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CAPITULOI

INTRODUCCION GENERAL

Se considera a las neumonias como los padecimientos de mayor
importancia en los animales domésticos y, a las bacterias del género

Pasteurella como los microorganismos mas relacionados con ellas.

El término: pasteurclosis neumodnica (PN), se emplea para referirse a las
neumonias causadas por Pasteurella en todas las especies animales; sin

embargo, resulta particularmente importante en los bovinos.

Cuando se establecid que la PN es ¢l resultado de una alteracion en los
mecanismos de depuracion pulmonar, ocasionada por diversos factores
condicionantes durante el manejo del ganado (transporte prolongado,
hacinamiento) o ambientales (cambios extremosos en la temperatura,
humedad relativa e¢levada), lo mismo que a infecciones virales
predisponentes (rinotraqueitis infecciosa bovina, parainfluenza-3, diarrea
viral bovina), se ha prefendo lamarla complejo respiratonio bovino (CRB).
No obstante, el término PN persiste debido a la rclevancia de Pasteurella
haemolytica (mas que Pasteurella multocida) en la generacion del dafio
pulmonar y, por ende, en las manifestaciones clinicas derivadas del

padecumiento.



Existe una gran cantidad de informacion acerca de los mecanismos
patologicos que intervienen en €l desarrollo del dafio pulmonar causado por
P. haemobytica; sin embargo, quedan ain muchas dudas por resolver.
Recientemente, ¢l interés de los investigadores se ha dirigido hacia el estudio

de los efectos inflamatornics de su endotoxina (ET).

Por otra parte, es importante sefialar que casi la totalidad de esta
informacion ha sido generada de trabajos experimentales con bovinos y
ovinos. En efecto, hasta ahora perdura la opimion generalizada de que, en
este importante padecimiento de los rumiantes, solo éstos pueden ser

utilizados como animales de experimentacion.

Con anterionidad se han ltevado a cabo escasos, aunque importantes,
intentos por desarrollar un modelo de la PN en animales de laboratorio, no
obstante, sus resultados han sido desderados, quizd porque P. haemolytica
catece de patogenicidad para €stos animales y, en consecuencia, el daiio
tisular que se obtuvo en aquellos experimentos file practicamente nulo o no
guardaba similitud con lo que se aprecia en casos mnaturales de la
enfermedad.

Al considerar que el empleco de un modelo anmimal, aparte de los
rumiantes, resulta imprescindible para el estudio de la patogénesis del dafio
pulmonar causado par P. haemolytica, y que el lipopolisacarido (IPS) de la
bactena ha demostrado ser el responsable de la mayoria de los efectos
inflamatorios, se llcvd a cabo este trabajo que tuvo como objetivo emplear al

conejo para estudiar los efectos inflamatorios del LPS de P. haemolytica



sobre el pulmon, mediante la reaccion de Shwartzman y el fenémeno de
Arthus; lo anterior, al suponer que pudieran existir similitudes entre estos

mecanismos inflamatorios y lo que sucede naturalmente en la PN.



CAPITULO II

REVISION DE LA LITERATURA

Patogénesis del Daiio Pulmonar provocado por Pasteurella haemolytica.

Existen varios trabajos relacionados con la patogénesis de la PN del
ganado, sin embargo, la mayoria coinciden en que aun no sc comprende, en
su totalidad la complejidad de las interacciones que generan el dafio

pulmonar en ¢l animal enfermo (30,91).

Las condiciones de estrés y/o las infecciones wvirales que propician la
colonizacion bacteriana, al vulnerar los mecanismos de defensa del sistema
respiratorio, no seran tratados en esta seccion, smno que la revision se
centrard en la generacidon del dafio pulmonar en respuesta a los factores de
virulencia de la bacteria. Una revision del concepto multifactorial y
plurietiolégico del CRB, como ahora se le prefiere referic a la PN, se

presenta en €l apéndice B.

