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PASTEURELLA PNEUMOTROPICA CAUSA LA REGRESION DE TUMORES HUMANOS
TRASPLANTADOS EN RATONES INMUNODEFICIENTES
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Resumen La técnica de trasplante de tumores humanos en ratones inmunodeficientes es muy utilizada como
modelo en investigaciones sobre el cancer. De acuerdo con las recomendaciones internacionales,
los animales de experimentacion deben estar libres de los micoorganismos que interfieren en los resultados
finales de las investigaciones, dentro de los cuales se encuentra Pasteurella pneumotropica. En el presente
trabajo se evalu6 la interferencia que produce esta bacteria en el crecimiento de la linea celular A549 de
adenocarcinoma humano trasplantada en ratones de la cepa nude N:NIH (S)-nu. Se utilizaron 40 ratones dividi-
dos en 4 grupos de 10 animales cada uno. Grupo 1: inoculados con la linea celular; grupo 2, con la bacteria;
grupo 3, con la linea celular y la bacteria y grupo 4, el control sin inoculaciones. Se observaron diferencias
significativas en el crecimiento tumoral entre los animales de los grupos 1y 3. Si bien este microorganismo es
un patégeno oportunista no letal, los ratones trasplantados con la linea celular A549 e infectados con P.
pneumotropica no son aptos para utilizarse como modelo animal en estudios sobre el cancer debido a que esta
bacteria interfiere en el desarrollo de la linea tumoral, con la consecuente interpretacion erronea de los resulta-
dos. Pero el hecho que la bacteria haya causado la regresion de un tumor en pleno crecimiento es inesperado
y el mecanismo de accién sera objeto de futuros experimentos.
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Summary Pasteurella pneumotropica produces regression of human tumors transplanted in immuno-

deficiency mice. The technique of human tumor cell line transplantation in immunodeficient mice
is used worldwide as a model for cancer research. In accordance with international recommendations, animals
used in biomedical research should be free of microorganisms which can interfere in experimental results; in-
cluding Pasteurella pneumotropica. The object of this study was to evaluate the interference produced by P.
pneumotropica in the human adenocarcinoma cell line A549 transplanted in N:NIH(S)-nu mice. A total of 40 mice
divided into 4 groups of 10 animals each was used to perform this study. Group 1: inoculated with the cell line;
group 2, with the bacteria; group 3, with the cell line and the bacteria; group 4, as control with no inoculations.
Significant differences were observed in tumor growth in groups 1 and 3, infected and not infected with P.
pneumotropica. Although this microorganism is non lethal and only opportunistic, the infected animals are to be
considered not suitable to be transplanted with the tumor cell line A549 for experimental studies since these
bacteria interfere with tumor growth. However, the fact that a growing tumor regresses in the presence of the
bacteria is an interesting observation which deserves further exploration in order to elucidate the mechanism
involved.
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El uso de animales de experimentacion como mode-
los en la investigacion del cancer, es esencial para el
estudio de procesos fisiolégicos complejos tales como
el crecimiento tumoral, las metastasis y el desarrollo de
nuevas drogas antitumorales, muchas de las cuales no
pueden probarse in vitro y por ello requieren de ensayos
in vivo. En las uUltimas décadas se han desarrollado ce-
pas de ratones que debido a sus caracteristicas genéticas
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aceptan el trasplante de tejidos alogénicos. El modelo
animal mas utilizado para el trasplante de diferentes li-
neas tumorales humanas son los ratones atimicos inmu-
nodeficientes?, dentro de los cuales se encuentra el ra-
tén de la cepa N:NIH(S)-nu.

