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1. "Summary:

Endotoxins normally reside in the lumen of the horse’s gastrointestinal tract and are
restricted to that site by the intestinal mucosal barrier. Under circumstances in which
this barrier function is lost due to low blood flow, ischemia or inflammation,
endotoxins may enter the general circulation. Endotoxins interact with a specific
plasma protein called LPS binding protein that delivers the endotoxin molecules to
cells in the horse’s inflammatory and immune system. Via specific cell surface
receptors that recognize endotoxin as a component of a pathogen, these cells
respond vigorously to the presence of endotoxin by synthesizing and releasing a
variety of pro- and anti-inflammatory mediators. The clinical signs we recognize as
‘endotoxemia’ are caused by these mediators. Treatment of endotoxemia is aimed at
reducing the movement of endotoxins into the circulation, interfering with the
interactions among the endotoxins, plasma proteins and inflammatory cells, and
preventing the synthesis of the inflammatory mediators.

2. Resumen:

Normalmente las endotoxinas residen en la luz del tracto gastrointestinal de los
equinos, estando estas restringidas por la barrera mucosa. En circunstancias en las
que la mucosa pierde la funcién de barrera, las endotoxinas entran en la circulacién
sistémica, estos casos son dados por una disminucién del flujo sanguineo, isquemia
o inflamacién. Las endotoxinas interactian con una proteina llamada proteina de
unién a lipopolisacaridos (PUL), estas proteinas llevan a las moléculas de
endotoxinas a interactuar con las células inflamatorias del caballo. Por medio de
receptores de superficie las endotoxinas son reconocidas como un componente de
un agente patégeno, estas células entonces responden poderosamente en

“'presencia ‘- de " endotoxinas sintetizando y liberando mediadores  pro 'y - anti-

inflamatorias. Los signos clinicos que caracterizan una “endotoxemia” son causados
por estos mediadores. Por lo tanto el objetivo del tratamiento de la endotoxemia
apunta a reducir el movimiento de endotoxinas en la circulacién, interfiriendo con la
interaccidn de las endotoxinas con proteinas plasmaticas y células inflamatorias y
previniendo la sintesis de los mediadores inflamatorios.



3. Introduccion y antecedentes:

La endotoxemia se define como la presencia de endotoxinas en el torrente
sanguineo. Sin embargo, con mayor frecuencia el término se utiliza para referirse a
las manifestaciones clinicas asociadas por una exagerada reaccion inflamatoria
(Lohmann KL., Barton MH., 2005).

~La patabra endotoxemia viene del griego, endon por dentro, toxicon por veneno y
aimia por sangre, en su combinacion significa veneno en la sangre (Free Dictionary
Web Site).

El sindrome clinico conocido como endotoxemia es comuln en caballos referidos a
emergencias de cirugia abdominal ( Moore JN, Mooris DD., 1992)

La endotoxemia es el resultado de una serie de eventos complejos caracterizados
por una sintesis de una multitud de mediadores endégenos de la inflamacién
provocados por los fagocitos del hospedero. Los efectos perjudiciales de la
endotoxemia, son en parte por la respuesta del organismo a estos mediadores
(Moore JN., Mooris DD., 1992).

La endotoxemia ha sido recientemente incluida en el concepto del sindrome
respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) (Oikawa M., Yamaoka S., 2003).

En los -caballos con enfermedades gastrointestinales la complicacién- mas
frecuente encontrada es la endotoxemia. Estudios recientes realizados a nivel
mundial a equinos con dolor abdominal (célico), han detectado en gran proporcion
(25%-35%) endotoxinas de bacterias gramnegativas en la circulaciéon (Fessel JF.,
Bottoms GD., Coppoc GL.., 1987 & Steverink PJGM., Sturk A., Rutten VPMG., y col.,
1995).

Esto esta dado por el aumento de permeabilidad de la mucosa intestinal (Morris DD.,
1988), permitiendo la entrada de endotoxinas a la cavidad peritoneal o a la
circulacion portal, en consecuencia a la falta de perfusion de las células de la
mucosa entérica desprendiéndose de la lamina propia 0 a causa de una inflamacion
a nivel de la pared intestinal (Moore JN., 2001).

La septicemia es inusual en caballos adultos, ya que una infeccion intensa de
bacterias gramnegativas, como ocurre en una pleuroneumonia, peritonitis,

salmonella colitis 0 metritis esta frecuentemente acompanada de una endotoxemia
“’(Moore JN., 2001). - '

La sepsis evoluciona cuando no hay una buena respuesta inmune a la invasion de
acuerdo a la patogenicidad del agente infeccioso (Morris DD., 1992).

Pequenas cantidades de endotoxinas que escapan al intersticio, linfa o
eventualmente de la circulacion venosa son satisfactoriamente fagocitadas por las
celulas Kupffer en el higado o son neutralizadas por proteinas de unién a los
lipopolisacaridos en la sangre, como también anticuerpo anti-lipopolisacaridos y
proteinas de alta densidad (Moore JN., 2001).



Las manifestaciones clinicas de una endotoxemia son ocasionadas solo cuando una
cantidad excesiva de endotoxinas pasan hacia la circulaciéon sanguinea (Barton MH;
2003)

Muchas condiciones clinicas son encontradas frecuentemente en la practica de la
medicina equina que pueden ser asociadas con una septicemia y con posibilidad de
progresar a formas mas severas, como un shock séptico. (Roy MF., 1998)

La endotoxemia es la causa mas comun de riesgo en los equinos con enfermedades
gastrointestinales. El resultado de estudios de animales con dolor abdominal (célico)
en varias partes del mundo encontré que es comun detectar endotoxinas de
bacterias gran negativas en la circulacion (Steverink, P.J, 1994, King, G.N y Gering,
E.L. 1988).

.-La fuente.de endotoxinas pueden .ser sin embargo endogena (filtrados desde el
tracto gastrointestinal), como en enfermedades agudas gastrointestinales, ileo post-
quirujico o exogenos (ambientales) como en la septicemia neonatal, colitis,
peritonitis, pleuroneumonia, metritis y obstruccion recurrente de las vias aéreas
(Werners AH, et al. 2005).

Aunque muchos de los estudios relativos a endotoxemias en los equinos estan
dirigidos a enfermedades intestinales obstructivas estrangulantes, éstas no son las
Unicas condiciones que caracterizan a la endotoxemia. Se han encontrado también
colitis, pleuroneumonia, retencioén de placenta y peritonitis (Morris,D.D. 1991).

La situacién es igualmente seria en neonatos que presentan infeccién bacteriana.
Aproximadamente el 50% de los potrillos con signos clinicos de septicemia, tienen
endotoxinas en la circulaciéon sanguinea (Barton,MH; Morris,DD y Norton, N, 1998).

La septicemia es la principal causa de muerte en potrillos de menos de una semana
-.-de vida, principalmente debido a que su sistema inmune no posee la habilidad de
prevenir la diseminacién bacteriana(Moore JN., 2001).

Los microorganismos responsables de la endotoxemia, y septicemia son Escherichia
Coli, Klebsiella, Enterobacter, Actinobacilus y Pseudomonas. (Pradis,M; 1997).

Consecutivamente la endotoxemia esta asociada a la muerte en equinos de todas
las edades (Moore JN., 2001).

Enfermedades que dafan la barrera mucosa intestinal permiten la entrada de
endotoxinas a la cavidad peritoneal y/o a la circulacion portal (MacKey R 1992 &
Moore JN 1981). Esto puede ocurrir si hay isquemia y/o inflamacion de la mucosa
que causa el desprendimiento de la misma y/o de las células epiteliales haciéndose
permeables al LPS. Como resultado, la condicion clinica mas comunmente
asociados con evidencia clinica de endotoxemia son aquellas que involucran
severas enfermedades gastrointestinales como desplazamientos con obstruccion del
~.-suministro. sanguineo, y/o inflamaciones severas. (Steverink -PJ y col; 1994;.King J,
Gerring E,1988; Morris DD, 1991; Moore JN, Morris DD,1992; Meyers K y col, 1982,
Henry M, Moore JN,1991)

Las condiciones clinicas comunmente asociadas con la presencia de endotoxinas en
la circulacién incluyen obstruccién por estrangulacion intestinal, colitis, enteritis
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proximal, sobre carga de carbohidratos e ileo intestinal causado por disionias
(Barton MH., 2005).

Donovan (2007) detecté una leve endotoxemia transitoria en caballos ejercitados
hasta la fatiga. Esto indica que ejercicios de corta duraciéon y extenuantes inducen
_.una endotoxemia y una respuesta pro-inflamatoria en el caballo que persiste por lo
menos 2 horas. Esta endotoxemia transitoria es causada por una isquemia intestinal,
desarrollada por la hemodinamia selectiva en el ejercicio intenso.

Cuando hay evidencia que la mucosa de un intestino esta dafiado por una isquemia
intestinal o por hipovolemia en algun lado del tracto gastrointestinal, se pueden
evidenciar signos clinicos de endotoxemia por varios dias luego de que la porcidén
intestinal alterada haya sido removida. Movimientos trasmurales de endotoxinas por
intestinos inflamados pueden persistir durante dias en caballos con enteritis o colitis
(Moore JN., 2001).

En un estudio experimental se realizaron obstrucciones por estrangulacion del
intestino delgado de ponies anestesiados. Por medio del ensayo de lisado de
amebocito del limulus se demostré la presencia de endotoxinas en la circulacion
sistémica 60 y 120 minutos luego de la restauracién del flujo sanguineo mesentérico;
las muestras se tomaron de la yugular. Se observo la degeneracién de la mucosa
..-con perdida de células epiteliales de las vellosidades, coincidiendao con endotoxemia.
La isquemia y la alteracién de la barrera mucosa fueron consistentes (Moore JN,
White NA, Berg JM, Trim CM, Garner HE; 1981).

Rooney, Bryans y Doll (1963) describieron una condicién fatal conocida como ‘colitis
X'y sugirieron que endotoxinas de bacterias gramnegativas podian estar
involucradas en la patogénesis.

Fluido del ciego de dos caballos adultos fue sometido al ensayo de lisado de
amebocito del limulus para detectar presencia de endotoxinas, esto se realizo antes
y después de de una sobrecarga de carbohidratos del tracto gastrointestinal. Hubo
un aumento de la concentraciéon de endotoxinas en el fluido cecal a las 3, 6 y 12
horas comparadas con el valor basal. Concomitante los valores de acido lactico y el
pH aumentaron y decrecieron respectivamente, los dos caballos presentaron signos
clinicos de laminitis (Moore JN., Berg JM., Garner HE., Sprouse RF., 1979).

4. Reseia historica de endotoxinas y endotoxemia:

Un siglo atras en Alemania, Richard Pfiffer, estudiante del laboratorio del Prof.
Robert Koch, observdé que el microorganismo del vibrio-cholera liberaba dos
diferentes tipos de toxinas: una exotoxina termolabil mientras el organismo se
encontraba viable; y otra mas potente (termoestable) que se evidenciaba luego de la
muerte del vibrio. Esto lo llevé a concluir que las toxinas termoestables se mantenian
secuestradas mientras el organismo estaba vivo a las que llamé endotoxinas.

Otros estudios europeos en los que se realizé estudios similares con bacilos
gramnegativos encontraron pirotoxinas, nombre que recibieron por su habilidad de



inducir una respuesta febril (Certani, E. 1894). También fue reportado qu
extractos de bacterias se caracterizaban por cambios en la circulacion de una sene
blanca y una leucocitosis (Buchner, H.1890).