Los factores de virulencia de P. haemolytica, mayormente asociados con
la generacion de dafio pulmonar son la leucotoxina y la endotoxina
(18,29,78,91). Otros factores de wvirulencia, como son la cdpsula, la
hemolisina, ]a neuraminidasa, una proteasa neutra y proteinas de membrana,

00 han sido tan ampliamente estudiados, probablemente porque su efecto



sobre la promocién del dafio pulmonar sea menos importante, aunque su
participacion en la patogema haya sido propuesta (1,33,68,96). Inclusive, a
pesar de que se ha referido la presencia de fimbnas, éstas mo han sido
facilmente demostradas, por lo cual, su papel en la patogénesis también es
cuestionable (33).

La [eucotoxina

La leucotoxina (LT) es una proteina termolabil, producida solamente
durante [a fase de crecimiento logarittnico de la bacterna, con efecta toxico
especifico para leucocitos de rumiantes (1,18,68,78,91,96). Esta auténtica

exotoxina es producida por todos los serotipos de P. haemolytica (68,91).

La LT pertenece a un grupo de toxinas bactcrianas denomipadas:
“citolisinas formadoras de poros”, por sus tipicos efectos sobre las
membranas celulares; estos poros de 0.9 a 1.2 nm de diametro, permiten la
disipacion de los gradientes transmembrana de K+ y Nat, ocasionando un
desbalance coloide-osmético y el consiguiente hinchamiento celular
(18,68,91,96). Subsecuentemente, ¢l Ca2+ extracelular puede entrar a a
célula y lisarla, ya sea a través de la activacion de fosfolipasas membranales
o de la destruccidn del citoesqueleto; la citélisis es evidente por {a formacion
de graves defectos en la membrana reconocidos ultraestructuralmente y la
deteccion de enzimas indicativas de la extrusion de componentes

citoplasmicos, como la deshidrogenasa lactica (13).



La LT de P. haemolytica esta genéticamente relacionada con la
hemolisina de Actinobacillus pleurapneumoniae y la alfa-hemolisina de
Escherichia coli; estas citolisinas constituyen una familia de toxinas
codificadas por genes con alta homologia en las secuencias de su DNA (18).
Al parecer, las secuencias rependas de nueve aminoicidos en estas
citolisinas, son los sitios de unmidn con ¢l Ca2+, imprescindible para su

actividad toxica (18).

Como ya se menciond, la LT es una proteina, que ademds de termolabil
es estable en presencia de oxigeno, no es dializable, no es hemolitica y es
soluble en agua (91,96); otras propiedades son su estabilidad al pH, ya que
reliene su actividad entre 4.5 y 9 (1,96). Su peso molecular es de 101 a 105
kDa; sin cmbargo, estas estructuras parccen scr las subunidades activas de

una forma inultimérica de 300 kDa o mas (18,91).

Al parecer, para que ocurra la actividad toxica de la LT se requiere que
las bacterias la produzcan en estrecha proximidad con las células blanco, ya
que, de otra forma, su sensibilidad a la proteolisis la inactivaria. Se ha
esttmado su vida media en menos de 60 min a 30° C (18). Por otra parte, se
presume que la actividad de la LT se ejerce al ligarse a receptores en la
superficie de las células susceptibles, por lo cual no requiere de ser
mternalizada (18,91).

Los efectos toxicas de la LT se¢ han demostrado in vitro en macrofagos,

neutrofilos, linfocitos, células de linforna y plaquetas (18,68,96). Asimismo,



in vivo se ha reconocido su efecto sobre leucocitos, particularmente sobre
macrofagos (91).

La participacion de [a LT en la generacién de daiio tisular en el pulmon,
ocurre a través de la activacion y lisis de polimorfonucleares neutrofilos
(PMN) y macrofagos. En efecto, la activacién de fosfolipasas com la
subsecuente liberacion del factor activador plaquetario, la activacién de
compuestos con efectos quinuotacticos y vasoactivos derivados del acido
araquidénico, la desgranulacion del arsenal enzimatico contenido en los
lisosomas, la generacion de radicales toxicos del oxigeno y la induccion de
citocinas proinflamatorias como la interleucina -1 (IL-1) y el factor de
necrosis tumoral (TNF), contribuyen a la instauracion de una respuesta
inflamatoria y, en consccuencia, dafio tisular (88,91). Asimismo, las
plaquetas pueden también contribuir al liberar fibrindgeno y compuestos

vasoactivos en presencia de la LT (18).