Este raton, a partir de ahora nude, surge como con-
secuencia de una mutacién ocurrida en el afio 1962 en
una colonia de ratones albinos Swiss y se describe con
el simbolo nu de acuerdo con la nomenclatura interna-
cional; el gen responsable de esta mutacion es auto-
sémico y recesivo. Las caracteristicas que describen a
esta cepa son ausencia de pelo y aplasia del timo, el que
permanece rudimentario produciendo un ndmero redu-
cido de células T maduras; esto hace que los ratones
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nude homocigotas no rechacen tejidos alogénicos ni
xenogeénicos, por lo que es el principal modelo animal de
inmunodeficiencia grave. Este gen induce a una dis-
genesia gonadal y un aumento de la susceptibilidad a
infecciones y a variaciones ambientales. Las colonias de
ratones nude deben mantenerse bajo estrictos procedi-
mientos de aislamiento y técnicas especiales de mane-
jo, ya que se deben minimizar las posibilidades de intro-
duccién de microorganismos en las habitaciones donde
se alojan?. Asimismo, estos individuos son muy suscep-
tibles a contraer infecciones, entre las que se han obser-
vado frecuentemente abscesos producidos por Pasteu-
rella pneumotropica®“. Debido a contaminaciones de este
tipo es comun que se produzcan fracasos en la evalua-
cion de los resultados de los experimentos cuando se
utilizan estos animales trasplantados con tumores hu-
manos en investigaciones oncoldgicas.

De acuerdo con las recomendaciones internaciona-
les de estandarizacién microbiolégica® P. pneumotropica
debe estar ausente en las colonias de ratones inmunode-
ficientes. Este bacilo Gram negativo, no movil, no hemo-
litico, produce colonias grisaceas, humedas y planas de
1 milimetro de didmetro cuando se cultiva en agar san-
gre; no crece en agar Mc Conkey y produce hidrélisis de
la urea; estas dos Ultimas caracteristicas la diferencian
de Pasteurella multocida®. Tiene una amplia distribucion
en colonias de ratas y ratones en general con ausencia
de signos clinicos, aun en animales inmunocomprome-
tidos. Puede estar presente en forma inaparente en hués-
pedes como el hombre, carnivoros y ratas silvestres, sien-
do estas ultimas reservorios del microorganismo. Se la
ha asociado principalmente con enfermedades del tracto
respiratorio en ratas, ratones, hamsters y conejos de la-
boratorio’. En infecciones espontaneas en el raton, P.
pneumotropica se encuentra en fosas nasales, conjunti-
va, conductos lagrimales, trdquea, pulmones, (tero y con
menor frecuencia en higado, bazo y riidn. En infeccio-
nes con manifestaciones clinicas se puede presentar
afectando el tracto respiratorio superior, produciendo
rinitis, sinusitis, conjuntivitis y otitis media; en pulmones
como bronconeumonia; y como infecciones piégenas de-
sarrollando abscesos, mastitis y furinculos® °.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la interferencia
que produce P. pneumotropica en el crecimiento de la
linea celular A549 transplantada en ratones de la cepa
nude N:NIH (S)-nu inoculados experimentalmente con
esta bacteria.

El presente trabajo fue realizado bajo las normativas
internacionales para el cuidado y uso de los animales de
laboratorio! 13, habiéndose aprobado por la comision de
ética de la Facultad de Ciencias Veterinarias (FCV), UNLP.

Para tal fin se utilizaron 40 ratones hembra nude li-
bres de patdégenos especificos (SPF) de 4 a 6 semanas
de edad producidos bajo estrictas barreras sanitarias en
el Bioterio de la FCV, UNLP. Durante la experiencia to-
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dos los animales se alojaron en microaisladores con le-
cho de viruta estéril en una cabina ventilada, con presion
positiva en condiciones ambientales controladas: tempe-
ratura 23+1 °C, humedad 50-55%, iluminacion 12 h luz/
12 h oscuridad. Se les suministré alimento balanceado
(Cargil) y agua autoclavados y ad libitum. Los cambios de
lecho se realizaron dos veces por semana® 1.

Los ratones se dividieron en 4 grupos de 10 animales
cada uno, los que se conformaron de la siguiente manera:

Grupo 1: animales con trasplante tumoral subcutaneo,
Unicamente. En este caso, cuando los tumores alcanza-
ron un tamafio de 9 x 12 mm los ratones se sacrificaron
y se les extrajo el tumor para realizar estudios histopato-
l6gicos.

