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Efeito da infeccdo por Actinobacillus pleuropneumoniae nos
mecanismos da coagulacdo do sangue de leitées

Effect of Actinobacillus pleuropneumoniae infection on pigs’ blood co-
agulation system

Marcio Manhaes Folly', Catherine Kolly?

Resumo

O presente trabalho apresenta os resultados do estudo
do efeito da infecgdo causada por Actinobacillus
pleuropneumoniae no sistema da coagulagao do sangue
de leitdes. ‘

Vinte e cinco leitdes desmamados, isentos de organis-
mos patogénicos especificos, foram separados, ao aca-
so, em dois grupos. Dez leitdes foram infectados com 5x10¢
CFU de A. pleuropneumoniae sorotipo 1, e quinze foram
usados como controle negativo.

O tempo parcial ativado de tromboplastina aumentou
enquanto que o tempo da protrombina, expressado em por-
centagem, diminuiu.

As alteragbes observadas no tempo de trombina e na
quantidade de fibrinogénio estao relacionadas com a for-
magcao de fibrina no processo de coagulagao. Admitimos
que estas observagoes estejam ligadas ao consumo de
fatores de coagulacdo do sangue nos caminhos intrinse-
cos, extrinsecos e comuns. Assim, a hemorragia pulmo-
nar e a formagéao de codgulos, que sao caracteristicas da
fase aguda dessa doenga, podem ser explicadas.

Palavras chave: Actinobacillus pleuropneumoniae:;
pleuropneumonia; fator de coagulagéo sangtiinea

Introducao

A pleuropneumonia dos suinos é causada pela bacté-
ria Gram negativa Actinobacillus pleuropneumoniae. Na
moderna industria de criagéo suina, o risco de infecgéo
aumenta com o estresse, com problemas relacionados com
0 manejo e com a introdugéo de animais enfermos nos
plantéis.

A A. pleuropneumoniae tem sido observada em varios
paises onde a suinocultura é realizada de forma muito in-
tensiva como Estados Unidos, Canada, México, alguns
paises da América do Sul (dentre eles o Brasil), Australia,
Japéo, Taiwan e grande parte da Europa (Sebunya e
Saunders, 1983).

Na forma superaguda, os porcos demonstram alta tem-
peratura (41.5-42°C), anorexia, tosse, dispnéia, estado

de choque com corrimento nasal sanguinolento e, final-
mente, morte. Na forma aguda, ha febre (40.5-41°C), tos-
se e dispnéia. Na forma crénica, que pode suceder &
forma aguda, s&o observadas diminuigdo do ganho de
peso e tosse persistente.

Os achados anatomo-patolégicos causados por A.
pleuropneumoniae, s&o caracterizados por pleurite fibrinosa
generalizada, pneumonia necrosante fibrino hemorragica
dos lobos apicais, cardiacos, diafragmaticos e intermedia-
rios (Nicolet e Koenig, 1966).

O aumento da atividade dos macréfagos alveolares dos
leitdes infectados com A. pleuropneumoniae foi demons-
trado por Caruso e Ross (1990). A estimulacio de
polimorfonucleares pela endotoxina, direta e indiretamen-
te, através de fator de tumor necrosante alfa (FNTa) e
interleucina 8 (IL-8) liberados dos macréfagos, levam a li-
beragéo de enzimas proteoliticas lisossomais que contri-
buem para a degradagéo de proteinas do intersticio pul-
monar e podem modular a deposicao de fibrina alveolar
através da digestéo de proteinas da coagulagao (Seymour
etal., 1986; Colditz et al., 1989). ’ ‘

Os mecanismos da coagulagdo e as propriedades
anticoagulantes no sangue e suas interagées com o sitema
imunolégico podem ser descritos como a catalizagédo da
trombina sobre o fibrinogénio (FIB) transformando-o em
fibrina. Além disso a trombina forma um complexo com a
trombomodulina (proteina de superficie das células
endoteliais). Este complexo ativa a proteina C que age
como anticoagulante através da degradagéo dos fatores
de coagulagéo sangiiinea V e VII. A agdo da endotoxina,
interleucina-1 (IL-1) e 0 FNTa sobre as células endoteliais
alterando a trombomodulina foi descrita por Moore et al.
(1987). A trombina aumenta a aderéncia dos
polimorfonucleares ao endotélio e estimula a producdo de
anions superéxido e de elastase (enzima proteolitica
lisossomal) que degrada os fatores de coagulacao
fibrinogénio V, VIII, Xl e X1Il (Vercelotti et al., 1989).

