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RESUMEN

Se presentan los hallazgos obtenidos en un mode-
lo experimental en cobayos a los cuales se les aero-
solizé durante 12 semanas una solucién conteniendo
una glucoproteina proveniente de un extracto de he-
ces de murciélago cuya obtencion se logré merced al
pasaje por una columna de Sephadex G-150.
Semanalmente y luego de la aerosolizacion se obtu-
vieron muestras de sueros y de tejidos parala de-
teccion de anticuerpos IgM, IgG e IgE especificos
por diversas técnicas inmunoldgicas y el analisis his-
topatoldgico de las lesiones inducidas. El grupo con-
trol sélo recibié un aerosol de PBS. Resulté positiva
la presencia de los anticuerpos al igual que diversos
grados de lesiones pulmonares diagnosticadas como
una neumonitis por hipersensibilidad o alveolitis alér-
gica extrinseca por el tripode constituido por los infil-
trados intersticiales, los granulomas solitarios no ca-
seosos y la bronquiolitis celular (tipo 1V de Gell &
Coombs). Estos hallazgos permiten especular acerca
de las posibilidades que tiene este antigeno para de-
sarrollar otros fenédmenos inflamatorios pulmonares
diferentes a los IgE dependientes en especial en
aquellos naturalistas, espeledlogos, bidlogos o cienti-
ficos que se introduzcan en cavernas o lugares alta-
mente contaminados con el mismo.
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ABSTRACT

A bat feces extract was able to induce the synthe-
sis of specific IgG in rabbits and IgE in atopics. These
findings were corroborated by skin tests, RAST and
RAST-inhibition. Now adays, data concerning the ex-
perimental induction of hypersensitivity pneumonitis
using a glycoprotein of bat feces are presented. This
antigen was aerosolized for inhalation by adult gui-
nea pigs for 12 weeks to detect specific serum IgM,
IgG and IgE antibodies as well as sensitized
T-CD4 cells. Histopathological studies of the lungs
showed interstitial infiltrates of macrophages and
lymphocytes, cellular bronchiolitis and single non-ne-
crotizing granulomas from the seventh to the ninth
weeks. From the tenth week to the end of the expe-
riment the lesions of the lungs progressively worse-
ned. The results from this animal model suggest that
the chronic contact with the bat feces’antigen can in-
duce other inflammatory lung reactions than those
IgE dependant.

Key words: Hypersensitivity pneumonitis. Bat feces.
Specific IgG & IgE antibodies. Interstitial infiltrates.
Non caseous granulomata.

INTRODUCCION

En una publicacién anterior, se demostré que los
antigenos de las heces del murciélago (Tadarida bra-
siliensis) eran capaces de inducir la sintesis de anti-
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cuerpos especificos IgG en conejos e IgE en huma-
nos a los que se les atribuyé algun papel en el 25%
de los que sufrian el sindrome rinitis/asma’.

En este trabajo se presenta la induccién de una
neumonitis por hipersensibilidad en cobayos con di-
chos antigenos para valorar la respuesta inmune es-
pecifica por la via inhalatoria habida cuenta de las li-
mitaciones éticas para emplear un antigeno nuevo en
la prueba desencadenante bronquial (challenge) y va-
lorar los hallazgos en el BAL de asmaticos atdpicos.

MATERIALES Y METODOS
Antigeno

Las heces de los murciélagos (BAT) se obtuvieron
de los taparrollos o de las partes internas de las per-
sianas de enrollar de las viviendas de los pisos altos
de las casas de departamentos habitados por nues-
tros pacientes. Su aspecto macroscopico es el de gra-
nitos de arroz de color negro con un olor desagrada-
ble. Cada particula fue tomada con una pinza metalica
y guardada en un recipiente estéril a—20 °C. Cuando
se obtuvieron 20 g, el material fue procesado segin la
técnica de Frugoni-Hansen para los aero-alergenos,
con ligeras modificaciones. Asi, en vez de emplear la
solucién de Coca (CINa: 5 g; COzHNa: 2,75 g; fenol:
4 g; agua destilada 1.000 ml) se utilizé la de
Stier-Hollister (CINa: 7 g; glicerina: 46 ml; agua desti-
lada 47 ml, arazén de 5 g del extracto por cada 100 ml
de la solucion extractora) para evitar un posible efec-
to deletéreo del fenol sobre las proteinas del extracto
aobtener2. Con latécnica de Bradford se valoraron las
proteinas mientras que las hexosas fueron determina-
das por el método del indol empleando una mezclade
galactosa y manosa como estandar al medir en el es-
pectrofotometro a 470 nm de densidad 6ptica®*.