Como ha podido apreciarse, la LT de P. haemolytica no tiene un efecto
directo en la generacion del dafio tisular; su participacion en este sentido se
finca en la activacion y lisis de las cé€lulas susceptibles. Por lo tanto, su
funcién parece tener mas relacion con un mecamsmo de defensa para la

bacteria que con un factor promotor del dafio tisular (29,88).

La Endotoxina

La endotoxina (ET) es el otro factor de virulencia comsiderado de

importancia, capaz, por si mismo, de generar una respuesta inflamatoria



compatible con las lesiones que se reconocen en casos naturales de PN
(90,91).

La endotoxina (ET) de P. haemolytica es similar al LPS de otras bacterias
Gram negativas, tanto en propiedades fisicoquimicas como biologicas (96).
Se estima que del 12 al 25% de la pared de esta bacteria estd compuesta de
LPS, principalmente de tipo liso (91,96).

Los mecanismos que generan la ampha gama de efectos patoldgicos
denivados de los LPS tanto a nivel celular como sistémico, son muy
complejos. Basicamente, el LPS puede interactuar con las membranas de las
células a través de receptores de los polisacandos ¢ directamente por la
insercidn del lipido A; asimismo, puede ser internalizado por pinocitosis €
inclusive, cuando se encuentra ligado a Lipoproteinas plasmaticas mediante
receptores  especificas  (CD-14) em  macrofagos  (46,62,91).
Subsecuentemente, el LPS puede activar la c¢élula al funcionar como un
activador de las serinproteasas, merced al lipido A; ademds, puede alterar la
metnbrana del reticulo endoplasmico, permitiendo la eutrada de Ca2+ y la
consiguiente activacion de las rutas metabdlicas dependientes. Inclusive el
LPS puede interactuar con la membrana mitocondnal externa, alterando el
gradiente de protones y, por ende, la glucolisis oxidativa. Esta situacidn
genera la activacion de la ruta anaerdbica de la glucdlisis que conlleva la
produccion de dcido lactico y radicales de oxigeno, asi como la ruptura de

lisosomas (55,91).



Particularizando sobre los efectos patoldgicos de los LPS, o mas
especificamente del lipido A  sobre las células endoteliales, puede decirse
que inducen alteraciones en su forma hasta provocar picnosis y disminuyen
la sintesis de DNA, RNA y proteinas. Estos efectos pucden deberse a la
activacion propia de las células por mecamsmos dependientes de la
protemcinasa C y el comsiguiente recambio aumentado de fosfoinosital.
Asimismo, debe considerarse que las células asi achivadas pueden generar
una amplia gama de mediadores proinflamatorios como factor de activacién
plaquetaria (PAF), derivados del acido araquidénico (prostaciclina PGI2,
prostaglandina E2, PGE2), factor tisular (TF), inhubidor del activador del
plasmindgeno ¢ -1 (91).

El efecto directo de la endotoxina sobre el epitelio alveolar es menos
preciso; sin embargo, los cambios ultraestructurales asociados a la liberacion
de enzimas indicativas de daiio tisular, ocurren con mayor notoriedad cuando
la respuesta inflamatoria esta presente, de tal forma que podrian considerarse
secundarios a la propa inflamacion (43,91). No obstante, debe tenerse en
cuenta la accion efectora onginal de las células del epitelio respiratorio,
puesto que son capaces de producir sus propios mediadores inflamatorios,
los cuales actuarian de manera autocrina y/o paracnna, potencializando el
evento (20).

Mediante técnicas sofisticadas de microscopia electronica se han
registrado 1os acontecimuentos que ocurren en neumocitos U expuestos a
LPS in vitro. Por principio, existe una acumulacion mmcial del LPS en las

mucrovellosidades de la c¢éfula, probablemente ligado a receptores
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especificos; posteriormente, hay internalizacién de las moléculas las cuales
forman discretos cimulos en el citoplasma; luego, se aprecia su localizacion
condensada en ¢l interior del nicleo en areas libres de cromatina; asimismo,
en algunas areas de la membrana se demuestra acumulacion de LPS y su
asociacion con tubulina en dreas adyacentes. L9s sucesos descritos
anteriormente, resultan evidentes a partir de 60 min y estan acompanados de
un agrandamiento del reticulo endoplasmico y de la membrana nuclear, lo

mismo que de alteraciones en las mitacondrias (64).