7,
)

Se reportdé que las endotoxinas son estructuras complejas, compuestas pory o\y

polisacaridos, fosfolipidos y proteinas (Boivin, A.1933). Consecutivamente estudios
indicaron que esta endotoxina se constituia por fosfolipopolisacaridos, por lo que el
término se puede intercambiar a lipopolisacaridos, fosfolipopolisacaridos,
endotoxinas de fosfolipopolisacaridos y endotoxinas (Boivin, A.1933).

Tras la Segunda Guerra Mundial, donde la septicemia fue devastadora; se invirtieron
numerosos esfuerzos en materia de investigacion, desde la década del 50 y
~comienzos de los 60, para entender el mecanismo responsable de los efectos
" inducidos por el shock a causa de las infecciones bacterianas. Rapidamente se
dedujo que la administraciéon intravenosa de endotoxinas causo una abrupta
reduccion de la presion arterial y gasto cardiaco. Estos efectos fueron causados por
una disminucion del retorno venoso al corazén. ( Lillehei R.1957; Fine J. 1998)

Los primeros investigadores también reportaron que una compensadora liberacién
de sustancias como catecolaminas causaban un aumento en la resistencia vascular
y un cambio en la presidn sanguinea. Sin embargo, si la dosis de endotoxina era
incrementada suficientemente, la presién sanguinea se deterioraba por la reduccion
del gasto cardiaco y la resistencia vascular (Fine J. 1998).Esas respuestas a las
endotoxinas resultaban en una hipoperfucion de o6rganos vitales y la eventual
muerte. Esfuerzos considerables se realizaron en forma de identificar las maneras
de restaurar la presién sanguinea a valores normales. Como resultado del efecto en
estudios experimentales una nueva norepinefrina sintética analoga llegd a ser
ampliamente usada en hospitales para seres humanos a pesar de que el aumento
..del la,presion sanguinea no significaba mejor nivel de sobrevivencia (Lillehei R,
Longerbeam J, Bloch J, et al. 1965).

Una recopilacién de material en el campo veterinario indica que en 1963 Rooney y
colegas indicaron por primera vez el incremento de endotoxinas en un nuevo
sindrome llamado “colitis X”. El hecho de que las endotoxinas fuesen potencialmente
involucradas en este sindrome estaban basados en la sintomatologia clinica: diarrea
irreversible, fiebre, deshidratacién y coélico. Dos afios mas tarde, Carroll y colegas
realizaron un estudio experimental administrando 0,025 mg/kg de endotoxinas
intraperitoneal a caballos, y reportaron pronunciados signos clinicos: desarrolio de
diarrea, hemoconcentracion severa leucopenia y muerte. Otro importante
descubrimiento en este primer estudio fue la susceptibilidad comparativa que existe
entre distintas especies de animales a la misma fuente de endotoxinas. En
contradiccién los efectos dependen de la dosis usada en cada especie.

En la década siguiente se supo mas de las respuestas del cuerpo hacia las
-.-endotoxinas, - incluyendo las sintesis y liberacion de histamina,- bradiquinina,
catecolaminas, varios factores de coagulacion, un miocardio depresivo y el acido
araquidonico. (Hinshaw L., Emerson T., lampreto P., at al, 1962; Burrows GE, 1981).
Estos descubrimientos impulsaron a Lewis Thomas a escribir en 1974 su libro “Life
of a Cell: Notes of a Biology Watcher” (Vida de una célula: apuntes de un observador
biolégico) donde el dice que: “Nuestro arsenal de lucha contra las bacterias es tan
potente e involucra tantos mecanismos de defensa, que corremos mas peligro de
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ellos que de los invasores.... Las macromoléculas son leidas por nuestros tejidos
como algo nefasto. Cuando detectamos lipopolisacaridos, somos capaces de activar
todos nuestros mecanismos de defensas que tenemos a disposicion.” (Traducido por
Bimson N.)

A la vez, se llevaron a cabo varios estudios de administraciéon de endotoxinas a
distintas dosis y vias en caballos y ponies para identificar las respuestas a las
mismas. Algunas de las publicaciones de la década de los 70 describen los efectos
de las administracion de endotoxinas en ponies anestesiados, enfocando
nuevamente a los efectos cardiopulmonares (Beadle R, Huber T 1977; Burrow GE
1981). Los efectos mas comunes incluyen hipotension, disminucién de la presion
venosa central, leucopenia, hemoconcentracion y alteraciones en las
concentraciones sanguineas de glucosa.

En esa misma década, estudios involucraron la administracién aproximadamente de
150 — 200 ug de endotoxinas de E.coli por kilo de peso vivo, fue dado en forma de
bolo, infusion rapida o lenta tanto a los ponies bajo anestesia o no (Burrows GE
1979 & 1981). Estos estudios documentaron la hipoxemia arterial, hipertension
pulmonar, aumento de la concentracion de las proteinas plasmaticas y acidosis
lactica. A fines de la década de 1970, una serie de estudios fueron realizados en
“’'ponies’ y caballos sin anestesiar que se le dio una administracién ‘en bolo de una
dosis considerablemente menor (10 ug por kilo) (Moore JN, Garner HE, Shapland JE
et al 1980 & 1981). Aunque la respuesta de los animales fue cuantitativamente
menos pronunciado, los resultados fueron similares a aquellos estudios que se
usaron 10 a 20 veces mas endotoxinas. Por ejemplo, la falta de oxigeno arterial, la
hipertensién pulmonar, taquicardia, taquipnea, leucopenia seguido por una
leucocitosis y acido lacteo, todo lo cual fue consistentemente documentado. Mucho
se aprendi6 de los estudios iniciales sobre las respuestas fisiolégicas a un reto
subletal de endotoxinas. En la otra mano las respuestas severas y abruptas de los
signos clinicos no eran exactamente idénticos a los vistos cominmente en la clinica.
Estos hallazgos indicaron que los modelos experimentales necesitaban ser
mejorados y que el mecanismo responsable de los efectos de la endotoxemia .
podrian ser identificados solamente realizando estudios con un control mas estricto
de las variables de los experimentos (Moore JN, 2001).

_ Durante estos Ultimos 20 afios, se realizaron un gran numero de estudios que tratan
con varios aspectos de la endotoxemia en caballos, afirma el Dr. Moore (2001).

Como resultado de estos hallazgos en los estudios, existe ahora una apreciacion
mas completa entre la asociacion entre endotoxemia y enfermedades especificas del
caballo. Es claro que las endotoxinas causan muchos de los efectos deletéreos en
el paciente, esto lleva a los clinicos y a la comunidad cientifica a pensar diferentes
estrategias a ser aplicadas en el tratamiento. Esto estaria indicando que el
tratamiento a las enfermedades inflamatorias producidas por las endotoxinas es un
tema no resuelto (Moore JN., 2001).



5. Concepto de endotoxina. Definicion, fuente y estructura

5.1. Endotoxina
La endotoxina es un compuesto lipopolisacarido de la envoltura externa de las
bacterias entéricas gran negativas (Raetz C., Whified C., 2002).

Con 3 0 4 x 10 moléculas por célula, los lipopolisacaridos conforman alrededor del
75% del estrato externo de la membrana celular externa y es una molécula funcional
clave de la membrana externa bacteriana, que sirve como una barrera impermeable
contra los agentes nocivos externos (Lohmann KL & Barton MH, 2005).

La molécula de lipopolisacarido (LPS) consta de cuatro dominios, los cuales son
esenciales para la virulencia de las bacterias gran-negativas (Vaara M, 1999)

(ver figura 1.)

s

Lipid A

/Amine este

Figura 1. Molécula de lipopolisacarido (LPS).

Tres de estos. dominios (corazén interno, corazén externo y cadena. especifica O)
representan la parte polisacarida hidrofilica de la molécula, mientras que la parte de
los lipidos A representa la zona lipidica hidrofobica. Estando combinados, estos
dominios confieren propiedades anfifiicas de la molécula que conducen a la
formacién de agregados micelares en soluciones acuosas. (Lohmann KL & Barton
MH, 2005).

Las cadenas O son caracteristicas de cualquier tipo dado de lipopolisacaridos y
muestra una enorme variabilidad estructural entre los serotipos bacterianos
(Rietschel ET., y col., 1996). Las cadenas O determinan parte de la
inmunoespecificidad de la célula bacteriana (Jonsson PE., 1999) y, ante la
interaccion con el sistema inmune del huésped, sirven como antigenos para la
produccién de anticuerpos especificos de especie (Zahringer U. y col, 1994).

La parte de oligosacaridos en el corazén interno y externo se conserva mas entre las
diferentes cepas de bacterias Gram-negativas que la cadena O. (Rietschel ET y col,
-1996).-El corazon de todas las moléculas de lipopolisacaridos  contienen un- azucar
poco frecuente, el KDO (acido 3-desoxi-D-mano-oct-ulopiranosomico), el cual une la
region del corazén a la molécula de lipido A. Es esencial la sintesis de un corazén
minimo para la supervivencia de la bacteria.

La parte del lipido A sirve para fijar la molécula de lipopolisacarido en la membrana
externa de la bacteria y ha sido identificada como el principio toxico de los
lipopolisacaridos (Galanos C y col, 1985).



Basados en numerosos estudios la mayoria de los efectos deletéreos de las
endotoxinas han sido asociados con lipido-A (Moore JN, 2001).

" Bajo circunstancias normales el tracto intestinal de los caballos contiene una gran
cantidad de bacterias gramnegativas. Ya que las endotoxinas son liberadas de las
bacterias cuando estas mueren o se multiplican rapidamente, el espacio intestinal
contiene una gran cantidad de endotoxinas (Moore JN). Basado en un estimativo el
ciego y el colon ventral de caballos sanos contienen mas de dos gramos de
endotoxinas (MacKay R 1992). Estas endotoxinas son restringidas a la luz intestinal
por una eficiente barrera mucosa intestinal (Moore JN 1981), que esta compuesta
por células epiteliales de la mucosa, anticuerpos y enzimas secretadas por esas
células, y bacterias residentes. Las endotoxinas que cruzan esta barrera estan
ligadas a proteinas especificas del plasma o neutralizadas por anticuerpos
circulantes o eliminadas de la circulacién por células Kupffer en el higado (MacKey R
1992 & Moore JN 1981).

5.2. Deteccion de endotoxinas

Existen 2 métodos para detectar endotoxinas en fluidos o sustancias biolégicas. El
primero es el ensayo pirbgeno en conejos, como lo dice el nombre el test consta en
administrarle cualquier sustancia pirogénica a un conejo y se le monitorea la
temperatura al animal.

El segundo método es el ensayo de lisado de amebocito del limulus. Hace mas de
20 anos se determino que la célula multifuncional circulante (amebocito) del cangrejo
herradura, limulus polyhemus, respondia a minimas cantidades de endotoxinas
(Levin J; Bang FB; 1968). Después se determino que el lisado de estos amebocitos
formaba un gel cuando eran expuestos a bacterias gramnegativas o endotoxinas
purificadas. Luego se descubrié que el rango de esta reaccion dependia de la
concentracion de endotoxinas.

El ensayo por lisado del amebocito /imulus es una evaluacidén en la cascada de la
coagulacion hemolinfatica sensible a la endotoxina correspondiente a Limulus

--polyphemus (Lohmann KL & Barton MH, 2005). Se piensa que esta reaccién en el
limulus es un mecanismo de defensa contra la infeccion por gramnegativos
(Armstrong GP; 1991).