Fraccionamiento por columna de Sephadex

Se utiliz6 una columna de Sephadex G-150 de
780 mm por 22 mm que se equilibré y se eluy6 con
buffer fosfato y CINa 0,15 M apH 8y a4°C. Tresy
medio mililitros del BAT (70 mg de proteinas) fueron
sembrados y alicuotas de un mililitro del eluido fue-
ron recogidas en el colector de fracciones con una
velocidad de 20 ml/min. Las proteinas de cada elui-
do fue determinadas por absorbancia a 280 nm en el
espectrofotémetro*.
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Técnicas inmunologicas

La presencia de IgG e IgM en los cobayos aeroso-
lizados se detecto por las técnicas de Ouchterlony y
de Boyden. En la primera, los sueros no se diluyeron
mientras que en la segunda fueron diluidos hasta
1:1024. El BAT fue concentrado hasta 10 mg/ml de
proteinas puras por perevaporacion. El MIF diagnos-
tico LT sensibilizados realizando los experimentos
por duplicado y empleando concentraciones varia-
bles del BAT (10, 100 y 500 pg/ml). Todos los anima-
les fueron testificados con 100 ng del BAT en
0.10 ml de PBS en una zonarasurada del dorso 48 hs
antes de su sacrificio midiéndose la induracion pro-
ducida. El Ovary-Bier determiné la presencia de anti-
cuerpos citofilicos en los sueros sin diluir de los co-
bayos mientras que el BAT (10 mg/ml) se emple6
con el azul de Evans por la via venosa®.

Animales de experimentacion

Treinta y seis cobayos adultos de 250-300 g de
peso, virgenes de todo tratamiento, fueron aerosoli-
zados durante 12 semanas con el BAT. Cada grupo de
6 animales fue colocado en una camara de vidrio de
un volimen de 6.000 cm? conectada a un nebuliza-
dor ultrasénico que aerosolizaba los 10 ml del antige-
no en particulas de 3 . en 30 minutos. El antigeno es-
taba compuesto por 1 ml del concentrado (11 mg)
diluido en 9 ml de PBS esterilizado por filtros Millipore
de 0.22.. Este procedimiento se repitié 6 veces para
completar los 36 cobayos del grupo experimental. El
grupo control recibié la aerosolizacion diaria de 10 ml
de PBS estéril. Semanalmente, una hora después de
finalizada la aerosolizacion, un grupo de 3 animales
fue sacrificado bajo anestesia profunda con éter etili-
o, sangrados a blanco, extraidos sus érganos para el
estudio histopatoldgico, fraccionados los sueros en
tubos a—20 °C y los linfocitos separados con un gra-
diente de Ficoll-Hypaque. |déntico procedimiento se
desarrollé con los cobayos del grupo control.

Histopatologia

Se realiz6 sobre los cortes de pulmén, rindn, bazo
e higado de los cobayos de los grupos experimental
y control. Los 6rganos fijados con Bouin, se montaron
en parafina, se cortaron en secciones de 6 . y se co-
lorearon con hematoxilina-eosina, PAS, azul de toluidi-
naal 1% vy tricromico de Mallory. La evidencia histo-
patolégica de una alveolitis alérgica extrinseca se
basé en el tripode constituido por la bronquiolitis ce-
lular, los infiltrados intersticiales y los granulomas soli-
tarios no caseosos. Se valoré la presencia de células
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gigantes multinucleadas, de células espumosas in-
traalveolares, de neumonia organizada, de bronquioli-
tis obliterante y de fibrosis intersticial, clasificando la
intensidad de la inflamacién desde 1 + hasta 5 + .

Asi, el grupo de 1 + involucr6 a la bronquiolitis ce-
lular con infiltrados de linfocitos y plasmocitos de in-
tensidad diversa a lo largo de los bronquiolos sin in-
vadir los sacos alveolares mientras el epitelio
bronquiolar permanecié intacto con escaso exudado
en laluz. Las lesiones codificadas con 2 + mostraron
infiltrados intersticiales linfoplasmocitarios que varia-
ron desde moderados a densos con paredes alveola-
res engrosadas.

