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Resumen

Echeverria, S.M.; Teibler, G.P.; Maruiiak, S.L.; Lértora, W.J.; Leiva, L.C.: Cambios

microscopicos en ganglios linfdticos de ratones inoculados con veneno de Bothrops alter-
natus. Rev. vet. 26: 2, 113-119, 2015. En la intoxicacion por veneno de Bothrops alternatus

han sido bien estudiados el musculo estriado, rifidn y sistema vascular; pero poco se conocen

los cambios a nivel de los 6rganos linfoides secundarios. Se presenta un estudio histologico

de los ganglios linfaticos inguinales y popliteos, a fin de distinguir el impacto fisiopatologico

que desencadena este veneno. Se utilizaron ratones albinos machos de la cepa CF-1, los cua-
les fueron inoculados con diferentes dosis de veneno (1, 10 y 20 ug por ratén, via s.c.) a dife-
rentes tiempos de exposicion (24, 48, 72 y 96 h) para el estudio en ganglios inguinales. En los

popliteos se ensayo la dosis 20 ug (via i.m.) a los tiempos 6, 12, 24 y 72 h. Todos los ganglios

fueron removidos y procesados por técnica histologica clasica H&E. Se detectaron cambios

histologicos tempranos en los ganglios popliteos (6 h) e inguinales (24 h), caracterizados por
dilatacion y congestion de espacios subcapsulares y aumento en la migracion linfocitaria a

través de las vénulas del endotelio alto en la paracorteza. También se observaron cambios

reactivos, reconociéndose una hiperplasia a expensas de la region de células T. A pesar de

que los cambios aparecieron mas precozmente en los ganglios popliteos, no se detectaron

diferencias entre éstos y los inguinales, atin cuando la via de inoculacion fue diferente. Estos

hallazgos preliminares ponen en evidencia que la intoxicacion inducida por el veneno, ade-
mas de los efectos tisulares locales conocidos, compromete al sistema inmune innato y adap-
tativo. Las evidencias reunidas a nivel de ganglios linfaticos, muy poco estudiados hasta el

presente en la toxicologia ofidica, generan un novel conocimiento en el inicio de la respuesta

inmune adaptativa durante la intoxicacion.

Palabras clave: raton, ganglios linfaticos, veneno, Bothrops alternatus, cambios histologi-
COs.

Abstract

Echeverria, S.M.; Teibler, G.P.; Maruiiak, S.L.; Lértora, W.J.; Leiva, L.C.: Histologi-
cal changes in lymphatic nodes of mice inoculated with venom of Bothrops alternatus.
Rev. vet. 26: 2, 113-119, 2015. In the past, Bothrops alternatus envenoming was widely stud-
ied in many organs of mice. However, little is known about the alterations in secondary
lymphoid organs. In this paper we present a preliminary histological study of the early events
that occur in inguinal and popliteal lymph nodes in order to determine the pathophysiologi-
cal effects that B. alternatus venom triggers in key organs of the immune system. The assay
was carried out in inguinal lymph nodes of mice (male CF-1) inoculated i.v. with different
doses of venom (1, 10 and 20 ug) at 24, 48, 72 and 96 h; another assay was also carried out in
popliteal lymph nodes using i.m. injections of 20 ug crude venom at 6, 12, 24 and 72 h. All
of the lymphoid nodes were processed according to classical techniques (H&E). The assess-
ment of morphological changes was performed by microscopic examination of non-serial
section cuts. In all of the cases nodes showed a cellular response without compromising tis-
sue integrity. Early histological changes in the popliteal (6 h) and inguinal (24 h) lymph nodes
were detected, characterized by subcapsular space dilatation, congestion and increase of
lymphocyte migration via the high endothelial venules of the paracortex. Reactive changes
were also observed in this area, with hyperplasia regardless the T cell region. No differences

Recibido: 14 mayo 2015 / Aceptado: 24 setiembre 2015



114

Echeverria S.M. et al: Veneno de Bothrops en ratones. Rev. vet. 26: 2, 113-119, 2015

were detected between inguinal and popliteal lymph nodes, even for different inoculation
routes. These preliminary findings highlight the deletereous effects in innate and adaptive
immune system caused by B. alternatus venom besides the local tissue effects reported in
previous works. Such findings in the secondary lymphoid organs contribute with updated
knowledge regarding the adaptive immune responses that take place at the early stages of B.

alternatus envenoming.