Por otra parte, existe una relacion directa entre los efectos de los LPS
sobre los neumnocitos II y alteraciones en el surfactante alveolar. En efecto,
fas células dafiadas pueden producir una canttdad disminuida de surfactante
y/o surfactante con una composicion anormal de sus fosfolipidos. Ademas, la
interaccion directa de los LPS con el surfactante, causa un aumento en la
tension superficial. Todo lo antenior conduce a la generacion de edema,
hemorragia y atelectasia alveolar (14). Empero, el propio surfactante puede
ejercer una accion protectora al inhibir los efectos de los LPS sobre PMN y
macrofagoes alveolares. Al respecto, se ha observado que los PMN incubados
con LPS mezclado con swiactante, tienen una gencracion distminuida de
radicales toxicos e oxigeno y de lisozima, que cuando se estimulan
directamente con LPS; los macrofagos, por su parte, tienecn menor

produccion de 1L-1 (39).

Los macrofagos alveolares y los macrofagos intravasculares del pulmén
pueden interactuar directamente con las ET, ya sea que éstas leguen al

pulmon por via aerdgena o por via sanguinea (91). Esta interaccion conduce
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a la activacion de los macrofagos directa e indirectamente, mediante la
activacion del complemento (91). Los macrofagos, asi activados, pueden
generar una amplia gama de compuestos promnflamatorios, procoagulantes,
radicales tdxicos dc oxigeno y proteasas (91). Particulanzando sobre los
compuestos proinflamatorios, resultan muy evidentes los efectos flogisticos
de la [L-1 y el TNF cuando se administran LPS por via endotraqueal (81). Al

parecer la IL-1 posee un efecto wflamatorio mas potente que el TNF (81).

Como ya se sefialo, los efectos inflamatorios derivados de la estimulacién
de los macrofagos se €jerce mayormente a través de citocinas, que a Su vez
atraen y/o activan a los PMN (IiL-1, IL-8 y TNF), inducen la expresién de
moléculas de adhesion en estas células (familia de moléculas de adhesién
CD-138 [integrinas]), lo mismo que en las células endoteliales (moléculas de
adhesion ELAM-1 ¢ ICAM-1); igualmente, generan actividad procoagulante
en las superficies endoteliales (TF o tromboplastina, factor V, inlibidor del
activador del plasmindgeno y PAF) y, finalmente, participan en el control
del flyjo sanguineo mediante substancias vasodilatadoras (PGI2) (6,46,62 ).

No obstante, los macréfagos activados por ET, ya sea que ésta s¢
administre por via endotraqueal o endovenosa, también generan citocinas
que moderan y aminoran la afluencia de PMN y, por ende, la respuesta
inflamatoria; estas citocinas son la IL-6 y el factor transformante del
crecimiento (TGF), cuya accidon basica se ¢jerce por la regulaciéon negativa
sobre [a produccion de TNF (82). Por otra parte, en animales y humanos que
sufren de procesos sépticos e inflamatorios, se ha demostrado la produccion

natural de un antagomsta del receptor de la [L-1 (IL-1ra) (26). Este
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antagomista, producido por el linaje celular monocitos-macrofagos, compite
can la IL-1 al ocupar sus receptores en las superficies celulares, pero no
desencadena las respuestas tipicas de la I1.-1 (5,26). Recientemenete, se ha
demostrado que los PMN pueden ser la fuente mas importante de IL-1ra
cuando s¢ induce una respuesta inflamatoria en €l pulmén mediante la

admimstracion endotraqueal de L.PS (80).