Recientemente el ensayo de lisado de amebocito del limulus se ha modificado
aumentando su sensibilidad. Por medio de un espectrofotdmetro cuantitativo se
pueden detectar concentraciones de endotoxinas de hasta 0,05 ng/ml. (Moore JN,
1988)

Usando esta técnica se ha demostrado que el 35-45% de los caballos con
enfermedades gastrointestinales presentan una endotoxemia. (Steverink PJ y col,
1994; Morris DD, 1991; Moore JN, Morris DD,1992; Meyers K y col, 1982; Henry M,
Moore JN,1991)

De hecho una considerable controversia surgié cuando los investigadores obtenian
hemocultivos negativos de muchos pacientes que tenian endotoxinas en sus
——--muestras de sangre detectadas por:la técnica de lisado de amebocito: A lo largo de
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los afios se vio que endotoxinas ricas en lipopolisacaridos eran capaces de . iyi*-
atravesar la barrera mucosa intestinal y entrar a la circulacion mas rapido que las -
bacterias. Finalmente es de destacar que el ensayo de lisado de amebocito del

limulus no es rutina en la mayoria de los laboratorios clinicos veterinarios. (Moore  _ -

JN, 2001). ;O“C‘_\ﬁ/

6. Funcidén de la Mucosa como Barrera y Clearance Hepatico

Existen 2 mecanismos que funcionan para defender los animales de la evolucién de
una endotoxemia. Primero, una eficiente barrera de células epiteliales de la mucosa
que funcionan para limitar el movimiento transmural de bacterias y LPS. La eficacia
de esta barrera depende de los factores intraluminales y extraluminales. Los
principales factores responsables son el pH intraluminal y la circulaciéon sanguinea
intestinal, respectivamente.

Estudios (Moore JN, Garner HE, Berg JN; 1979) han demostrado una disminucion
considerable del pH y aumento en los valores de lactato en caballos alimentados
predominantemente con concentrados. En un clasico estudio de infarto de colon en
caballos, Nelson et al. (1998) reporté una disminucion de la presiéon sanguinea
arterial, y un descenso de leucocitos y plaquetas. En este estudio la aparicion de
bacterias entéricas en el liquido peritoneal fue fuertemente asociada a un aumento
de la vaso actividad. Esta alteracién se reflejé en la alteracién de la barrera mucosa.

“Reciefitemente’ un patrén de alteracién de la mucosa fue encontrada durante la
induccion experimental de isquemia en el intestino delgado de ponis (White NA,
Moore JN, Trim CM,; 1980). Estos patrones fueron similares a los encontrados en
biopsias de intestino delgado, extraidos de cirugias en casos clinicos de colico,
siendo similar a los patrones de alteracién de torsiéon fatal de colon mayor. Los
estudios histopatoldgicos de la biopsia determinaron una perdida de la mucosa y
submucosa col6nica. Estos acontecimientos sugieren que la barrera de la mucosa
se vea alterada cuando existe isquemia en los caballos con célico, permitiendo
movimientos transmurales de endotoxinas intraluminales dentro de la cavidad
peritoneal y la circulacién sistémica.

La segunda linea de defensa contra endotoxinas, es el sistema reticuloendotelial del
higado llamadas células Kupffer. Jacob et al. (1977) determino que la funcién de
estas células era remover las endotoxinas de la circulacién portal y sistémica.
(Moore JN, Garner HE, Shapland JE, Schaub RG; 1981).

" Como’las ‘endotoxinas son un componente normal de la luz intestinal, existen una
serie de procesos para prevenir o restringir el movimiento de endotoxinas al torrente
sanguineo. La mucosa cumple una compleja y altamente eficiente barrera. Esta
barrera de células epiteliales cubre la lamina propia del intestino. Las fuertes uniones
entre cada célula individualmente y cierta secrecion celular (lizo enzimas,
inmunoglobulinas) sirven para restringir el movimiento transmural de endotoxinas y
bacterias. (Moore JN; 1988)
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Aunque se piense que las células epiteliales del intestino logran una barrera para las
LPS, recientemente Hesshberg et al. (2005) determinaron que estas células
““interactuan especialmente con moléculas de LPS. o h

Las células del epitelio intestinal estan normalmente expuestas a un alto numero de
bacterias intactas y altas concentraciones de productos de bacterias que forman una
barrera para la absorciéon de las LPS y de la invasién de microorganismos del
intestino (Moore JN; 1978).

Como resultado las células epiteliales deben reconocer y reaccionar contra bacterias
patégenas pero no responder contra la flora normal del tracto gastrointestinal. Una
inapropiada respuesta a la flora normal juega un rol en la evolucién del desarrollo de
enfermedades inflamatorias del tracto gastrointestinal (Tomlinson JE, Bliskslager
AT; 2004).

Las células epiteliales del intestino estan regularmente expuestas a LPS, por lo tanto
pequenas cantidades de LPS pueden ser encontradas en la circulacion portal y el
higado de individuos saludables. (Jacob Al y Col.; 1977)

La flora intestinal natural de los caballos consiste, principalmente, en bacterias
anaerobias gramnegativas y, de esta manera, es normal que existan grandes
cantidades de endotoxinas en la luz del tracto intestinal del caballo (Moore JN,
Garner HE, Berg JN; 1979).

6.1. Interaccion entre LPS-Células Epiteliales

Las células del intestino son la primera linea de la respuesta de la inmunidad innata
para la invasion de microorganismos intestinales. (Moore JN, Garner HE, Berg JN;
1979).

Las células epiteliales del intestino secretan y responden a una gran gama de
citoquinas, teniendo también receptores simil -Toll (TLR) (termino que se explicara
‘mas adelante) que se ligan y reconocen los LPS a concentraciones menores a 1nM
" (Aderem A,y Col; 2000). ' S

6.2. Movimientos Transepitelial de LPS

El término translocacion describe la entrada de bacterias y productos bacterianos
endbdgenos desde el tracto gastrointestinal hacia los tejidos y la circulacién sistémica
(Lohmann, K.L., Barton, M.H., 2004).

Existen desacuerdos sobre el mecanismo del pasaje de LPS a través del epitelio
intestinal. En humanos se ha constatado el pasaje de bacterias a través de una
barrera intestinal comprometida, resultando en una bacteriemia. Luego los LPS son
liberados cuando las bacterias son fagocitadas por células del sistema inmune.
(Matich GD, y Col; 1993). En contraste, en algunos casos nunca fue identificada una
bacteriemia en caballos con isquemia intestinal, y solo LPS fueron aislados de la
-..sangre.
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Hay 2 posibles formas para que las moléculas de LPS sean absorbidas a través del
epitelio intestinal hacia la circulacion sistémica: a través de la membrana celular (ruta
transcelular) o entre las uniones intercelulares (ruta paracelular). Las fuertes uniones
actuan como pasajes entre el espacio intercelular y son reguladas por procesos
activos por parte de las mismas células (Tomlinson JE, Bliskslager AT; 2004).

La isquemia puede afectar el pasaje de LPS a través de la barrera transepitelial por
las alteraciones de las uniones intercelulares, aunque el LPS pude atravesar el tejido
isquémico por medio de las dos rutas, la transcelular y paracelular (Tomlinson JE,
-Bliskslager AT;.2004).

7. Mecanismos de activacién celular por LPS

7.1. Interaccién con proteinas plasmaéaticas y células inflamatorias

Luego que las endotoxinas entran en la circulacion sanguinea, pueden interactuar
con proteinas circulantes y células sanguineas o pueden ser removidos por
macréfagos del higado, bazo y pulmén (Morris DD., 1992).

El proceso iniciador de la fisiopatologia de la endotoxemia es la activacion de la
respuesta celular a los lipopolisacaridos (LPS) por medio de endotoxina, dando lugar
a las alteraciones de las funciones celulares y a un aumento de la eéxpresion deé los
mediadores de la inflamacion. Los macréfagos vy las células endoteliales, son las
primeras células inmunes en encontrar la toxina, responden ante pequefas
cantidades de LPS, lo que le permite eliminar bacterias gramnegativas y moléculas
libres de LPS, activandose a la misma vez (Lohmann KL., Barton MH., 2005).

Por su region A de naturaleza hidrofobica, las endotoxinas tienden a aglomerarse en
el plasma (Moore., 2001).

Los aglomerados de LPS interactuan con lipoproteinas de alta densidad y unas
proteinas plasmaticas Unicas llamadas proteinas de unién a lipopolisacaridos (PUL),
lo que provoca que se dispersen como monémeros (Wurfel MM., Wright SD., 1997,
Wright SD., Ramos RA., Tobias PS., ycol. 1990).

La proteina de unién a LPS, es una proteina de fase aguda que circula por la
corriente sanguinea y se sintetiza en el higado. Su funcién es la de reconocer y
formar un complejo de alta afinidad con el lipido A del LPS libre o al LPS unido a la
membrana externa de la bacteria intacta (Palsson, Mcdermott, 2004).

La unién a lipoproteinas de alta densidad prolonga la vida media de las endotoxinas
en sangre pero reduce su habilidad de interactuar con células proinflamatorias
(Baumberger C., Ulevitch RJ., Dayer JM., 1991; Vosbeck K., Tobias P., Muller H.,
1990).

Los PUL remueven individualmente las moléculas de endotoxinas de los
aglomerados y facilita marcadamente la habilidad de interactuar con fagocitos

11



mononucleares del equino. El PUL es sintetizado por el higado y existe en
" cantidades moderadas en el plasma (Tobias PS., Mathison J., Mintz D., 1992; Wright
SD., 1997; Wright SD., Ramos RA., Tobias PS., 1990 ; Ulevitch RJ., Tobias PS.,
1993).

Los receptores para LPS conocidos hasta la fecha son el antigeno de diferenciacion
agrupado 14 (CD14) (Wright SD y col; 1990) y el receptor 4 simil-toll (TLR4) (Chow
JC y col; 1999).

Ademas de su papel como catalizador de la activaciéon celular por parte de los LPS,
la PUL tiene una actividad de opsonizacion (Wright SD., Tobias PS., Ulevitch RJ.,
Tobias PS.; 1989) y participa en la fagocitosis de LPS por parte de los macrofagos y
los neutréfilos (Schiff DE.,y col.;1997; Grunwald U.; 1996).

Las PUL incrementan la sensibilidad del huésped a la endotoxina, logra este efecto
trasfiriendo mondémeros de endotoxinas a un receptor de superficie que se encuentra
...en los, fagocitos mononucleares llamado CD14 (Wright SD., Ramos RA., Tobias PS.,
1990; Ulevitch RJ., Tobias PS., 1993; Marchant A., Duchow J., Deville JP., 1992 ;
Tapping RI., Tobias PS., 1996).

El CD14 es una proteina que en su forma unida a la membrana (CD14m) esta
insertada en la membrana celular por medio del anclaje glucosil-fos-fatidil-inositol
(Haziot A.,.Chen S., Ferrero E., y col., 1988).

La interaccion entre endotoxinas, PUL y CD14 aumenta la sensibilidad de las células
a las endotoxinas dando como resultado una sintesis de mediadores
proinflamatorias. Estudios en vitro demostraron que este efecto tardio de las
endotoxinas puede ser prevenido por medio de anticuerpos monoclonales dirigidos
contra el CD14 o por remocion enzimatica del CD14 de la superficie de la célula
(Blondin C., Le Dur A., Cholley B., y col, 1997).