A adesdo e 0 aumento da atividade dos neutréfilos pro-
duzindo radicais de oxigénio e perdxido de hidrogénio e
outros radicais de metabolismo, conduzem a uma lesao
das paredes dos vasos sangtiineos.

1. Universidade Estadual do Norte Fluminense, Av. Alberto Lamego 2000, 28015-620 Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil
2. Centro de Pesquisa Agricola, CIBA GEIGY, CH1566 St-Aubin, Switzerland



94 A. pleuropneumoniae no sangue de leitdes « M.M. Folly, C. Kolly

Estudos preliminares demonstraram uma prolongacéo
do tempo de protrombina (TP) e do tempo parcial ativado
de tromboplastina (TPAT) durante a forma aguda da
pleuropneumonia em porcos infectados com vérias do-
ses de A. pleuropneumoniae indicando alteragées no
mecanismo de coagulagdo do sangue dos leitdes (Folly
etal., 1991).

O objetivo deste trabalho foi demonstrar o efeito do A
pleuropneumoniae nos mecanismos que envolvem a coa-
gulagao do sangue.

Material e Métodos

Foram utilizados 25 leites desmamados, isentos de
organismos patogénicos especificos, daraca Large White,
pesando entre 20 e 25 kg, de ambos sexos, que foram
divididos ao acaso em dois grupos. O grupo 1, com 15
leitdes, foi considerado como controle negativo e os ani-
mais nao foram infectados; o grupo 2, com 10 leitdes, foi
infectado com A. pleuropneumoniae.

Antes do inicio do experimento os leitdes foram colo-
cados num sistema de isolamento, durante uma semana,
para aclimatagéo ao novo ambiente.

O sorotipo 1 da bactéria A. pleuropneumoniae, foi obti-
do da Veterinary: Infectious Disease Organization,
University of Saskatchewan, Saskatoon, Canada e culti-
vado em infusdo de cérebro e coragdo + polivitamina
(Polyvitex, Bio Merieux, France) + fator V de crescimento
bacteriano (Taxo V, Becton-Dickinson, Cockeysville, USA)
e incubado a 37°C por 24h.

O grupo 2 foi infectado utilizando-se uma camara
aerosol com um nebulizador, (Ultra Neb 99 De Villbis
GMBH, West Germany), segundo o método preconizado
por Osborne et al. (1985). O indculo foi preparado de uma
suspensao de bactérias correspondendo a 5x10° CFU em
200 mi de PBS (0.1 M fosfato, 0.15 M NaCl, pH 7.2) com
10% de soro fetal de bezerro; a exposigéo a infec¢éo du-
rou 10 min. Apds a infecgdo a temperatura foi medida
diariamente e os sinais clinicos da pleuropneumonia
(anorexia, tosse, dispnéia, hipertemia e epistaxis) foram
registrados nos animais doentes. A necropsia foi realiza-
da em todos os leitdes que vieram a falecer.

As amostras de sangue foram coletadas em Vacutainer
(Becton-Dickson, Basiléia, Suiga) com 0,5 ml de citrato
de sodio (0,129M para os testes de coagulagao) e
centrifugadas por 15 min. a 3000 rpm na temperatura de
5°C. A concentragao do FIB foi determinada pelo método
de Clauss modificado. O plasma dos leitdes foi diluido na
proporgao de 1:5 com o tampao Michaelis “Roche”. Desta
soluggo, 0,2 ml foram pré-aquecidos por 2 min. em cubetas
do aparelho Cobas Fibro; ap6s 0,2 ml do reagente trombina
(Roche-Cobas Fibro 60NIH U/ml) foram adicionados e 0
ponto final de coagulagao foi determinado segundo as ins-
trugdes dos fabricantes (Cobas Fibro Machine Hoffmann
La Roche, Basiléia, Suiga). O tempo de trombina (TT) foi