El tipo de 3 + agreg6 los granulomas solitarios, no
necrotizantes repartidos desordenadamente en el pa-
rénquima, en las paredes bronquiolares y alveolares;
nunca éstos granulomas involucraron a los vasos
sanguineos. Las lesiones rotuladas con 4 + presenta-
ron acumulos de histiocitos en los alvéolos que imi-
taban granulomas (histiocitos epitelioides) con o sin
células gigantes, cristales de colesterol, cuerpos de
Schaumann e inclusiones asteroides. Por fin, las le-
siones de 5 + asociaron neumonia organizada, bron-
quiolitis obliterante y fibrosis intersticial.

Las microfotografias obtenidas y expuestas fueron
tomadas con un fotomicrosocopio con aumentos de
100X, 400Xy 1000Xy con una pelicula Kodakcolor de
100° Asa.

RESULTADOS

El fraccionamiento por columna de Sephadex
G-150 del BAT permitio obtener un pico proteico en-
tre los tubos 42 y 57 y tres picos de hexosas en los
tubos 13, 36 y 48. El Bradford determiné los siguien-
tes contenidos proteicos: el BAT: 20 mg/ml y los tu-
bos 42-57: 15 mg/ml.

El indol establecié los siguientes contenidos de
azucares: el BAT: 50 mg % ; el tubo 13: 13,8 mg %;
el tubo 36: 9 mg % y el tubo 48: 26 mg % (figs. 1y 2).

Los resultados del Ouchterlony, Boyden, Ovary-
Bier, intradermorreaccion tardia e histopatologia pul-
monar se resimen en latabla| (figs. 3 y 4).

No se observaron lesiones en los pulmones, rifio-
nes, bazo e higado de los animales controles. En el
grupo experimental, no se observaron cambios
durante las 2 primeras semanas de aerosolizacién
aunque aumento el patrén descamativo de los bron-
quiolos. A partir de la 32 semana se observé una
bronquiolitis celular con predominio linfoplasmocita-
rio. Este infiltrado intersticial varié6 desde moderado a
denso (2 +) con engrosamiento de las paredes alve-
olares incrementandose desde la 62 hasta la 92 se-
manas. Desde la 102 semana hasta el final del expe-
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Figura 1.—Fraccionamiento del BAT por columna de Sephadex
G-150. Se observa un pico proteico entre los tubos 42 y 57.
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Figura 2.—Gréfico de las concentraciones de hexosas en los dife-
rentes tubos del fraccionamiento.

Tabla |

Respuestas humoral y celular de los cobayos
aerosolizados con BAT

Respuesta humoral Respuesta celular

Prueba Lesion

Semanas Ouchterlony Boyden Ovary MIF cuténea pulmonar

18 Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
28 Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
32 Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
42 Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. +
52 Neg. Neg. Neg. + Neg. +
62 Neg. 116 Neg. + + ++
78 + 1732 Neg. + + +++
82 + 1128  Neg. + + +++
92 + 1/128 + + + +++
102 + 1/256 + + + ++++
112 + 1/256 + + + ++++
122 + 1/512 + + + ++++
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Figura 3.—Prueba de Ouchterlony. 1) suero de cobayo anti-BAT;
2) BAT; 3) fraccion 42-57; 4) pelo de murciélago; 5) pelo de rata.
Se observan bandas de precipitacion entre el suero y sus antige-
nos con identidad total.

Figura 4. —Test de Ovary-Bier. SP: suero de cobayo anti-BAT; SN:
suero normal de cobayo. Se observa una reaccion positiva (man-
chas azules) con el suero anti-BAT.

rimento, las lesiones pulmonares empeoraron pro-
gresivamente. Los infiltrados se hicieron méas densos
(8 +y 4 +) con la aparicién de los granulomas solita-
rios no caseosos (tabla ).
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Figura 5.—Histopatologia del pulmon de cobayo con infiltrados ce-
lulares en los tabiques interalveolares y alrededor de los bronquio-
los (HE x 100).

Figura 6.—Histopatologia del pulmén de cobayo donde se obser-
van granulomas solitarios no caseosos e infiltrados intersticiales
(HE x 400).

Figura 7.—Histopatologia del pulmén del cobayo donde se obser-
van células espumosas (“foamy”) en el infiltrado de los tabiques
alveolares (HE x 1000).
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El azul de toluidina no revel6 células metacrométicas
(mastocitos) tanto en los pulmones del grupo experi-
mental como del control; el PAS evidenci6 un engro-
samiento de las membranas basales, especiaimente,
en los pulmones y en los rifiones (figs. 5-7).