~El CD-14 se expresa principalmente-sobre los monocitos y los macréfagos tisulares y
en menor medida sobre los neutrofilos (Stelter F; 2000). Existen dos isoformas de
CD14: CD14m unido a la membrana (Haziot A; 1988) y CD14s en forma soluble o
libre. El primero se encuentra como una proteina de membrana anclada a
fosfatidilinositol, y el segundo como fragmento proteolitico soluble (Diurieux JJ., y
col, 1994).

Ademas de estos efectos pro inflamatorios, las altas concentraciones de CD14s
pueden secuestrar y neutralizar LPS (Jack AR., 2000).

La cantidad de CD14s aumenta durante la inflamacién, convirtiéndose en un
marcador util durante la inflamacién aguda y cronica (Stelter F., 2000).

Las endotoxinas y las PUL pueden interactuar con una forma soluble de CD14 que
fueron liberadas de la superficie de los fagocitos mononucleares. Por medio de esta
interaccion el complejo endotoxina-CD14 soluble interactia con células sin CD14 en
~-su - superficie, - como por ejemplo células endoteliales, donde se- inician -efectos
inflamatorios (Tapping RI., Tobias PS., 1996; Blondin C., Le Dur A., Cholley B., y
col., 1997; Gebhard F., Rosch M., Helm M., y col.1997).
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Hasta el ano 2001 no se habia logrado determinar el mecanismo de las PUL ni del

CD14 en el equino ya que las proteinas purificadas de equinos y anticuerpos que

reaccionan contra estas proteinas no existian. En esta década pasada se a

empezado a clonar y a expresar CD14 equino recombinante y se esta en el proceso

de clonar el gen del PUL. Teniendo estas herramientas se conocera la importancia

de estas proteinas en la respuesta de las células equinas a las endotoxinas y su
importancia en los casos clinicos de célico equino (Moore JN; 2001).

Aunque el CD14 juega un papel muy importante en la respuesta celular hacia las
endotoxinas, este receptor carece de la habilidad de transmitir la sefal de la
endotoxina al interior de la célula (Moore JN., 2001 Lohmann KL., Barton MH.;
2005).

El CD14 es un receptor de superficie celular que esta en el exterior de la célula
adherida por medio de un anclaje de carbohidratos; no incluye porciones que
atraviesen la membrana por lo tanto es incapaz de iniciar la liberacion de
mensajeros secundarios de la inflamacion o caminos de transduccion que llevan a
sintesis de mediadores proinflamatorias (Moore JN., 2001; Morris DD., Moore JN.,
1992; Lohmann KL., Barton MH., 2005).

A fines del siglo XX investigadores trabajando con Drosofhila melanogaster (Garfias,
2005) identificaron una familia de receptores que fueron denominados receptores
...Toll con una gran similitud a los receptores de interleuquina (IL-1). El receptor Toll
presenta componentes intracelulares y transmembrana que les permiten a éstos
transmitir las senales al interior de las células. (Ulevitch RJ., 1995; Wright SD.,
1999).

Unos anos mas tarde cientificos en otros laboratorios descubrieron una familia
analoga de receptores en células de mamifero, que lo llamaron receptores simil-
Toll (TLR) (Zhang G., Ghosh S., 2001 & Hoshino y col., 1999).

La unién perdida entre el CD 14 y el ambiente citisélico es un receptor simil-Toll en
asociacion con la molécula denominada MD-2 (Shimazu R., y col. 1999).

Los receptores tipo Toll son glicoproteinas de transmembrana de tipo |
pertenecientes a las superfamilia de receptores que incluye el receptor de la IL-1, IL-
1R (Akira, 2004).

..-En estos receptores se pueden distinguir tres dominios: un dominio extracelular. con
repeticiones ricas en leucina, uno transmembrana, y una cola citoplasmatica
denominada TIR. La ultima presenta una alta homologia de secuencia con la regién
citoplasmatica de IL-1R.

Los TLRs son componentes vitales del sistema inmune para detectar patégenos
peligrosos y para iniciar respuestas inflamatorias e inmunes contra los patégenos.

Interesantemente el CD14 no es selectivo unicamente de las endotoxinas porque
también reconoce y se liga a componentes celulares pertenecientes a bacterias
grampositivas, como peptidoglicanos (Moore JN., 2001).
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Se han identificado varios receptores simil-Toll en las especies mamiferas, pero los
TLR4 parecen ser el subtipo mas importante en la activacion de células
(macrofagos, endoteliales entre otras) por la unién extracelular de LPS y en el
desarrollo de enfermedades inflamatorias asociadas. (Chow JC., y col. 1999).

7.2. Mediadores pro-inflamatorias en la endotoxemia

Basandose en los resultados de estudios de monocitos y macréfagos en una
variedad de especies, incluyendo los equinos; la interacciéon de la endotoxina a los
receptores celulares (CD14 y TLR4) resulta en una transmisién de sefales de las
endotoxinas al interior de las células, lo cual produce la fosforilacion de promotores
génicos que se dividen, reducen su tamario y se translocan (entran) al nucleo. Estos
promotores a nivel del genoma inducen la expresion de genes de moléculas pro-
inflamatorias, que producidas en exceso se transforman en potencualmente mortales

"’(Moore JN., 2001; Lohmann KL., Barton MH., 2005).

Las vias de senalizacién se caracterizan por una fosforilacién secuencial, con lo cual
se produce la activacion de actividades enzimaticas. Uno de ellos es la activacion de
los factores de trascripcion; por ejemplo, las proteinas que se unen al ADN y
favorecen la transcripcion genética (Lohmann KL., Barton MH., 2005).

Entre las vias mejor caracterizadas en el sefalamiento celular inducido por
endotoxinas, estan las vias de la proteina cinasa activada por mitdgenos y la
activacién del factor de transcripcion del factor nuclear kB (NFkB) (Downey JS.,Han
J.,1998; Medzhitov R., y col., 1998; Lohmann KL., Barton MH., 2005).

Estas respuestas son elucidadas por medio de moléculas adaptadoras

intracelulares, la mas conocida es el factor 88 de diferenciacidén mieloide (MyD88) y

el TRIF (Akida, Takeda, 2004; Hargraves, Medzhitov, 2005; O’Neil, 2006; Pandey,
Agrawal, 2006).

La importancia de MyD88 y TRIF estd basada en que cada uno lleva a un
desencadenamiento distinto de mediadores inmunitarios que determinan el fenotipo
de la celula que primariamente van a ser responsables de la evolucion de la
inmunidad adaptativa (Amati y col., 2006; Dabbagh y Lewis, 2003; Parker, y col.,
2007; Pasare, Medzhitov, 2004). La LPS se une a los receptores TLR4 sobre las
células del sistema inmune y otras células no inmunes, provocando la activaciéon de
dos vias de senalizacion: una dependiente de MyD88 (Yamamoto, y cols., 2002;
Ogawa y cols., 2002; Ruckdeschel y cols., 2002) y otra independiente de MyD88
(Yamamoto y cols., 2004). Ambas vias contribuyen al desarrollo de la endotoxemia y
a las consecuencias fatales del sindrome de shock endotéxico.

La activacion de la via MyD88 dependiente lleva a la translocacion al nucleo del
promotor NFkB temprano el cual induce la expresion de una serie de potentes
mediadores pro-inflamatorios, TNF-a, IL18, IL-6 e IL-12, IFN-y, la quimioguina MCP-
1, asi como también la sintesis de moléculas de adhesion (ICAM-1y VCAM-1) iNOS,
~ COX-1, COX-2) y otros mediadores inflamatorios (Janicke y cols., 2003; Liao y cols.,
2004; Uematsu y cols., 2002; Ryan y cols., 2004). (ver figura 2).
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Figura 2. Vias de sefializacion a través de TLR4 inducida por el LPS que conducen a la produccion
de mediadores inflamatorios y productos que contribuyen con la exacerbacion de la respuesta
inflamatoria. TNFR (Receptor de TNF-a), INF-R (Receptor de INF-B). Figura adaptada y modificada
por Benavides et. Al. 2006, tomada de Covert et al., 2005

La activacién de la via MyD88 independiente lleva a la translocacién al nucleo del
promotor IRF-3 (interferon response element-3) y éste promotor induce la produccién
de Interferones de tipo | como el Interferon a y B(IFN-a y IFN-B), IRF-1, iNOS, COX-
2, VCAM-1 ademas una segunda activacion tardia del NF-k, con la secrecién de
todos los mediadores arriba mencionados para la via MyD88 dependiente. (Janicke
y cols., 2003; Liao y cols., 2004; Uematsu y cols., 2002; Ryan y cols., 2004). (ver
figura 2).

En modelos de roedores a los cuales se les dio una dosis mortal de LPS se demostr6
que la via MyD88 independiente es mas importante en la falla cardiaca e induccion

...del shock endotéxico que la via MyD88 dependiente relacionada con la activacion de

promotor NF-kB. (Karaghiosoff y cols., 2003). Esta ultima via de activacion del TLR-4
es la que bloguea la mayoria de las drogas anti-shock usadas en medicina veterinaria.

Reafirmando la relevancia de la via MyD88 independiente en el shock endotoxico,
ensayos de microarray mostraron sin lugar a dudas que el 74% de los genes de
moléculas inflamatorias sobre-expresados en macrofagos estimulados con LPS, son
pertenecientes a ésta via MyD88 independiente. (Bjérkbacka y col., 2004).

Muchos de los efectos deletéreos de las endotoxinas son mediados por citoquinas y
substancias proinflamatorias sintetizadas y liberadas por fagocitos mononucleares.
Estas células generan muchos de los mediadores de la inflamacién que han sido
detectadas en la circulacion de equinos que se le han administrado endotoxinas bajo
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estudios experimentales en equinos con afecciones gastrointestinales (Clark ES.,
Moore JN., 1989; Mackay RJ., y col. 1991; Henry MM., Morre JN., 1991; Morris DD.,
Moore JN., 1992; Morris DD.; Crowe N., Moore JN., 1992; Robinson JA., y col. 1993,
Allen GK., y col.1993).

Las citoquinas son los principales mediadores de los efectos de los LPS; las
citoquinas son moléculas glicoproteicas que regulan la respuesta inflamatoria e
inmune, actuando como un sistema de sefiales entre células, mediantes las cuales las
células se comunican. (Tizard IR.; 1996).

La mayoria de los estudios incluyen como mediadores al factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), IL1-B, factores quimiotacticos (quimiokinas), los factores de crecimiento
y eicosanoides (metabolitos del acido araquidonico) (Moore JN., 2001; Lohmann KL.,
Barton MH., 2005).

" ElI TNF-a es la citoquina mas proxima liberada en respuesta a los LPS. Los estudios
corroboran esto al mostrar que la administraciéon de TNF-a recombinante mimetiza los
efectos de los LPS (Beutler B.,Cerami A.,1986) y que los anticuerpos dirigidos contra
el TNF-a protegen de los efectos letales de las endotoxinas (Beutler B., Milsark IW.,
Cerami A.,1985).

El aumento de la actividad plasmatica del TNF-a, se asocia con aumento de la
mortalidad de los caballos con enfermedad gastrointestinal aguda y en los neonatos
seépticos (Barton MH., Collatos C., 1999).