Grupo 2: ratones inoculados Unicamente con Pasteu-
rella pneumotropica por via subcutdnea. Los ratones se
sacrificaron a los 10 dias post inoculacion (Pl) y se les
realiz6 la necropsia, se tomaron muestras de la zona de
inoculacion, las que se sembraron en placas de agar
sangre al 5% (Britania, AS) y se incubaron a 37 °C du-
rante 18 hs.

Grupo 3: animales con transplante de tumor e inocula-
dos con P. pneumotropica por via subcutanea. Los anima-
les fueron sacrificados a los 10 dias Pl y se les realizo la
necropsia. De la zona de inoculacion se tomaron muestras
las cuales se sembraron en AS y se incubaron a 37 °C
durante 18 hs. Para realizar estudios histopatoldgicos se
tomaron muestras de tejido subcutaneo de la zona del
trasplante.

Grupo 4: grupo control, inoculados con solucién fisio-
I6gica. Se sacrificaron a los 10 dias Pl y se les realizé la
necropsia.

Todos los animales fueron sacrificados con una mez-
cla de CO,/0,*.

Los animales de los grupos 1y 3 fueron trasplanta-
dos con células de la linea tumoral A549 por via subcu-
tanea, previamente anestesiados con pentobarbital
sédico (60 mg/kg, i.p.), realizando una incision en la
piel laxa del cuello con un trocar. Los animales de los
grupos 2y 3 se inocularon con P. pneumotropica ATCC
35149 en el mismo lugar de la inoculacién de la linea
tumoral en el caso del grupo 3y por via subcutanea en
el grupo 2.

Para la preparacion del indculo se sembrd en placas
de agar sangre. Se incubé a 37 °C durante 8 hs para que
las bacterias conservaran su patogenicidad y se suspen-
dié en solucidn fisioldgica hasta lograr una concentra-
cion bacteriana de 10 UFC/ml, luego se fracciond 1 ml
de la suspension por tubo y se centrifugdé a 10 000 rpm
durante 5 min, se descart6 el sobrenadante y el precipi-
tado se utilizé para realizar las inoculaciones.

Los resultados fueron los siguientes: 7 de los 10 ani-
males del grupo 1 presentaron crecimiento tumoral visi-
ble. A la necropsia no se observé metastasis en los oOr-
ganos internos.
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En el grupo 2, uno de los 10 animales inoculados pre-
sentd un absceso en el sitio de la inoculacion a los 4 dias
P1, el cual se reabsorbié 7 dias después. El microorga-
nismo no se aislé en ninguno de los animales.

En el grupo 3, ocho de los 10 animales presentaron
crecimiento tumoral al cuarto dia PI, logrando su maxi-
mo desarrollo al sexto dia para luego reabsorberse en
su totalidad al décimo dia PI. A la necropsia no se obser-
vO ninguna alteracién en los érganos y el cultivo en AS
arrojo resultados negativos para P. pneumotrépica.

A todos los animales del grupo 4 (control) se les rea-
lizé una necropsia de diagnéstico no habiéndose obser-
vado ninguna lesion.

Discusion

Evidentemente Pasteurella penumotropica produce
interferencias en los estudios en los que se utiliza como
modelo experimental el raton inmunodeficiente N:NIH(S)-
nu trasplantado con la linea celular de adenocarcinoma
humano A549, debido a que se observé que en presencia
de este microorganismo hubo regresion de los tumores.

Si bien Pasteurella pneumotropica es un microorga-
nismo que en general no causa altos indices de mortali-
dad en las colonias de ratones de experimentacion, las
contaminaciones con esta bacteria podrian conducir a in-
terpretaciones erréneas de los resultados. El hecho de
gue se haya producido la reabsorcion tumoral en todos
los animales trasplantados con la linea A549 e inoculados
con P. pneumotropica, es un resultado inesperado y dig-
no de estudio. Sera motivo de posteriores estudios con el
fin de esclarecer el mecanismo involucrado.
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We have no more right to consume happiness without producing it than to consume wealth without

producing it.

No tenemos mas derecho de gastar felicidad sin producirla que de gastar riquezas sin producirlas.

George Bernard Shaw (1856-1950)

Candida, 1898