DISCUSION

Los extractos de heces estén involucrados en va-
rias condiciones inmunopatolégicas, tales como, el
pulmén del colombéfilo, aunque los epitopes antigé-
nicos precisos que gatillan la hipersensibilidad no es-
tén muy bien precisados aun. En este caso, las he-
ces de los murciélagos que se refugian en los
taparrollos de las ventanas de los departamentos
de Buenos Aires demuestra poseer inmunogenici-
dad en un modelo animal, asi como, en los humanos
atépicos que sufren de rinitis perenne y de asma
bronquial.

Estos asertos estan avalados por la deteccién de
anticuerpos especificos IgG y de linfocitos y macré-
fagos en el modelo animal y de IgE en los pacientes
estudiados y no en los animales o humanos de los
grupos controles. Por otra parte, este antigeno no ex-
perimentd ninguna reactividad cruzada con el pelo
del murciélago, el suero y los pelos y escamas de
las ratas y las heces de las palomas. Se esta desarro-
llando el analisis del antigeno por SDS-PAGE,
Western-blot e isoelectroenfoque al igual que el es-
tudio de sus propiedades proteasicas y gelatinoliticas
y su posible vinculacién con lainmunogenicidad. El
suero del murciélago es muy dificil de conseguir por
su escasa cantidad en el mamifero, pero se hace im-
prescindible el lograrlo para valorar si la IgA, que pu-
diera haber en esas heces (IgA-secretoria) pudiera ju-
gar un papel en la antigenicidad y/o contaminacién
del extracto total™.

El BAT mostr6 un Unico pico proteico con un ele-
vado contenido de azlcares, tal como, revel6 el estu-
dio cromatografico. Esta composicién glucoproteica
refuerza nuestra sospecha que las proteinas del sue-
ro del murciélago podrian jugar algun papel en su in-
munogenicidad, al igual que, otras estructuras o sus-
tancias pertenecientes al intestino del quirdptero tal
como se sostiene con la tropomiosina. El papel de
las endotoxinas de la flora intestinal del murciélago
deberia evaluarse en atencién a recientes hallazgos
vinculados con su influencia en el paradigma TH1-
TH2. Su rol en el desarrollo de lesiones pulmonares
por inhalacion crénica (modelo animal) se presta para
una mayor profundizacién de la investigacion.

Estos datos confirman que el BAT podria compor-
tarse como un antigeno inhalatorio de ciertos habi-
tats domiciliarios, que, en el 25% de una poblacion
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de atopicos respiratorios seria capaz de producir anti-
cuerpos IgE cuya especificidad fuera asegurada por
el RAST-inhibicion.

Las pruebas desencadenantes nasales y bronquia-
les (challenge) no se realizaron por razones eticas
hasta conocer mas acabadamente las propiedades fi-
sicoquimicas del antigeno.

Como fuere, el epitelio, la orina 'y la saliva de los
murciélagos deberan ser estudiados para valorar su
participacion en la generacién de anticuerpos espe-
cificos, pensando en aquellos laboratoristas que es-
tan expuestos permanentemente en la confeccion
de los cultivos celulares para las vacunas antirra-
bicas®.

Es posible que esta sea la primera comunicacion
mediante la cual se documentan los hallazgos obte-
nidos luego de la exposicion crénica de cobayos al
BAT con la produccién de unatipica alveolitis alérgica
extrinseca (neumonitis por hipersensibilidad) y prue-
bas cutaneas tardias positivas con induracion.

La sintesis de anticuerpos especificos del isotipo
IgG y la eventual formacion de complejos inmunes
BAT- IgG- anti- BAT podrian incrementar la activacién
de los macréfagos através de sus receptores para
los Fc (CD16, CD32 y CD64), y, asi contribuir a la for-
macion de los granulomas solitarios no caseosos tipi-
cos de lalesién avanzada de la 102 semana del ex-
perimento.

La ausencia de células metacromaticas (mastoci-
tos) en esta inflamacion pulmonar resulta llamativa
habida cuenta de su participacién en otros modelos
inflamatorios crénicos y autoinmunes conocidos (v.g.
artritis reumatoidea, encefalomielitis alérgica experi-
mental y enfermedades desmielinizantes) como ele-
mento perpetuador y amplificador de la respuesta a
través de la liberacion de mediadores vasoactivos y
citoquinas proinflamatorias'®'”,

Los atépicos con hobbies o profesiones ecoldgi-
cas como espeledlogos, arquedlogos y naturalistas
se hallan en riesgo de sufrir un ataque de asma ante
la inhalacion brusca de grandes cantidades del anti-
geno en las cuevas de las montanas, si estuvieran
sensibilizados previamente'®.
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