Los siguientes acontecimientos son el resultado de la sintesis de citoquinas dada por
la induccién de endotoxinas:

e TNF-a y IL-1 estimulan la activacion de células endoteliales y neutrofilos e
inducen la expresion de moléculas de adhesion y el reclutamiento de células
..inflamatorias en los tejidos. (Eades SC., Moore RM., .2006; Le .J.Vilcek
J.,1987).
TNF-a provoca una variacion de cambios en las células del endotelio. En la
presencia de TNF-a las células endoteliales expresan actividad procoagulante
(Lohmann KL., Barton MH., 2005 Barton MH., Collatos C., Moore JN., 1996).
Estas respuestas favorecen a la hemostasia y potencian las coagulopatias
presentes en el SIRS (Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica). Las
coagulopatias pueden llevar a microtrombos resultando en alteraciones en la
perfusion tisular (Eades SC., Moore RM., 2006).
La activacion de las células endoteliales llevan a la produccion de oxido nitrico
y eicosanoides, alterando la presion sanguinea, perfusion tisular y el retorno
de sangre venosa para el gasto cardiaco (Eades SC., Moore RM., 2006).
TNF-a estimula el efecto de los macréfagos, monocitos y células endoteliales
para sintetizar citoquinas para perpetuar el ciclo de la respuesta inflamatoria
“"(Eades SC., Moore RM., 2008). S o
TNF-a, IL-1, y IL-6 estimulan la sintesis de la prostaglandina E2 en el
hipotalamo, dando como resultado el aumento de la temperatura corporal
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terminando en fiebre. Aumenta la concentracion de corticoides en la
circulacion.

e IL-1, y IL-6 inducen la sintesis de las proteinas de la fase aguda, estas
proteinas incluyen fibrinégeno, globulinas a y globulinas B.

En adicidn a las citoquinas, otros mediadores de la inflamacién son liberados por la

“m"accion’ de “las endotoxinas incluyendo los metabolitos del acido araquidénico, factor
activador de plaquetas, radicales libres, oxido nitrico, histamina y componentes del
complemento. (Eades SC., Moore RM., 2006). Estos metabolitos del acido
araquidonico estan presentes en cada paso de la inflamacion. Estos pasos involucran
los siguientes metabolitos y procesos:

e Tromboxano Az es un potente agregador de plaquetas y vasoconstrictor (Moore
JN., Morris DD., 1994).

eAumenta la sintesis de prostaglandina en el hipotalamo elevando Ia
temperatura corporal (Collins T., 1998).

e Leucotrieno Bs (LTB4) es un potente quimiotactico y activador de neutrofilos;
causa un aumento en la agregacién y adhesion, genera radicales libres y
libera enzimas lisosomales (Eades SC., Moore RM., 2006).

e Ademas los leucotrienos causan intensa vasoconstriccion, broncoespasmos y

SREI - aumenta la-permeabilidad vascular (Eades SC., Moore-RM.,-2006)..

El PAF es un derivado de los medidores fosfolipidicos, sintetizado en las plaquetas,
basdfilos, neutrofilos, monocitos, macréfagos y células endoteliales (Carrick JB.,
Moore JN., Morris DD., 1993).

oA bajas concentraciones el PAF causa vasodilatacion y aumenta la
permeabilidad vascular.

eEn altas concentraciones el PAF causa vasoconstriccién, broncoconstriccion,
agregacion plaquetaria y activacion de leucocitos (Carrick JB., Moore JN.,
Morris DD., 1993).

7.3. Mediadores anti-inflamatorios en la endotoxemia:

~----Aunque los -estudios sobre endotoxemia se hallan concentrado en los efectos
especificos de los mediadores pro-inflamatorios, hay evidencia creciente que la
endotoxemia también causa la sintesis y liberacion de mediadores anti-inflamatorios
(Moore JN., 2001).

El mas estudiado de estos mediadores es la IL-10, que es sintetizado por monocitos,
macrofagos vy linfocitos (Fiorentino DF., Zlotnik A., Vieria P., y col., 1991).

El efecto anti-inflamatorio primario de la IL10 es la inactivacién de los fagocitos

mononucleares y la inhibicion de la sintesis de las citoquinas pro-inflamatorias
(Fiorentino DF., Zlotnik A., Vieria P., y col., 1991).
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Las citoquinas inducen la sintesis de glucocorticoides endbégenos, que pued{éﬁ "inhibi'r":};;;;
futura sintesis de citoquinas (Mackay RJ., 1999). G

T

La adenosina es un nucleotido endoégeno que regula varios procesos fisiolégicos
activando receptores de subtipos de adenosina. Un estudio ha comprobado que el __ .{»;'
receptor agonista adenosine A2 inhibe la produccién de TNF-a por los monocitos:._j/
inducida por los LPS. (Wan-Chun Sun; Moore JN., Hurley DJ., y col.; 2008)
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8. Manifestaciones clinicas:

..La Endotoxemija es una complicaciéon frecuente en muchas enfermedades .que
afectan al equino.

En el caso de colitis y enteritis proximal, se pueden detectar signos de endotoxemia
antes del desarrollo del célico, diarrea o reflujo gastrico. Esto nos indica con mayor
especificidad la naturaleza de la enfermedad primaria. Las enfermedades tales como
peritonitis o pleuritis, sin embargo, pueden manifestar signos clinicos inespecificos
que incluyen fiebre, anorexia y depresion. Los hallazgos tales como neutropenia
(que nos induce a sospechar una endotoxemia) deberian urgir al veterinario a
indagar en el origen de un proceso séptico (Lohmann KL & Barton MH, 2005).

8.1.Los signos clinicos:

Los experimentos in vivo en los equinos muestran con claridad los signos clinicos
asociados con enfermedades gastrointestinales agudas y sepsis. Tales son
~-atribuibles- -a- la actividad de los LPS y citocinas como-el FNT-a. Ante la
administraciéon de una dosis subletal de LPS, la respuesta clinica puede dividirse en:
un estado hiperdinamico inicial y una fase hipodinamica o de shock final.

Los signos clinicos presentes durante la primera fase (los cuales comienzan a los 15
a 45 minutos pos administracion de los LPS) incluyen anorexia, bostezos,
sudoracién, depresién, manifestacion de dolor abdominal, fasciculaciones
musculares y decubito. La frecuencias respiratoria y cardiaca se ven aumentadas,
los borborigmos disminuyen, llegando a desarrollar ileo (Lohmann KL & Barton MH,
2005). La hiperemia de las membranas mucosas y un acelerado tiempo de llenado
capilar indican un estado hiperdinamico (Barton MH, 1998).

Estudios experimentales indicaron que la frecuencia respiratoria superaba las 30

respiraciones por minuto, con pico maximo 2 a 3 horas luego de la administracién

de LPS. Con respecto a la frecuencia cardiaca se presencio una taquicardia mayor a
70 latidos por minuto (Oikawa M., Yamaoka S., 2003).

Esta primera fase esta dada por los efectos vasomotores periféricos de las
endotoxinas, manifestandose como vasodilatacion y vasoplejia. Estas, estan
mediadas por prostaglandinas, oxido nitrico y mediadores tales como la bradiquinina
que llevan a una hipotension sistémica. (Muir WW., 1998).
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La respuesta compensatoria, de una fase hiperdinamica inicial, incluye: taquicardia,

aumento del volumen minuto y disminucién la presién venosa central, hipertension

pulmonar, vasoconstriccion periférica y aumento de la resistencia vascular periférica

(Muir WW., 1998; Burrows GE., 1971; Clark ES., Collatos C., 1990; Lohmann KL &
Barton MH, 2005).

Aunque muchos veterinarios estan en conocimiento de la mayoria de los signos
clinicos asociados a la endotoxemia, existen otros efectos que pueden no venir a la
mente tan rapido. Basandose en la respuesta de équidos a los cuales se les
administré6 experimentalmente pequefas cantidades de endotoxinas, la endotoxemia
por si sola puede causar signos clinicos indicadores de dolor abdominal. Estos
pueden ir de leves a moderados, o incluso el caballo puede estar deprimido (Mackay
R., 1992; Burrows GE., 1979; Baskett A. et al. 1997; Clark ES., Moore JN., et
al.1989). Se presume que estos efectos son causados por la sintesis y liberacién de
substancias pro inflamatorias que inhiben la actividad normal de la musculatura
gastrointestinal, causando la reduccién de la perfusion sanguinea (Mooris DD.,
1991).

Los signos clinicos de colico tipicamente se abaten después del estadio inicial. Las
alteraciones de la funcién gastrointestinal (Oikawa M., Shiga J., 2002) pueden ser
inducidos por la disminucién del flujo sanguineo intestinal (King JN., Gerring EL.,
~1998)y el dafio en la vascularidad mesentérica (Oikawa M., Shiga'J., 2002): -

Si se administran grandes cantidades de LPS o si la exposicion continua, la
depresion empeora de forma progresiva, la anorexia persiste y las heces desarrollan
caracteristicas diarreicas (Barton MH, 1998).

La fiebre se desarrolla como un resultado de acciéon directa del FNT-a sobre el
centro de la termorregulacion y la produccién local de progesterona inducida por IL-1
en o cerca del hipotalamo (Dinarello CA., et al., 1986 & Coceani et al., 1983).

Un estudio donde se administré LPS (10 pg/kg); se observo un leve descenso en la
temperatura rectal inmediatamente después de la administracion (la que duro 2
horas), a continuacion la temperatura comenzé a elevarse hasta llegar a los 39,0 °C
(Oikawa M., Yamaoka S., 2003).

Debido al compromiso de la perfusion periférica, el color de la membrana mucosa
~-oral cambia a rojo ladrillo o purpura, aparece una linea oscura toxica (llamada rodete
endotoxémico) y el tiempo de llenado capilar se prolonga (Barton MH., 1998).

Esta perfusion periférica inadecuada y el compromiso de la funciébn organica
caracterizan una fase de shock hipodinamica. La coagulacion intravascular, la
vasodilatacion sistémica y la reduccion de la contractibilidad del miocardio pueden
llevar a una disfuncion organica, como falla hepatica, renal y disfuncion
gastrointestinal (Oikawa M., Yamaoka S., 2003).

La temperatura corporal puede estar por debajo de lo normal, las extremidades y

orejas, estan frias al tacto. El pulso arterial se debilita y el tiempo de llenado venoso
disminuye (Morris DD; 1988).
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Las anormalidades hemostaticas pueden manifestarse en forma de trombosis o
aumento en la tendencia hemorragica, con desarrollo de petequias o0 equimosis en
las mucosas y una prolongada hemorragia en los puntos de venopuncion (Morris
DD; 1988). El sangrado también pude aparecer como una epistaxis espontanea o
una hemorragia prolongada luego de una intubacion nasogastrica (Morris DD.,
1991).

Es tipico que los signos clinicos adicionales reflejen el desarrollo del fallo organico.
La insuficiencia renal y la laminitis (Moore JN., 1979) parecen complicaciones
comunes de la endotoxemia equina. Otros fallos incluyen ictericia, anorexia y
depresion causada por la insuficiencia hepatica; taquipnea y disnea causada por
fallo pulmonar; asi como célico y hemorragia causados por ulceras gastrointestinales
‘ jnd»uci(das por isquemia y patrones anormales de motilidad (Morris DD; 1991).

La insuficiencia renal, es el resultado de una necrosis cortical isquémica y tubular
aguda, causada por una obstruccion de la arteriola aferente inducida por
coagulopatias. Los signos clinicos pueden incluir oliguria, anuria o hematuria
causada por infarto renal. (Morris DD; 1991). La oliguria acompafiada de proteinuria
puede ser causa de la falla renal (Oikawa M., Yamaoka S., 2003).

La laminitis es una enfermedad sistémica dolorosa de etiologia compleja, siendo una
de las complicaciones mas comunes pos-quirtrgicas y de enfermedades médicas en
el equino, especialmente en enfermedades gastrointestinales (Eades y col., 2002).