Key words: mice, lymph node, venom, Bothrops alternatus, histological changes.

INTRODUCCION

En el nordeste argentino la mayoria de las intoxica-
ciones ofidicas son causadas por serpientes del género
Bothrops, entre ellas Bothrops alternatus, una de las
mas abundantes 2, conocida vulgarmente como yarara
grande o vibora de la cruz .

El accidente botropico causado por su mordedu-
ra se caracteriza por efectos locales que se presentan
minutos después de la inyeccion del veneno e inclu-
yen con frecuencia dolor intenso ¢ inmediato, edema
y hemorragia local, con aparicion precoz y de caracter
progresivo durante las primeras 6 h. Tales signos son
seguidos en muchos casos por aumento de tamafio de
ganglios linfaticos, ampollas y necrosis del area que
rodea al sitio de la mordedura, que pueden aparecer de
forma tardia luego de 12 h de ocurrida la mordedura .

Tal secuencia, que puede evolucionar desde una
inflamacion aguda hasta una destruccion masiva de te-
jido, implica eventos celulares y moleculares que ocu-
rren desde la penetracion del veneno hasta el desarrollo,
evolucion y resolucion de la lesion que, en general, son
poco conocidos '*.

Numerosos trabajos describen los eventos inflama-
torios por mordeduras ocasionadas por especies botro-
picas, especificamente los relacionados a los cambios
morfolégicos producidos en diversos organos, con
énfasis en aquellos que son blancos de las toxinas del
veneno * 78101213 T og drganos y tejidos mas estudia-
dos en el cuadro de esta intoxicacion son el musculo
estriado, el rifién y el sistema vascular, sin embargo
poco se sabe de los cambios que ocurren a nivel de los
ganglios linfaticos regionales. Se desconoce la crono-
dinamia ocurrida desde la respuesta innata que carac-
teriza al proceso inflamatorio hasta la respuesta adap-
tativa definida por la produccion de inmunoglobulinas
en organos linfoides secundarios. Sobre este aspecto es
de interés abordar inicialmente el conocimiento sobre
la reaccion del ganglio, 6rgano vital para la respuesta
inmune, frente a la invasion de las toxinas del veneno.

Existen estudios que evaluaron la accion de frac-
ciones como la crotoxina y la fosfolipasa A, del veneno
de Crotalus durissus terrificus en ganglios mesentéri-
cos de ratas ', sin embargo, dada la fisiopatologia dis-
tintiva del veneno crotalico, del tipo neurotdxico y no
hemorragico, tales hallazgos no son transferibles a la
intoxicacion botropica.

El objetivo de este trabajo fue describir los cambios
histologicos tempranos en ganglios linfaticos de rato-
nes inoculados con veneno de B. alternatus, a fin de
determinar el impacto fisiopatologico sobre los tejidos
linfoides, claves para el inicio de la respuesta inmune
adaptativa.

MATERIAL Y METODOS

Veneno. Se trabajo con mezclas de venenos deseca-
dos de especimenes adultos de B. alternatus del nordes-
te argentino mantenidos en cautiverio en el Serpentario
de la Ciudad de Corrientes (CEPSAN), Argentina. Las
mismas fueron homogeneizadas y conservadas a -20°C.
El veneno se disolvid en buffer fosfato pH 7,2 (PBS) en
el momento de uso. El material insoluble se separ6 por
centrifugacion, obteniéndose un sobrenadante limpido
que se destiné a los ensayos.