Los PMN uo resultan activados directamente por los LPS; sin embargo,
en pequeiias cantidades, los LPS sensibilizan a estas células para desarrollar
una potente respuesta en presencia de un segundo agonista. De esta forma,
el factor CS5a del complemento, factorcs quimiotacticos bactcrianos
(oligopeptidos formilados), lecucotriecnos (LTB-4) y citocinas (IL-1, TNF,
IL-8 y posiblemente también los factores estiimulantes de la colontzacion
[CSFs]), pueden actuar como agonistas secundarios y favorecer la respuesta
exacerbada de los PMN (91). Empero, resulta evidente que estos agonistas
secundarios (con excepeion de los factores quinuoticticos bactenanos),

también son inducidos por los propios LPS.

Los PMN, asi activados, son los responsables del dafio ttsular al liberar
radicales téxicos de oxigeno y enzimas lisosomales; sin embargo, también
contribuyen a perpetuar ¢l cstimulo flogistico al producir ellos mismos IL1,
PAF y LTB-4 (6,73,91). Otro fendmeno derivado del efecto de las citocinas
sobre los PMN es la expresion de moléculas de adhesidn, indispensables
para la acumulacion de estas céfulas en los sitios donde se requiere de la
rcspuesta  inflamatoria (26,46). Finalmente, los PMN pueden también
regular la respuesta inflamatoria al producir por su cuenta IL-6 (80,82).
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A mivel molecular, la activacion de los PMN, luego de la ligadura de un
factor quimiotictico a su receptor, se debe a una proteina que a su vez une
GTP al complejo agonista-receptor previamente formado; subsecuentcmente,
ocurre la hidrolisis del fosfatidilinositol mediante fosfolipasas A2 y C, dando
lugar a fosfatos de inositol y diacilglicerol. En consecuencia, hay una
elevacion del calcio libre en el citosol y la activacion de la proteincinasa C

que conlleva la fosforilacion de proteinas (6,73).

Los LPS pueden activar directa e indirectamente a las plaquetas. El
efecto directo depende de la activacion de la proteincinasa C y las
consecuencias subsecuentes, mientras que la activacion indirecta parece
corresponder a la activacion del complemento. Las plaquetas, asi activadas,
liberan productos promflamatrios como PAF, prostaglandinas, leucotrienos y
tromboxanos (TXA2), asi como también factores de la coagulacion (V, VIII
y fibrindgeno), substancias vasoactivas (serotonina) y enzimas lisosomales
(46,55,91). Por lo anterior, la contribucion de las plaquetas en la respuesta
inflamatoria es significativa;no obstante, la deplecidn de plaquetas en el
borrego no modifica los efectos patologicos de la respuesta pulmonar ante un
desafio sistémico con LPS (91).

Los LPS pueden también activar a los linfocitos, los cuales participan en
la respuesta inflamatoria al generar TNF, interferon gamma ([FN-3) y CSFs.
Estos mediadores pueden, a su vez, activar macrofagos y asi favorecer el
evento flogistico (55,91). Por otra parte, el papel de los linfocitos en los
mecanismos de defensa especificos, es decir, en la respuesta inmune, es

indispensable. Los LPS favorecen la mitogénesis de los linfocitos; asimismo,



14

al estimular a los macrofagos, la liberacion de IL-1 estimula a los linfocitos T
para interactuar con los linfocitos B a través de citocinas, particularmente
IL-2, para instaurar una respuesta inmune adecuada, inclusive contra los
propios LPS. Vale mencionar que los LPS pueden también actuar como
adyuvantes (55).

Como ya se menciond, los LPS pueden activar los diferentes mediadores
sistémicos de la respuesta inflamatoria. Por ejemplo, el complemento puede
resultar activado por accion de los LPS, tanto por la via clasica como por la
ruta alterna. Como se recordard, cl lipido A actia como activador de las
serinproteasas y, en consecuencia, puede activar la fraccion Clq del
complemento en ausencia de anticuerpos. Esta activacion conduce a la
generacion de la fraccidn convertasa (C4-2) de C3 y toda la cascada
dependiente. Asimismo, los LPS promueven la ligadura del factor B con
pequeiias cantidades de C3b activando la ruta alterna; por ofra parte, los
polisacindos componentes de fa fraccion O de tos LPS, pueden generar [a
produccion de la convertasa de C3, estableciéndose los mpredientes para la
activacion alterna (55) Finalmente, debe considerarse la importante
participacion de las anafilatoxinas (C3a, C5a) en la nstauracion del evento
flogistico a través de su efecto vasoactivo y de quimiotaxia scbre los PMN,;

asimismo, la accion de C3b como opsonina (46,53).