La misma causa claudicacion en el equino, la cual se basa en que las laminillas que
engranan el casco con la tercer falange pierde su integridad, resultando en una
pérdida estructural del dedo (Pollitt C., 2003).

Su manifestacién principal es una pododermitis difusa aséptica que lleva a la
"'separacion de la dermis y epidermis del tejido laminar del pie {(Pollitt C., 1996).

Como ya se menciond, la laminitis puede llevar a claudicacién, asi como un aumento
del pulso en las arterias digitales y de la temperatura de la muralla (Morris DD,;
1991).

Usualmente es una secuela de un proceso sistémico. Las enfermedades que
comunmente ponen al equino en riesgo de una laminitis son aquellas que llievan a un
severo compromiso de la pared gastrointestinal (ej. isquemia intestinal, colitis,
enteritis) y condiciones sépticas de varios o6rganos (ej. metritis aguda,
pleuroneumonia por coliformes) (Baxter G., 1994, 1996; Belknap JK., 2007).

La presencia de toxemia bacteriana es comun en afecciones gastrointestinales y es
un ejemplo de laminitis causada por sepsis (Baxter G., 1996; Hood 1999).

Informacién reciente indica que los cambios ocurridos en el tejido lamelar
“‘representan una manifestaciéon a una respuesta inflamatoria sistémica local y son
similares a aquellas que ocurren en la falla organica en la sepsis humana. Estos
cambios incluyen activacién leucocitaria (Hurley 2006), activacién endotelial (Loftus
2007), adhesién de leucocitos (primordialmente neutrofilos) a la pared vascular
(Black 2006) y una marcada respuesta inflamatoria evidenciada por citocinas
proinflamatorias y dafo oxidativo (Belknap JK., Moore JN., 2009).
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No se ha comprendido completamente el lazo existente entre la fermentacién de
carbohidratos en el intestino grueso y la evoluciéon de la laminitis aguda. Si bien
ambos estan ligados, un modelo experimental de laminitis determiné la absorcion de
LPS hacia el plasma, pero cuando se administran por si solos no se constataron

~-comoia causa de laminitis (Bailey SR., 2009; Pollit, C. 2009).

Una investigacién demostré que pequenas cantidades de LPS pasaron a la
circulacion desde el intestino grueso luego de un descenso del pH, ocurrido como
resultado de la fermentacion de carbohidratos. Correlacionando estos hallazgos con
estudios in-vitro se sugirié que las LPS activan primero las plaquetas antes que a los
leucocitos por ser mas sensibles (Brooks y col., 2007). Por lo tanto las LPS
contribuyen con la iniciacién temprana de la inflamaciéon observada en los modelos
experimentales de laminitis aguda (Bailey SR., 2009).

Los signos clinicos de la endotoxemia equina pueden ser manifestados por
condiciones clinicas del sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) como
son, la leucopenia, el aumento y el descenso de la temperatura rectal y el aumento
de la frecuencia cardiaca y respiratoria. Las respuestas patolégicas como la
disminucién de las plaquetas, hipoglicemia, acidosis metabdlica, desordenes en la
hemostasia acompafada de cianosis de las membranas mucosas, proteinuria con

“oligoanuria 'y ‘disfuncion del tracto gastrointestinal, pueden ser manifestaciones

patologicas de coagulacién intravascular diseminada (CID) asi como del sindrome
de disfuncién multi organico (MODS) (Oikawa M., Yamaoka S., 2003).

8.2. Hallazgos hematologicos y perfil bioquimico:

Una marcada y abrupta caida de los leucocitos, caracterizada por neutropenia,
puede ser el indicador mas especifico de la sepsis bacteriana aguda o de la
endotoxemia. En los casos prolongados, se observa un aumento en la proporcion de
las formas inmaduras de los neutrofilos y cambios téxicos. Debido a que la
neutropenia se produce durante el inicio del desarrollo de la endotoxemia, puede ser
un parametro util para el control de los caballos en riesgo (Barton MH., 1998).

Este descenso de leucocitos puede ser dado por la extravasacién de neutrofilos o la

_diseminacion de leucocitos en los capilares del pulmén, higado y tracto
gastrointestinal (MacKay R., 2000).

El aumento del hematocrito y la concentracion sérica de proteinas totales son
evidencias de deshidratacion. El aumento de la permeabilidad vascular y la
formacion de edema contribuyen al desarrollo de una hipoproteinemia (Lohmann
KL., & Barton MH.; 2005).

Las anormalidades de los electrdlitos séricos dependen principalmente, de la
naturaleza y la duracién de la enfermedad subyacente debiendo evaluarse de forma
individual. Las fuentes comunes de pérdidas de electrolitos son las secreciones
gastrointestinales, orina y sudor; sin embargo puede contribuir una grave efusion
hacia las cavidades corporales. En los pacientes con anorexia la falta de ingesta es
un factor que se debe considerar (Lohmann KL., & Barton HM.; 2005).

Los equinos con endotoxemia y sepsis cursan con hipoglicemia (Morris DD., 1991).
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En un estudio de 30 caballos con enfermedades gastrointestinales agudas, el perfil
de coagulacién se considero normal solo en 2 ejemplares (Johnstone JB., Crane S.,
1986 en Lohmann KL., Barton MH.; 2005).

En las endotoxemias es comun que se produzca la azoemia prerenal, causada por la
deshidratacién y la disminucion del flujo sanguineo renal producido por el fallo
organico (Barton MH., 1998).

8.3.Diagnostico:

-L.a cuantificaciéon de las endotoxinas en el plasma es posible por-medio del.ensayo
por lisado de amebocito Limulus. La evaluacion no es lo suficientemente comoda
como para convertirse en una prueba evaluativa sistémica, con frecuencia se usa
como una herramienta de investigacién (Lohmann KL., Barton MH., 2005). Por lo
tanto el veterinario debe apreciar la enfermedad primaria asociada a un alto riesgo
de endotoxemia y confiar en los signos clinicos y los datos clinicos patolégicos para
realizar el diagnostico. En algunos casos, la endotoxemia puede ser la primera
indicacion de enfermedad o ser el hallazgo mas sobresaliente de un conjunto de
manifestaciones clinicas sutiles (Moore JN., 2001).

9. Tratamiento del equino con endotoxemia:

Como objetivo principal se debe apuntar a la correccion de las alteraciones
‘hemodinamicas y la deshidratacién (Moore, R. 2009); para esto ‘es importante
realizar cuidados generales de soporte, como la administracion de fluidos, coloides y
agentes inotropicos (fluidoterapia).

En lo que respecta a las estrategias terapéuticas para apalear la endotoxemia,
existen cuatro puntos a tener en cuenta: 1) prevenir el pasaje de endotoxinas a la
circulaciéon sanguinea, 2) neutralizar las endotoxinas antes que interactien con las
células inflamatorias, 3) prevenir la sintesis, liberacibn o activacion de los
mediadores de la inflamacién y 4) prevenir que la endotoxina induzca la activacion
celular.

9.1. Fluidoterapia.

La fluidoterapia es el tratamiento estratégico y basico de soporte, no especifico para
combatir los efectos hemodinamicos de las LPS (Klemer G., 2009).

La mayoria de los pacientes que presentan una endotoxemia, cursan con
deshidratacibn moderada a severa, por eso el tratamiento con  soluciones
cristaloides es una metodologia esencial en el comienzo de la terapia estabilizadora.
El uso de coloides incluye tanto sintéticos como naturales, siendo indicados para
aumentar la presion oncética y combatir la pérdida de proteinas (Klemer G., 2009).
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El uso de soluciones hipertonicas (7%-7,5% Na-Cl a razén de 4ml/kg) es indicado
inicialmente en equinos con endotoxemia, logrando mejorar la perfusion tisular e
__incluso se ha demostrado que posee algunos efectos antiendotoxicos (Bertone JJ.,
Gossett KA., Shoemarker KE., 1990; Kreimeier U., Messmer K., 1991).

Hetastarch (HES; hydroxyethyl sterch a razéon de 10-20 ml/kg) es una potente
solucion coloidal, aumenta la presién oncética y la mantiene por un periodo de 24
horas. Estudios en modelos de ratas con endotoxemia han demostrado que el uso
de HES disminuye la produccion hepatica de mediadores de la inflamacion, mejora
la microcirculacion intestinal y recompone el funcionamiento pulmonar (Klemer G.,
2009).

No obstante el uso de HES en equinos ha sido cuestionado. En un estudio
prospectivo, soluciones hipertdnicas con HES fueron administradas a equinos con
endotoxemia y fallaron en combatir los efectos hemodinamicos de las LPS
(Pantaleon LG., Furr MO., McKenzie HC., 2006).

Plasma congelado o liquido (2-8 L, IV) es habitualmente incluido en el tratamiento de
...equings con. endotoxemia (Baxter G., 1997).La fluidoterapia es. el tratamiento
estratégico y basico de soporte, no especifico para combatir los efectos
hemodinamicos de las LPS (Klemer G., 2009).

9.2. Prevencion del pasaje de endotoxinas a la circulacion.

La inhibicién de la liberacién de endotoxinas requiere la identificacién y eliminacion
del origen de las mismas.

Para Moore JN. y Barton HM. (2003) los caballos con isquemia intestinal deben ser
intervenidos quirdrgicamente lo antes posible, removiendo la porcién de intestino
afectado. En algunos casos se debe realizar una laparotomia exploratoria, pues
puede ser la Unica forma de llegar al diagnéstico con certeza.

Ante cualquier proceso séptico se debe establecer el tratamiento antimicrobiano
-.-apropiado. En.un primer momento se recomienda realizar una terapia frente a los
microorganismos mas frecuentes utilizando drogas de amplio espectro.
Posteriormente se aplicara el tratamiento especifico segun los resultados del cultivo
y el antibiograma.

Bently et al. (2002) realizaron estudios experimentales obteniendo que al usar
antimicrobianos como los p-lactamicos para eliminar Escherlichia coli, éstos
producian significativamente un aumento en la liberacion de endotoxinas y
citoquinas (tales como el factor de necrosis tumoral-a, FNT-a), que el uso de
Amikacina o incluso que la combinacién de Amikacina y Ampicilina. Basandose en
estos hallazgos, seria apropiado utilizar polymycina B para neutralizar las
endotoxinas liberadas cuando se estan usando B-lactamicos.

En los casos de alteraciones por sobrecarga de granos, se debe realizar un lavado
gastrico seguido por la administracién de vaselina o carbén activado a los efectos de
evitar una mayor absorcion de endotoxinas (Lohmann KL., Barton HM.; 2005).
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Con frecuencia, los antimicrobianos se administran en el periodo perioperatorio en
los pacientes con célico, de esta manera se disminuye el riesgo de peritonitis,
infecciones incisionales, sepsis y endotoxemia generalizada. Debido a que se ha
implicado al tratamiento con antimicrobianos en el desarrollo de colitis, la duracion
del tratamiento debe ser minima, excepto que haya evidencia de sepsis (Lohmann
KL., Barton HM.; 2005).

9.3. Neutralizaciéon de las endotoxinas

En el presente hay dos formas de encarar la neutralizacién de endotoxinas antes de
activar las células de la inflamacion. Estas son: el suero hiper-inmune; anticuerpos
dirigidos al lipido A de las endotoxinas, o la administracion de polimixina B que se
adhiere rapidamente al lipido A (Moore, JN. 2001).