Animales. Se utilizaron ratones albinos machos de
la cepa CF1 con pesos corporales de 18 a 20 g. Los
animales fueron alimentados con dieta balanceada y
acceso constante al agua. La temperatura del bioterio
fue de 23 + 2°C y la humedad relativa entre 35 y 65%.
Los procedimientos de este estudio fueron aprobados
por el Comité de Etica y Bioseguridad de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la UNNE, protocolo N° 056.

Estudio histologico de ganglios linfiticos ingui-
nales. Se estudio el efecto de diferentes dosis de vene-
no (1, 10 y 20 ug por raton) a diferentes tiempos de ex-
posicion (24, 48, 72 y 96 h). Para ello se emplearon tres
grupos de ratones (un grupo para cada dosis) de 12 in-
dividuos cada uno, destinandose 3 animales para cada
tiempo de exposicion. Un cuarto grupo de 12 ratones
(n= 3 para cada tiempo de exposicion) se empled como
control. Los ratones fueron inoculados por via subcu-
tanea en la almohadilla plantar derecha con 0,05 ml de
veneno de B. alternatus (400; 200 y 100 ug/ml) en solu-
cion tamponada de fosfatos (PBS, pH 7,2). Los ratones
control fueron inoculados con buffer de fosfatos pH 7,2.
Luego de 24, 48, 72 y 96 h de exposicion a cada una
de las dosis de veneno, los ratones fueron sacrificados
y se extrajeron los ganglios linfaticos inguinales post
observacion de la piel de esta zona. Las muestras se
fijaron en solucion de formaldehido bufferado al 10%
por 12 horas, luego fueron procesadas segun la técnica
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histologica clasica para bloques parafinados y cortadas
en micrétomo tipo Minot en secciones de 4 pm, colo-
reandose con hematoxilina y eosina (H&E). Los gan-
glios controles fueron procesados de idéntica manera.
Se procedio a la observacion microscopica de los cor-
tes para la evaluacion de los cambios morfologicos. Se
evaluo la dilatacion del seno subcapsular, la presencia
de eritrocitos en los mismos y la circulacion de linfo-
citos a través de las vénulas del endotelio alto (VEA) ¢
paracorticales. Se analizaron quince a veinte vénulas
de cortes no seriados de tres animales por grupo.

Estudio histolégico de ganglios linfaticos popli-
teos. Se ensayo solo la dosis mas alta (20 ug), por con-
siderarla aquélla que induce cambios manifiestos en
el tejido linfoide. Para ello se trabajo con dos grupos
de animales, uno de ellos destinado a control. Se ino-
cularon 3 ratones por grupo horario, con 0,05 ml de
solucion de veneno (400 pg/ml de PBS pH 7,2) via i.m.
en musculo gastrocnemio derecho. Los ratones control
fueron inoculados via i.m. con buffer de fosfatos pH
7,2. Luego de 6, 12, 24 y 72 horas los ratones fueron
sacrificados y tras la observacion del area afectada se
extrajeron los ganglios popliteos junto con los muscu-
los. Se realizd el procesamiento histologico descrito
anteriormente y los cortes coloreados con H&E se so-
metieron a observacion microscopica para evaluacion
de los cambios inducidos por el veneno.

RESULTADOS

Ganglios inguinales. Teniendo en cuenta que las
dosis ensayadas fueron subletales, todos los animales
sobrevivieron al ensayo hasta el tiempo de sacrificio.
La observacion macroscopica de la piel adyacente a
los ganglios inguinales evidencié una zona con exten-
sa hemorragia en todas las dosis de veneno ensayadas,
siendo mas acentuada a las concentraciones mas altas,
y decrecio con el transcurso del tiempo.

El analisis histopatologico mostro, mediante la mi-
croscopia optica, cambios morfologicos bajo un com-
portamiento dosis-dependiente. La estructura general
de estos 6rganos se presentd conservada, se detectaron
diferencias con respecto al control, que fueron mini-
mas a la dosis de 1 ug, y mas acentuadas con la inocu-
lacion de 20 ug/raton. Dado que los cambios detectados
fueron de naturaleza similar en las distintas dosis en-
sayadas, solo se describiran los registrados en ratones
inoculados con la mayor dosis, segun el tiempo trans-
currido desde la inoculacion.