Los mecamsmos de la coagulacion y de la fibrinolisis también se ven
afectados por efecto de los LPS. En pnmer térmuno, la actividad de
serinproteasa del lipido A también activa el factor XII (Hageman) de la ruta
intrinseca de la coagulacion vy, por lo tanto, toda la cascada dependiente. Por
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otra parte, como ya se ha sedialado, [as superficies endoteliales son influidas
en favor de una accion procoagulante por efecto de los LPS a través de la

accion de citocinas (I1.-1,TNF) (46,55,62,91).

La activacion del factor XII conlleva la activacion del sistema de cininas,
de la fibnnolisis y del complemento (55,91). Sin embargo, la activacién
desequilibrada de estos sistemas es capaz de provocar una multitud de
efectos inflamatorios desfavorables, al establecerse rutas de retroactivacion

reiterativas que exacerban €l evento.

Se ha propuesto que el dafio tsular quc se obscrva en la PN es
precisamente un gjemplo del imbalance entre los mecanismos anteriotraente
expuestos. En efecto, los macrdfagos alveolares de las zonas afectadas del
pulmén, tuvieron hasta 30 veces mds actividad procoagulante que los
macrofagos de las dreas no afectadas y 37 veces mds que macrofagos de
pulmones normales; en cambio, cuando se compar0 la actividad
profibrinolitica de leucocitos pulmonares (macréfagos alveolares y PMN,
proncipalmente) obterudos de zonas afectadas y de no afectadas, se aprecid
una actividad 23 y 4 veces menor, respectivamente, en comparacion con
células normales (17). Ademds, mediante procedimientos de
nmunohistoquimica, se demostré una intensa reactividad a la tromboplastina
(TF), tanto en macrdfagos como en células alveclares de areas con severa

inflamacion (17).

A manera de colofon, resulta evidente que la proliferacién de P.

haemolytica en las superficies alveolares, desarrolla una serie de eventos



16

flogisticos dependientes de la activacion de los macrofagos pulmonares,
tanto de los alveolares como de los intravasculares. Esta activacion genera
una sene de factores prownflamatrios, dentro de los cuales se destacan la I1-1
y el TNF. El fenémenc mflamatono resultantc cs ¢l reflejo de una
complicada interaccion de los componentes inflamatorios derivados tanta de
células como del plasma; su retroactivacion reiterada y su traslape en
efectos, conduce a la generacion de un dafio tisular exacerbado en el pulmén.
Todo parece indicar que ¢l LPS de P. haemolytica tiene un efecto

protagonico mas importante que la LT,



CAPITULO III

PLAN DE TRABAJO

Cormo ya se menciond en el Capitulo 1, el objetivo general de este trabajo
fue emplear al conejo como modelo animal para estudiar los efectos
inflamatorios del LPS de P. haemolytica sobre €l pulmon. Los experimentos
fueron disefiados para conocer estos efectos inflamatorios a través de la
reaccion de Shwartzman y el fendmeno de Arthus, que a su vez se

constituyeron en los objetivos particulares,

Se supuso que las lesiones provocadas tanto por 12 reaccién de
Shwarztman como por €l tenomeno de Arthus, tendrian respect:vamente,
scmejanzas con las lesiones que sc observan en casos naturales de PN. De
confirmarse las hipoOtesis amteriores, podria entonces presumirse la
participacion de mecanismos patogénicos relacionados con estos fenomenos
inflamatorios experimentales, en el desarrollo de las lesiones neumonicas de

la PN.