determinado com o reagente de trombina “Roche” diluido
na proporgao de 1:7,5 em agua destilada. Foram incuba-
dos 0,2 ml de plasma de leitdo em cubetas Cobas Fibro
pré-aquecidas a 37°C por 2 min. Foram adicionados.no
plasma 0,2 ml do reagente trombina e 0 ponto de coagula-
c4o foi determinado segundo as instrucdes do Cobas Fibro
Machine. Para o TPAT, 0,1 ml de plasma de leit&o foi
incubado com 0,1 ml de reagent PTT “Roche” em tempera-
tura ambiente por 3 min. dentro das cubetas do Cobas
Fibro; logo apés, 0,1 ml de cloreto de calcio (0,025 mol/l)
pré-aquecido a 37°C foi adicionado e o tempo de coagula-
c4o foi determinado usando-se as instrugoes do fabrican-
te do Cobas Fibro. O TP foi determinado com o reagente
tromboplastina “Roche” calibrado com cérebro de coelho
(CRB) e dissolvido em 10 ml de agua destilada. Um volume
de 0,1 ml de plasma de leitdo foi colocado em cubetas
Cobas Fibro a 37°C por 2 min. e em seguida 0,2 ml de
reagente tromboplastina CRB foram adicionados; o tempo
de coagulag&o foi determinado, em variagdes percentuais,
segundo as instrugdes para o Cobas Fibro.

A média e o desvio padrdo do erro da média (SEM)
foram calculados com o programa Symphony (Lotus
Development Corporation, Cambridge, USA). Oteste Tde
Student foi também utilizado para comparar resultados entre
o grupo infectado e o n&o infectado.

Resultados

Todos os leitdes do grupo infectado demonstraram si-
nais clinicos de pleuropneumonia, [anorexia, tosse, dispnéia,
hipertemia (40.4°C+0.28) e epistaxe].

No grupo néo infectado ndo houve mortalidade, porém,
no infectado houve 60% durante o experimento. Os acha-
dos nos leitdes mortos, no grupo infectado, foram: cianose
com escorrimento nasal; traquéia e laringe com sangue;
pulmdes edemaciados, firmes, hemorragicos e com coa-
gulos nos lobos apicais, cardiacos, diafragmaticos e inter-
mediarios, além de pleurite fibrinosa.

A A. pleuropneumoniaefoi detectada pelas analises bac-
teriolégicas nos pulmdes de todos os leitoes mortos.

Uma diminuicéo progressiva do TP foi observada no gru-
po infectado demonstrando alteragdes no mecanismo
extrinseco da coagulagdo sangtiinea. No grupo nao infectado
n&o houve alteragéo (Fig. 1).

Observou-se um aumento progressivo do TPAT (Fig. 2)
20 h depois da infecgao no grupo infectado; no grupo con-
trole ndo houve alteragoes.

Nzo houve diminuigao no TT no grupo nao infectado du-
rante o experimento, porém no grupo infectado observou-se
uma diminuicao do tempo a partir de 20 h apés a infecgéo
(Fig. 3).

Um aumento progressivo na concentragao de FIB foi
observado 20 h depois da infec¢éo no grupo infectado, per-
manecendo elevado até o fim do experimento (Fig. 4).
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Figura 1 - Diminuig&o (em porcentagem) no tempo de protrombina nos
animais infectados.

*Diferencgas significantes (P<0.005) foram observadas entre os gru-
pos infectado e n&o infectado.
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Figura 2 - Aumento no tempo parcial ativado de tromboplastina nos
animais infectados.
*Diferencas significantes (P<0.005) foram observadas entre os gru-
pos infectado e n&o infectado.
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Discussio

A A. pleuropneumonia, sorotipo 1, produziu sinais cli-
nicos e mortalidade. As alteragdes anatomo-patoldgicas
foram pleurite e pneumonia hemorragica. Esse distrbio
circulatério pode ser explicado pelo que demonstrou
Bertram (1985): os primeiros efeitos da infeccdo por A.

A Grupo nao infectado

Figura 3 - Diminui¢&o no tempo de trombina nos animais infectados.
*Diferengas significantes (P<0.005) foram observadas entre os gru-
pos infectado e n&o infectado.

FIBRINOGENIO
(-]

O Grupo infectado
A Grupo nio infectado

Média + SEM

*P<0,005

Figura 4 - Aumento na concentragéo de fibrinogénio durante o expe-
rimento nos animais infectados.

*Diferencas significantes (P<0.005) foram observadas entre os gru-
pos infectado e n&o infectado.

pleuropneumoniae envolviam ativagao de macréfagos e
plaquetas e um aumento da permeabilidade dos capilares
do septo intralveolar.