A las 24 horas post inoculacion del veneno los se-
nos supcapsulares se presentaron dilatados, con gran
cantidad de hematies. La presencia de globulos rojos se
redujo progresivamente en los 3 dias subsiguientes, en
tanto que el espacio subcapsular solo disminuy?6 al se-
gundo dia y conservoé sus dimensiones por el resto del
tiempo que durd el estudio (Tabla 1 y Figura 1).

La zona cortical mostré una imagen comparable al
control, con 1 o 2 foliculos secundarios (zona de cé-
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Tabla 1. Cambios histoldgicos del seno subcapsular de
ganglios inguinales (dosis: 20 pg de veneno).

tiempo de presencia de

exposicion dilatacién® hematies**
control ) ausentes
24 h (+++) abundantes
48 h (++) regulares
72 h (++) escasos
96 h (++) escasos

*(-)<5 um, (+)5-15 um, (++)15-25 um, (+++)>25 um.
**ausente: 0 hematies/100 um?, escaso: 1-3 hematies/100
um?, regular: 4-5 hematies/100 um?, abundante:>5
hematies/100 um? .

Tabla 2. Cambios histologicos del seno subcapsular de
ganglios popliteos (dosis: 20 ug de veneno).

tiempo de presencia de

exposicion dilatacién® hematies**
control ) ausentes

6h (+++) abundantes

12h (+++) abundantes
24 h (+++) escasos
72 h (++) escasos

*(-)<5 um, (+)5-15 um, (++)15-25 um, (+++)>25 um
**ausente: 0 hematies/100 um?, escaso: 1-3 hematies/100
um?, regular: 4-5 hematies/100 um?, abundante:>5
hematies/100 um?.

lulas B), al primer dia de evaluacion. A las 48 h post
inoculacion del veneno se presentd un incremento de
células a expensas de los linfocitos T que se encuentran
principalmente debajo y mas centralmente a los folicu-
los, en las cuerdas paracorticales (paracorteza o corte-
za profunda), que desde ahora denominaremos “zona
T, acrecentandose asi el manto celular alrededor de la
zona interfolicular (Figura 1, C y D).

Al tercer dia se observo una hiperplasia de célu-
las T, que lleg6 a cubrir las células B del area folicular.
Con el transcurso del tiempo se acentud este fenome-
no, detectandose a las 96 h cambios proliferativos con
aparicion de pequefios centros germinales en la zona
folicular mas externa, cercana a la capsula (Figura 1,G).

En la zona paracortical de los ganglios inguinales
tratados se detectd un aumento en la circulacion linfo-
citaria a través de las VEA, tanto de células en la luz
vascular como en migracion desde el vaso hacia el pa-
rénquima ganglionar, a través del endotelio (Figura 2).
Si bien estos cambios se observaron a las 24 h, la mayor
celularidad se detecto a las 48 h (Figura 3.A).

Ganglios popliteos. El estudio de la accion del ve-
neno sobre estos ganglios, que son los primeros en el
drenaje de fluidos linfaticos cercanos al musculo gas-
trocnemio, evidencid en la observacion macroscopica,
una zona hemorragica que comprometio al tejido gan-
glionar y se extendio a la piel circundante de la zona
abdominal. No obstante, los cortes histologicos mos-
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Figura 1. Analisis histopatologico de ganglios inguinales, a diferentes tiempos de exposicion, inoculados con
20 ug de veneno (H&E). A. Control (% foliculo secundario). B. Control, zona de corteza y espacio subcapsular.
C. Espacio subcapsular dilatado con hematies (»), foliculo linfatico secundario y region interfolicular hiperpla-
sica (%). D. Espacio subcapsular dilatado con abundante presencia de hematies (»). E. Espacio subcapsular dila-
tado (»). F. Espacio subcapsular dilatado con escasos hematies (»). G. Espacio subcapsular levemente dilatado
(»); expansion celular de la zona T en el area folicular de la corteza. H. Dilatacion del espacio subcapsular (»).
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Figura 2. Analisis histopatologico de zona paracortical de ganglios inguinales de raton tratado con 20 pg de ve-
neno (48 h). Tincion: H&E. A. VEA (%) en raton control. B. VEA con gran celularidad (recuadro). C. Aumento