Para conseguir lo anterior s¢ disefiaron originalmente, tres expenmentos.
El pnmero fue decisivo v se condujo para conocer el ¢fecto mflamatono del
LPS de la bacteria en el pulmén del conejo y su capacidad para inducir la
reaccion de Shwartzmap, tanto en la piel como en el pulmén. Este ensayo se

describe en el experimento 1. Los otros dos se condujeron conociendo de

17
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antemano ¢l pader flogistico del LPS sobre el pulmodn;, entonces, se probo ¢l
efecto que la inmunizacidn pasiva podria tener sobre la respuesta
mflamatona del pulmdn ante el desafio pulmonar con el LPS, incluyendo la
reaccion de Shwartzmman. Este ensayo se describe en el experimento 3.
Finalmente, en el experimento 4 s¢ procedid a conocer la respuesta del
pulmoén ante el LPS de la bacteria, cuando existia previamente un estado de
hiperscnsibilidad; ésto compatible con una reaccion de Arthus activa. No
obstante, después del experimento inicial, surgid la inquietud de saber si la
respuesta inflamatoria del pulmon se veia influda por la dosis del LPS
admunistrado por via endotraqueal, al grado de modificar las observaciones
que se habian obtenido previamente; por ésta razon fue incluido como
experimento 2 este breve ensayo. Con base en lo anterior, se ha decidido

presentar en el Capitulo IV cada expenimento por separado.



CAPITULO IV

TRABAJO EXPERIMENTAL

Experimento 1

Induccién de la Reaccion de Shwartzman en el Pulmoén del Conejo

Empleando Lipopolisacando de Pasteurella huemolytica

Resumen

Se induyo la reaccion de Shwartzman (RS) en €l pulmén de conejos con
interés de comparar las lesiones provocadas con las que se presentan,
naturalmente, en la pasteurelosis neumonica (PN) y, en su caso, proponer
una patogenia simniar. Para mdoacirla primero se admimstrd una dosis
preparatoria de lipopolisacarido (LPS) de Pasteurelia haemoiytica (50ug)
por via endotraqueal, seguida 24 h mds tarde, por una dosis provocativa del
mismo LPS (100 pg) por via endovenosa. Doce horas después los animales
se sacrificaron. El pulmon derecho se empled para estudios de
histopatologia, mientras que el izquierdo para realizar lavados
branquiocalveolares (LBA) Para comparacion se incluyeron grupos que
recibieron solamente ¢l LPS de P. haemolytica por via cndotraqueal o

endovenosa (la inoculacion faltante correspondié a solucidn salina fisiolégica
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[SSF]), asi como también otro grupe al que se admimistto LPS de
Escherichia coli tal y como se describid al principio y otro mas que recibid
SSF de la misma manera. Las lesiones mas notorias comrespoudieron a los
animales que recibieron LPS de P. haemelytica por via endotraqueal y a los
animales que se les provocd la RS, empleandc tanto el LPS de P.
haemolytica como ¢l de E. coli, si bien en éstos Gltimos fusron menos
intensas. Las lesiones consistieron en coungestion, hemorragias y areas de
coasolidacion. Microscdpicamente se aprecid una neumonia intersticial con
abundante exudado serofibrimoso en alveolos; asimismo, dreas de
consolidacién compuestas por hemorragias, necrosis y un intenso infiltrado
de polimorfonucleares (PMN). Los animales a los que se indujc la RS
presentaron ademds hemorragias perivasculares y trombosis. Los animales
que recibicron el LPS de P. haemoiytica por via endovenosa presentaron
solamente neumonia wnterstical y el grupo que recibié SSF por ambas vias no
presento lesiones. Por otra parte, no se reconocieron diferencias entre los
grupos en lo que concierne a numero total de células, macréfagos, proteina y
deshidrogenasa lactica, obtenidos mediante LBA, sin embargo, los PMN,
monocitos y linfocitos si resultaron diferentes, particularmente en los
animales que recibieron el LPS de P. faemolytica por via endotraqueal y en
los que se les indyjo la RS con el msmo LPS. Se concluye que el LPS de P.
haemolytica es capaz de provocar una reaccion flogistica en €l pulmén tanto
por via endotraqueal como endovenosa, aunque la respuesta ¢s mucho mas
intensa en la primera; asimismo, que la RS no provoca una respuesta
inflamatoria mds tensa que 12 sola inoculacion endotraqueal del LPS de F.
haemalytica. Finalmente, que el conejo es un buen modelo para evaluar la

respuesta inflamatoria pulmonar provocada por el LPS de P. haemolytica.
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Introduccidn

El dafio tisular generada por la respuesta inflamatoria en el pulmon es una
de las formas mds comunes de enfermedad tanto en el hombre (61) como en
los animales (69). Las endotoxinas ¢ LPS, componentes mayoritarios de [a
pared de las bacterias Gram negativas (62), son los principales responsables

en muchos de estos casos (65,91).