9.3.1. Inmunoterapia

La cadena O del LPS actia como un potente antigeno en la infeccién con bacterias
gramnegativas, sin embargo los anticuerpos dirigidos contra la cadena O son
especificos del serotipo y no pueden ejercer una importante inmunidad cruzada
contra las cepas bacterianas heterélogas. El corazén y el lipido A muestran un grado
mucho mas alto de homologia entre los LPS, ofrecen un blanco mas prometedor
para la inmunoterapia. La inmunizacion activa contra las endotoxinas ha sido
descripta en los caballos (Sprouse HE., Garner HE., Lager K., 1989).

‘El objetivo del-uso de anticuerpos- es de hacer énfasis en la opsonizaciéon de la
bacteria intacta, remover endotoxinas de la circulacién sanguinea e interferir con la
interaccion de endotoxinas y las células inflamatorias (Spier SJ., Lavore JP. y col.
1989; Zielger EJ., Fisher CJ., Sprung., 1991).

Los anticuerpos anti-endotoxicos comerciales son extraidas de equinos vacunados
contra la regién “core” de cepas rugosas de J5 Escherichia coli 011:B4 o una cepa
mutante de Salmonela Minnesota Re59. Estos anticuerpos se han utilizado en
diferentes clinicas y experimentos con resultados conflictivos (Tyler JW., Cullor JS.,
Spier SJ., Smith BP., 1990).

Estudios clinicos han demostrado que este tratamiento logra una reduccién de la
mortalidad y una disminucién de los dias de hospitalizacién, siendo comparado con
equinos que no recibieron anticuerpos o que se les fue administrado plasma de
equinos no vacunados (Spier RC., Lavoie JP., Cullor JS., 1989).

Plasma extraido de los donantes es usado en una dosis de 1-2 ml/Kg IV diluido en
10 a 20 veces en soluciones cristaloides para uso intravenoso, se aconseja
‘administrar la mezcla lentamente eén una a dos horas y controlar el paciente por
algunas reacciones adversas (Spier RC., Lavoie JP., Cullor JS., 1989; Mackay R.,
1992).

El uso de inmunidad activa esta recomendada en colitis (Murray MJ., 1990), célicos
(Snyder JR., 1994; Baxter MJ., 1995) y en endotoxemia (Barton MH., 1995).
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Otros estudios han demostrado que el suministro de anticuerpos anti-endotoxicos a
_equinos y a humanos no tuvo los efectos deseados (Morris DD., Whitlock RH.,
- 1987; Bone RC., Balk. y col. 1995).

Ademas, la administracién de un antisuero S. typhimurium a los potrillos se asoci6
con un aumento de al frecuencia respiratoria y una actividad sérica mas alta de la IL-
6 y el FNT-a (Morris DD., Whitlock RH., 1987).

Estos productos plasmaticos ademas de los anticuerpos y proteinas contienen
constituyentes activos tales como los componentes del complemento, la fibronectina,
los factores de coagulacion y la antitrombina 1ll (Spier RC., Lavoie JP., Cullor JS.,
1989; Mackay R., 1992).

Se discute que este tipo de tratamiento no logro los efectos esperados por diferentes
consecuencias, una de ellas es porque la interaccion LPS-célula inflamatoria sucede
demasiado rapido en los equinos o que los anticuerpos han sido administrados
demasiado tarde en algunos de los estudios (Moore JN., Barton HM., 2003).

Se ha observado que la falla del suero hiper-inmune de lograr efectos benéficos
puede estar reflejada en la habilidad del sistema inmunitario del huésped de
opsonizar o fagocitar la bacteria (Spier RC., Lavoie JP., Cullor JS., 1989).

9.3.2. Polimixina B

La polimixina B (PMB) es un antibiético polipéptido catiénico que forma un complejo
estable con la parte lipidica A. Se ha utilizado de forma de prevenir la interacciéon
de las endotoxinas con las células pro-inflamatorias (Duardo MM., MacKay RJ.,
1994; Paraviainen AK., Barton MH.,Norton NN., 2001 ).

La PMB es un antibidtico con efectos téxicos, muy bien documentados, por lo tanto
los clinicos inicialmente cuestionaron el uso de este antibidtico en animales
enfermos. Afortunadamente las concentraciones necesarias para inhibir las
"~ endotdxinas son mucho menores que aquellas asociadas a causar efectos de
toxicidad (Moore JN., Barton HM., 2003; Duardo MM., MacKay RJ., 1994,
Paraviainen AK., Barton MH.,Norton NN., 2001 ).

En un estudio experimental en equinos con endotoxemia, la administracion de PMB
(1000-5000 U/ Kg IV) antes o una hora después de la inyeccién de endotoxinas, bajo
significativamente la fiebre, la taquicardia y TNF-a en suero cuando se comparo con
equinos que se les habia administrado solo suero (Barton HM., 2000).

En un estudio con equinos con sobre carga de carbohidratos la PMB no pudo
disminuir los signos clinicos de la endotoxemia o evitar el desarrollo de
coagulopatias, acidosis, claudicacién y shock (Raisbeck MF., Garner HE., Osweiler
GD., 1989).

En la actualidad la PMB se la esta administrando a una dosis de 1000-5000 U/Kg de

..dos a _tres veces por dia; se recomienda comenzar con el tratamiento lo antes
posible comenzados los sintomas clinicos (Barton HM., 2000).
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Se recomienda instaurar un tratamiento de fluidoterapia en aquellos pacientes que la
precisen y prestar importante atenciéon a la concentraciéon de creatinina sérica
(Barton HM., 2000).

En un intento de disminuir el riesgo de efectos adversos mientras se preserva la
capacidad neutralizante de los LPS, se ha desarrollado un conjugado de PMB con
dextrano (Coyne CP., MoritzJT., y col., 1994).

En equinos con manifestaciones clinicas de endotoxemia, el uso agresivo de fluidos
‘es indicado antes de el uso de PMB, con una dosis baja de PMB (1000-2000 U/kg,
por 30 minutos) hasta que el estatus hemodinamico este en lo normal y la azoemia
haya revertido (Klemer G., 2009).

9.3.3. Sustancias naturales

En humanos se han evaluado de forma experimental las sustancias naturales que se
unen a los LPS, tales como la PUL y el CD14. Una proteina que ha recibido mucha
atencién en relacion con la posible eficacia terapéutica es la proteina de aumento de
la permeabilidad bactericida (BPl). Desde un punto de vista experimental el BPI
recombinante ha mostrado proteger contra los efectos téxicos y letales LPS aislados,
y las pruebas clinicas efectuadas en personas muestran resultados prometedores
(levin M., Queshi N., morrison DC., 2000).

9.4. Prevenir o reducir la sintesis, liberacion, o los efectos de los mediadores de
la inflamacion

Los procedimientos usados para tratar de lograr esta meta incluyeron anti-
inflamatorios no esteroideos (AINEs), corticoides, anticuerpos monoclonales
dirigidos contra las citocinas, receptores antagonistas del factor de activacion
plaquetaria y pentoxifilina (Moore JN., Barton HM., 2003).

9.4.1. Anti-inflamatorios no esteroideos

Los AINEs han sido las principales drogas para tratar la endotoxemia durante dos
décadas. Logran su efecto actuando en la inhibicién de la ciclooxigenasa, siendo la
enzima responsable de la generacion de las prostaglandinas y tromboxanos (Daels
PF. y col. 1991).

Este metabolito del acido araquidonico esta asociado a muchos de las respuestas
hemodinamicas en equinos que se le administraron endotoxinas (Moore JN., Barton
HM., 2003).

El resultado de estudios comparativos entre AINEs no selectivos indican que el
flunixin de meglumine (FM) y el ketoprofeno son los que mejor previenen la sintesis
de prostaglandinas y tromboxanos inducidos por las endotoxinas (Moore JN., Barton
HM., 2003).
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-.-Estudios han-demostrado que el tratamiento con FM antes de la- administra |o

endotoxinas previene efectivamente los signos clinicos relacionados a la* 'f""

endotoxemia (Moore JN., 1986; Moore JN., Morris DD., 1992).

No obstante estudios han tenido resultados concluyentes que el FM tiene efectos
adversos en el intestino delgado, disminuyendo la resistencia eléctrica transepitelial
y aumentando el pasaje de endotoxinas desde la luz intestinal, y era
paradojicamente exacerbado en la endotoxemia (Tomlinson JE., 2004; Matyjaszek
S., Morton A., Freeman D., 2009).

Otros estudios han demostrado que la resistencia eléctrica transepitelial no fue
afectada en el intestino grueso por la administracion de FM (Matyjaszek S., Morton
A., Freeman D., 2009).

Conociendo los efectos toxicos de los AINEs (ulceras gastricas y necrosis capilar del
rindn) muchos clinicos comenzaron a tratar equinos con endotoxemia con bajas
" dosis de FM (0,25mg/Kg IV cada 8 horas) (Moore JN., Barton HM., 2003).

Se ha usado la dosis de 1,1 mg/kg en equinos sufriendo de isquemia del colon
mayor como volvulos siendo seguras y efectivas (Kelmer G., 2009).

Se a comprobado que una dosis baja de FM (0,25 mg/Kg) es efectiva en un modelo
experimental de endotoxemia (Semrad SD., Hardee GE., y col., 1987).

Ya que la dosis menor puede no prevenir los signos clinicos de endotexemia una
dosis intermedia (0,55mg/kg, IV) puede mejorar la sintomatologia inducida por las
LPS, como dolor abdominal, fiebre y depresiéon (Kelmer G., 2009).

Alternativamente, inhibidores especificos de la COX-2 como el firocoxib pueden ser
utiles en el tratamiento de la endotoxemia. Fue demostrada la propiedad analgésica
visceral y que no tenia efectos deletéreos hacia la permeabilidad de la mucosa del
..-intestino delgado (Kelmer G., 2009)..

9.4.2. Corticoides

Es bien sabido que el uso de corticoides se ha asociado con la induccién de laminitis
aguda en equinos (Eyre P., Elmes PJ.; 1980).

Ha habido muy poca busqueda de informacién para evaluar los efectos de los
corticoides en caballos con endotoxemia. En un estudio experimental de
endotoxemia en ponies anestesiados, la dexametazona tuvo algunos efectos
benéficos en las respuestas hemodinamicas bajo grandes dosis de endotoxinas
(Frauenfelder HC. ,Fessler JF., y col., 1982; Mooris DD., Moore JN., Crowe N., y col,
1991).

En otro estudio el tratamiento en ponies con metllprednlsolona 30 mg/Kg fracaso en
~prevenir los efectos de la endotoxemia (Moore JN., 1982). '
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Otro estudio se llevo acabo in vitro con macréfagos extraidos del liquido peritoneal
de equinos, demostré que la concentracion necesaria para prevenir la sintesis del
FNT-a inducida por endotoxinas era extremadamente alta (3mg/Kg aprox.) si se
fuese a administrar en vivo (Morries DD., Moore JM., Crowe N., 1991).

Frecuentemente se usa dexametazona a la dosis de 0,25mg/kg como una unica
dosis en el comienzo del shock séptico (Orsini A., Divers TJ., 2008).

9.4.3. Anticuerpos monoclonales

Otra alternativa para modular los efectos de las moléculas pro-inflamatorias es
prevenir la interaccion entre el mediador y su receptor (Moore JN., Barton HM.,
2003).

Este encare se a realizado con anticuerpos monoclonales y policlonales dirigidos
contra FNT-a, receptores antagonistas del factor de activacion plaquetaria y un
receptor antagonista a2-adrenergico. Los efectos benéficos esperados de los
anticuerpos monoclonales fracasaron. Esto se basa en el hecho de que el FNT-a
aumenta rapidamente después del contacto con las células, por lo tanto este tipo de
terapia tiene poco uso clinico (Cargile JL., MacKay RJ.,y col., 1995).