de la zona de las VEA, donde pueden observarse linfocitos atravesando la pared del endotelio.
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Figura 3. Efecto del veneno sobre la circulacion linfocitaria a través de las vénulas endotelio alto (VEA) en
nddulos linfaticos inguinales (A) y popliteos (B). La cantidad de linfocitos se determino tanto en la luz vascular
(L) como en migracion a través del endotelio (M).

Figura 4. Ganglio popliteo de raton tratado con 20 ug de veneno (12 h). Tincion H&E. A. Espacio subcapsular
dilatado y congestivo (). Area folicular con hiperplasia de zona T (%). B. Espacio subcapsular dilatado con
abundante presencia de hematies (»). C. VEA con células en la luz, ndtense linfocitos atravesando la pared del
endotelio (>).

traron que la estructura del ganglio permanecia conser- las 24 h se detectd hiperplasia a expensas de la zona T
vada a pesar de la marcada hemorragia que present6 el  que no permite diferenciar los foliculos (zona de célu-
area muscular circundante. las zonas B) que se ubican en la corteza.

A las 6 horas de la inoculacion los nédulos ya mos- Las VEA de la zona paracortical revelaron linfo-
traban dilatacion del espacio subcapsular, con abun- citos en la luz vascular, poniendo en evidencia el au-
dantes hematies, fenomeno que persistido durante las mento de la circulacion de estas células desde la sangre
6 h subsiguientes disminuyendo a partir de las 24 h, hacia el parénquima (Figura 4). Si bien estos cambios
mientras que en el seno subcapsular se redujo recién a  se observaron a las 6 h, la mayor migracion se detectd
partir de las 72 h (Tabla 2). a las 12 h (Figura 3.B), mientras que la celularidad en

A las 6 h los cambios en la zona folicular se carac- la luz vascular se mantuvo elevada durante los 3 dias
terizaron por expansion del area interfolicular. Luego,a  que duro el estudio.
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DISCUSION

Los estudios a nivel de ganglios linfaticos mostra-
ron una respuesta celular ante la inoculacion del vene-
no de B. alternatus, sin compromiso de la integridad
tisular. Tanto los ganglios inguinales como popliteos
reaccionaron de modo similar, aiin cuando la via de
inoculacion fue diferente, subcutanea e intramuscu-
lar respectivamente. Sin embargo la aparicion de los
eventos fue mas temprana en los ganglios popliteos,
probablemente por la cercania del nodulo al punto de
inoculacion.

Los eventos descriptos en las primeras horas para
los ganglios popliteos, y primeros dias para los ingui-
nales, se caracterizaron por cambios reactivos que se
produjeron a partir de las células T, las que situadas en
la paracorteza iniciaron una expansion hacia la zona
folicular de la corteza, tornando menos notorios los
foliculos de células B. Esta hiperplasia celular T esta
descripta en aquellos eventos tales como reacciones
inmunitarias inducidas por farmacos como la difenil-
hidantoina (Dilantin), infecciones virales agudas, mo-
nonucleosis infecciosa y después de las vacunaciones
contra algunas enfermedades virales °.