Aativagdo da coagulagéo do sangue leva a uma dimi-
nuigdo da concentragao dos fatores e cofatores do meca-
nismo intrinseco (XII, XI, IX, VIIl) e do mecanismo extrinsico
(fator VII e tromboplastina tecidual). Os fatores ativados
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IXa, Vllla do caminho intrinseco da coagulagdo formam
um complexo juntamente com fosfolipideos e célcio no
qual ativa o fator X do caminho comum da coagulagao
sangliinea; por outro lado, o fator VII ativado forma um
complexo com a tromboplastina tecidual e calcio que tam-
bém ativa o fator X. O fator X ativado juntamente com o
fator V ativado, fosfolipideos e calcio formam um comple-
xo que transforma a protrombina em trombina e esta Ulti-
ma catalisando a transformag&o do FIB em fibrina leva a
formacgao do coagulo (Duckert, 1984).

O aumento do TPAT demonstrou que os fatores e
cofatores do mecanismo intrinseco da coagulagao
sangiiinea foram ativados. Essas observagdes puderam ser
explicadas por Movat e Burrowes (1985) que descreveram
os efeitos da endotoxina na reagéo inflamatéria local, in-
cluindo a estimulacéo de neutréfilos e macréfagos e a ati-
vacéo do fator XIl do mecanismo intrinseco. Mais tarde,
Simon e Ward (1988) relataram a importéncia da
endotoxina, o sistema do complemento, metabdlitos do
4cido araquinadico e do sistema de coagulagéo sanglinea
nas lesdes pulmonares.

Um aumento na produgéo de tromboplastina tecidual
pelas células inflamatérias, especialmente macrofagos
alveolares e células endoteliais estimuladas pela endotoxina
e complexos imunes, contribuem para a atividade
procoagulante conduzindo a uma diminuig&o do fator Vi
do mecanismo extrinseco da coagulagédo do sangue (Car,
1990). Essa descri¢do pode estar relacionada com a dimi-
nuicao do TP observada nesse estudo que reflete consu-
mo de fatores e cofatores do caminho extrinseco da coa-
gulagao sangiinea.

Endotoxina, citocinas como IL-1 e FTNa agem sobre
as células endoteliais suprimindo a atividade da
trombomodulina (Jaffe, 1988). Conseqlientemente uma di-
~ minuigéo do complexo trombina e trombomodulina leva a
um aumento na concentracédo de trombina no sangue. Em
adicao, a ativagdo dos mecanismos extrinseco e intrinse-
co da coagulagéo leva também a um aumento da concen-
tracdo de trombina. Uma diminuigao no TT foi observada
durante o experimento refletindo um aumento na concen-
tragao sangliinea da trombina. A hiperfibrinogenia observa-
da pode ser explicada pelo aumento da produgao hepatica
durante o processo inflamatério agudo. Um aumento das
concentragdes de trombina e de FIB no sangue reflete um
aumento nas concentragdes de mondmeros de fibrina,
fibrinopepitideos A e B os quais resultam na formagéao de
coagulo. Essas alteragées foram observadas
macroscopicamente nos pulmdes dos leitdes infectados
com A. pleuropneumoniae.

Conclui-se que a bactéria A. pleuropneumoniae produ-
ziu a ativagéo dos fatores dos caminhos extrinsecos, in-
trinsecos e comuns da coagulagido do sangue através
dos mediadores inflamatérios. Essas ativagdes podem
contribuir para o aumento da concentragéo de trombina
levando a transformago do FIB em fibrina. As lesoes pul-
monares associadas com coagulos sangiiineos nos ani-

mais infectados com A. pleuropneumoniae e que s&o
carateristicas dessa enfermidade, podem ter sido uma das
conseqiiéncias da ativagdo e consumo de fatores e
cofatores da coagulagdo do sangue.

Abstract

Effect of Actinobacillus pleuropneumoniaeinfection on
pigs’ blood coagulation system

The effect of Actinobacillus pleuropneumoniae infection
on pigs’ blood coagulation system was studied. Twenty
five specific pathogen free weaned piglets were randomly
assorted into two groups. Ten of the piglets were infected
with 5x108 CFU of A. pleuropneumoniae serotype 1, and 15
used as negative controls.

The prothrombin time, expressed as percentage, de-
creased. The activated partial thromboplastin time increased
and the thrombin time decreased. Concentrations of fibrino-
gen increased during the trial. These observations were
consistent with consumptions of blood coagulation factors
in the intrinsic, extrinsic, and common pathways of blood
coagulation, producing coagulability. Therefore
intrapulmonary haemorrhage and clot formation may be
observed in the lungs of piglets infected with A.
pleuropneumoniae.

Key words: Actinobacillus pleuropneumoniae;
pleuropneumonia; blood coagulation factors
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