9.4.4. Receptores antagonistas del factor de activacién plaquetaria

Los receptores antagonistas del factor de activacion plaquetaria fueron evaluados
durante la induccién experimental de endotoxemia. Los efectos positivos de este
método incluyen la induccion de endotoxinas a la fiebre, leucopenia, taquicardia y a
la academia lactica (Carrick JB., Moore JN., Barton HM., 1993).

En otro experimento los receptores antagonistas del factor de activacion plaquetaria
redujeron el ileo intestinal, hipotensién y la permeabilidad vascular inducida por las
endotoxinas (Mills PC., Ng JC., y col., 1995).

Similares efectos se observaron con a2 agonistas en un caso de ileo inducido por
endotoxinas (Eades SC., Moore JN., 1993).

9.4.5. Pentoxifilina

La pentoxifilina es un derivado de la metilxantina usado en humanos por sus
propiedades reolégicas. Es un inhibidor de la fosfodiesterasa, ha sido sugerida para
su uso en la endotoxemia debido a sus efectos sobre la funcién de los neutrofilos y
su capacidad para inhibir la produccion de varias citoquinas, interferones y
tromboplastina (Lohmann & Barton; 2005).

En un experimento en un equino vivo se observé la disminucion de la produccion del
FNT-q, IL-6, el TXB2 y la tromboplastina en respuesta a la endotoxina (Barton MH.,
Moore JN., 1994).
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En otro estudio en equinos que recibieron endotoxinas seguidas por el tratamiento
con pentoxifilina (7,5 mg/kg seguida por la infusién continua de 3mg/kg durante 3
horas) solo se observo un beneficio minimo. El tratamiento mostré una mejoria
significativa en la temperatura corporal, de la frecuencia respiratoria y el tiempo de
recalcificacion en sangre entera, pero no se observo ningun efecto en la frecuencia
cardiaca, presion sanguinea, el recuento leucocitario, la concentracién plasmatica de
fibrinogeno ni la concentracidon sérica de citoquinas. La conclusion fue que los
beneficios del tratamiento con pentoxifilina podrian limitarse a la administracion de
altas dosis en bolos o por infusion continua durante la etapa inicial del proceso
fisiopatolégico (Barton MH., Moore JN., 1997).

En un modelo equino in vivo de endotoxemia, se encontré6 que la combinacién de
pentoxifilina (8 mg/kg) y FM (1,1mg/kg) producia mas beneficios que el uso
individual de cada uno de estos farmacos, logrando una mejoria en la respuesta
-.-hemodinamica (Baskett A., Barton MH., Norton N., y col., 1997).

En el mercado no se encuentra pentoxifilina de administracién intravenosa. Su dosis
es 8,4 a 10mg/kg cada 12 horas via oral (Orsini A., Divers TJ., 2008).

9.4.6. Antioxidantes

El dimetilsulfoxido (DMSO) se utiliza con frecuencia en un intento de captar radicales
libres derivados del oxigeno. Este tratamiento esta mas justificado en casos de
isquemia intestinal asociados a lesiones por reperfusién (Lohmann & Barton; 2005).

En una encuesta a especialistas el DMSO fue la droga en comun mas usada para
tratar la endotoxemia (Baxter G., 1997).

La justificacién de su uso es que las LPS inducen dafio oxidativo, que son parte de
“’los responsables de los signos clinicos (Klemer G., 2009). c

En ratones altas dosis de DMSO previenen totalmente el dafno intestinal
subsiguiente a la induccién experimental de endotoxemia (Brackett DJ., Lerner MR.,
Wilson MF., 1991). Y previno la adhesiéon de neutrofilos al endotelio.

En otro un estudio no se encontraron beneficios en el uso de DMSO en un modelo
experimental de isquemia intestinal, cuando se administro ante la reperfuciéon del
intestino isquémico (Arden WA, Slocombe RF., y col; 1997).

Con la dosis usual de 1g/kg, se observo que el DMSO aumentaba la pérdida de
mucosa después de la isquemia-reperfucion del colon mayor (Moore RM., Muir
WW., Bertone AL., 1995).

Las altas concentraciones de DMSO (1g/kg, IV) causaban peri oxidacion lipidica y
_.potencialmente_exacerbaban el dano al intestino isquémico, no debe de ser usado
en equinos con porciones extensas de dano intestinal, y se tendria que no utilizarlo

en caballos con lesiones gastrointestinales hasta comprobar lo contrario (Kelmer G.,
2009).
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Actualmente se usa el DMSO a una dosis de 0,1g/kg cada 12 horas para casos de
isquemia intestinal. Para su administracion intravenosa el DMSO necesita ser diluido
al 10% en una soluciéon poliidnica (para prevenir hemolisis); la administracién oral
también es posible diluyéndolo al 10-20%, por sonda naso gastrica (Lohmann KL.,
Barton HM.; 2005).

Un estudio se concluyo que el DMSO tenia minimos efectos en los sintomas
clinicos inducidos por la endotoxemia en equinos. Pero se observo una bajada de la
fiebre inducida por las LPS (Kelmer G., Doherty J., Eliott S., y col.; 2008).

El Alopurinol es un inhibidor de la xantina oxidasa y se a sugerido con el objetivo de
disminuir el dafio tisular inducido por los radicales de oxigeno (Lohmann & Barton;
2005).

Se tiene pocas indicaciones de uso del alopurinol en la especie equina (Orsini A,
Divers TJ., 2008).

En un experimento se ha demostrado que 5mg/kg de alopurinol cada 12 horas tiene
efectos beneficiosos administrandolo antes de la provocacion de endotoxinas
(Lochner F., Sangiah S., y col.; 1989).

" En otfo esfudio el daino de la mucosa provocado por los radicales’ libres no fue
atenuado por el Alopurinol (Moore RM., Muir WW., Bertone AL., 1995).

9.5. Otros tratamientos

9.5.1. Lidocaina

La lidocaina es un anestésico local que provoca su efecto bloqueando los canales
de sodio, previniendo la propagacién del potencial de accion.

La lidocaina fue reportada de ser la droga mas usada como procinético pos-
quirargico (1,3 mg/kg en bolo IV, seguido de una infusidon constante de 0,05
mg/kg/min) en equinos (Nieto JE., Snyder JR., 2004).

La lidocaina no demostré algun efecto en la motilidad en un estudio en equinos
...sanos.. También en un estudio in vitro la lidocaina fallo en demostrar.una. induccion
de la contractibilidad en la musculatura del intestino delgado (Nieto JE., Snyder JR.,
2000).

En otro estudio mas reciente la lidocaina no tuvo efecto en la motilidad del jejuno ni
en el vaciado gastrico y cecal (Okamura K., Sasaki N., Yamada M., y col., 2009).

En la otra mano los ultimos estudios han dejado constancia que la lidocaina mejora
el rango de sobrevida en los casos pos-quirurgicos, pero no mejoro el periodo de
ileo pos-quirargico (Robertson MA., Sanchez LC. ,Merritt AM., 2005; Klemer G,
2009).
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_Aunque la lidocaina es comiunmente usada como un efectivo analgésico, no tiene
" ese efecto en el dolor visceral del equino (Robertson MA., Sanches LC.,Merritt AM.,
2005).

Una de las causas de ileo pos-quirtrgico es el trauma de manipuleo del intestino
durante la cirugia provocando inflamacion e ileo. Esto es muy posible que sea la
explicacién de porque la lidocaina puede ser efectiva como procinético en ileo pos-
quirdrgicos en pacientes con célico y no en equinos sanos (Klemer G., 2009).

Se ha comprobado que la lidocaina atenua la isquemia intestinal en modelos
experimentales y disminuye el pasaje de LPS después que isquemia fue provocada
en el jejuno (Klemer G., 2009).

9.5.2. Ketamina

Ketamina es un anestésico disociativo que bloquea los receptores de N-metil-D-
..-aspartato..Ketamina es un potente analgésico, recientemente se ha demostrado que
reduce el dolor agudo pos-quirargico en pacientes humanos (Klemer G., 2009).

En equinos la ketamina (0,6 mg/kg seguido de 0,02 mg/kg/hora) logra una analgesia
somatica y es efectiva como la lidocaina como un anestésico local y epidural
(Gomez de Segura IA., De Rossi R., Santos M., 2003; Klemer G., 2009).

En modelos de ratones con endotoxemia la ketamina previene los efectos deleterios
de las LPS en el higado, tracto gastrointestinal y tracto respiratorio (Yu M., Shao D.,
Feng X., 2007).

9.6. Lo ultimo en tratamiento

9.6.1. Detergentes (Tyloxapol)

" El Tyloxapol polimero liquido usado como surfactante para la licuefaccién o
remocién de mucus y exudado de secreciones broncopulmonares. El uso de
detergentes han dado alta efectividad en el tratamiento de endotoxemia en modelos
experimentales de ratas y ratones (Serikov VB., 2003; Kelmer G., 2009).

En un estudio que se le administro endotoxinas a equinos se lo trato previamente
con tyloxapol intravenoso y fue capaz de prevenir la fiebre, leucopenia y la
hipertension pulmonar (Longworth KE., Smith BL., Staub NC., 2004; Kelmer G.,
2009).

El tyloxapol tiene una estructura quimica similar a la del acido biliar, y como este
ultimo actia como detergente. El acido biliar juega un rol fundamental en el
mecanismo de defensa del cuerpo contra la infeccion de LPS, previniendo que las
LPS impongan sus efectos deletéreos. Similarmente las moléculas de tyloxapol se
adhieren a las membranas de los macréfagos, a las PUL (proteinas de union a las
..LPS) o directamente a las LPS interfiriendo con la respuesta fisiolégica. Resultados
en equinos sugieren que el tyloxapol puede tener un lugar en el tratamiento de la
endotoxemia (Kelmer G., 2009)
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9.6.2. Emulsiones fosfolipidicas

Emulsiones fosfolipidicas libres de proteinas han sido demostradas de poder adherir
y neutralizar endotoxinas en humanos (Kelmer G., 2009).

En equinos se observo hemolisis luego del tratamiento con emulsiones
fosfolipidicas, por lo tanto el uso clinico de estos debe de ser limitado o deberia ser
administrado mas rapido o a una dosis total menor (Moore JN., 2007).

Los ultimos estudios son alentadores, pero se precisa seguir estudiando antes que el
tratamiento sea recomendado (Kelmer G., 2009).

9.6.3. Hemofiltracion

Un tratamiento innovador en la sepsis en la medicina humana consta de circular la
sangre del paciente por un filtro externo, por donde se absorben las moléculas pro-
inflamatorias disminuyendo la incontrolable respuesta inflamatoria y mejorando el
porcentaje de sobrevida.(Ronco C., Ricci Z., Bellomo R., 2001; Kelmer G.,2009).

Se reporto el uso de hemofiltracion en equinos obteniendo ninguna mejoria en la
clinica ni en los niveles hematolégicos causados por los efectos de respuesta a las
LPS (Veenman JN., 2002; Kelmer G., 2009).

Un método mas especifico de hemofiltracién involucra la filtraciéon de sangre por una
columna conteniendo PMB y removiendo los LPS por absorcion (Kelmer G., 2009).

~Este avanzado- método tecnolégico de alta efectividad, puede tener-un importante
papel en el tratamiento futuro de la endotoxemia (Kelmer G., 2009).
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