El aumento de la celularidad y los cambios obser-
vados hacia las 96 h en el area folicular de la corteza,
denotarian la reactividad del ganglio dando inicio a la
respuesta inmune adaptativa con pequefios centros ger-
minativos. A nivel de corteza profunda se observo que
las VEA mostraron un aumento en el niimero de linfo-
citos, tanto en la luz como en migracion a través de las
células del endotelio vascular, que se sostuvo aun a las
48 h, disminuyendo a partir de las 72 h. En los ganglios
popliteos este proceso se presenté de modo mas tem-
prano, con un maximo a las 12 h.

Estos resultados no concuerdan con estudios ante-
riores donde, al aplicar la fraccion crotoxina (con su
fosfolipasa A,) del veneno de Crotalus durissus terri-
ficus en ganglios mesentéricos de ratas, obtuvieron un
aumento temprano del nimero de células (linfocitos T
y linfocitos B), tan solo una hora después de tratamien-
to, sin detectar diferencias en la celularidad a nivel de
las VEA a partir de las 4 h 4. Por el contrario, los resul-
tados obtenidos con veneno de B. alternatus muestran
una accion mas prolongada a este nivel y una reactivi-
dad que se extiende a todo el ganglio linfatico.

Estas diferencias pueden explicarse teniendo en
cuenta que el veneno crotalico tiene un comporta-
miento no inflamatorio cuyo principal componente, la
crotoxina, posee una reconocida accion inhibitoria de
respuesta inmune humoral clésica ante antigenos pro-
teicos '. En cambio, el veneno botropico retine toxi-
nas proinflamatorias capaces de activar la respuesta
inmune temprana, que llega a visualizarse -tal como
se muestra en este trabajo- en nodulos linfoides morfo-
légicamente reactivos.

En conclusion, los resultados aqui obtenidos refle-
jan la reactividad del ganglio linfético ante la presencia
de las toxinas del veneno, contra las cuales moviliza
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linfocitos para la consecuente respuesta inmunologica.
Estos hallazgos preliminares, en nodulos linfaticos de
raton, evidencian que la intoxicacion inducida por el
veneno, ademas de los efectos tisulares locales conoci-
dos, compromete al sistema inmune innato y adaptati-
vo. Las evidencias reunidas a nivel de 6rganos linfoides
secundarios, muy poco estudiados hasta el presente en
la toxicologia ofidica, generan un novel conocimiento
en el inicio de la respuesta inmune adaptativa durante
la intoxicacion.
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SC1FL,0
REViSta Vetel‘inal‘ia ingl‘esa a SCiELO Seientific Eleetronic Library Online

Revista Veterinaria, publicacion oficial de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacio-
nal del Nordeste (Corrientes, Argentina), ha logrado acceder al Nucleo Basico de Revistas Cientificas
Argentinas (Nivel 1), luego de calificar adecuadamente en el Centro Argentino de Informacion Cientifica
y Tecnoldgica (CAICYT), segun Resolucion 2485/14 del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas
y Técnicas (CONICET).

Sobre un puntaje maximo de 33 se obtuvieron 32 puntos. Tal calificacion constituye “una garantia de la
excelencia de la publicacion” (sic) y queda expedita la via del Portal SciELO (Scientific Electronic Library
Online) para los articulos publicados.

En tal calificacion gravit6 positivamente la circunstancia de haber aumentado el indice de impacto (Sci-
mago-Elsevier) y haber disminuido las autocitaciones. También se tuvieron en cuenta aspectos como la
amplia cobertura de la revista, la calidad cientifica del Comité Editorial, los criterios de evaluacion de
los articulos, el origen de los autores (locales 60%, nacionales 13%, extranjeros 26%, en idioma inglés),
el adecuado balance entre trabajos cientificos originales y resefias bibliograficas (ambos con alta calidad),
asi como el estricto cumplimiento de la periodicidad semestral y la favorable acogida por indizadores
como Cab, Doaj, Ebsco, Gale Cengage, Infocyt, Latindex y Scopus.

Se consolida de esta manera la continuidad de “Revista Veterinaria”, que en el afio proximo (2015) cum-
b
plira 50 afios de existencia, en coincidencia con el 95° aniversario de la creacion de la Facultad.