Evidencias clinicas y experimentales sugieren que la activacion del
complemento, particularmente Ia fraceidn C3, y los PMN, participan en el
desarrollo del dafio pulmonar mediado por LPS (65,77). Sin embargo, mas
recientemente, ha quedado de ‘maniﬁesto la relevancia de la interleucina-1
(IL-1) y del factor de necrosis tumnoral (TNF) en estos eventos inflamatorios
(65,80,81,87). De hecho, se estima que los LPS gjercen su accion primorclial
indirectamente a través de células sensibilizadas por éstos y la consiguiente
induccion de mediadores proinflamatorios. Al respecto, se considera a los
macrofagos, tanto a los alveolares como a los intravasculares, como las
células mas importantes en la promocion del dafio tisular en el pulmon
(81,91).

P. haemolytica es la bacteria de mayor importancia en las neumonias de
los bovinos y ovinos; sin embargo, carece de patogenicidad para los demas
animales domésticos (25,68,96). El LPS de esta bacteria se ha postulado

como un importante factor de virulencia en el desarrollo de la severa
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bronconeumonia fibrinopurulenta que caracteriza a la pasteurelosis
neumonica (PN) (12,13,66,88,89,90,91).

Tanto las caracteristicas fisicoquimicas coma las propiedades bioldgicas
del LPS de P. haemolytica son similares a las de otras bacterias Gram
‘negativas (96). La capacidad para provocar la RS en la piel del conejo ¢s una

de las propiedades bioldgicas mas notables del LPS de P. haemolytica (63).

La RS es un fenémeno inflamatorio semejante a una reaccion alérgica,
inducida sobre todo por LPS vy originalmente descrita en la piel del conejo.
Este fenémeno resulta de un imbalance en los mecanismos de coagulacion y
fibnmolisis con la partictpacion también del complemento y los PMN
(49,52,75). Mas recicntemente se ha demostrado que la IL-1 y el TNF

participan de manera relevante (7,53).

La RS puede ser local o generalizada dependiendo de la ruta de
admunistracién de la primera dosis de LPS (inoculacion preparatoria). En el
primer caso €l inoculo debe ser intradermal mientras que en €l segundo es
endovenoso. Subsecuentemente, 18 a 24 h después, los animales reciben una
dosis del LPS por via endovenosa {inoculacién desencadenante). En la RS
local aparecerda una lesion hemorragica y necrotizante en el drea de la piel
que recibid la noculacion preparatoria. En la forma generalizada ¢l animal
sufrira de un fenémeno de coagulacion intravascular disemunada, similar al
shock séptico (49,52) Ademas, también se ha descnto una forma univisceral
de la RS en la cual el 6rgano blanco, sea el nifion, el higado o el pulmdn,

recibe el indculo preparatorio (49).
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Recientemente, se ha logrado provocar la RS ¢n ¢l pulmon de conejos,
empleando [.PS de P. multocida (59). Con base en los resultados obtemdos
en ese experimento, se propuso que la RS podria estar involucrada en la
patogénesis de la PN (59). En el presente trabajo se prosigue con la
experiencia adquirida, pero ahora empleande el LPS obtemido de P.
haemolytica tipo Al, la bacteria mayarmente asociada con €] desarrollo de
las lesiones pulmonares caracteristicas de la PN; lo anterior, buscando
confirmar tanto la hipOtesis previa para explicar la patogenia del

padecimiento, como la utilidad del conejo para este propdsito.

Matenal y Métodos

Lipopolisacandos. Se extrajo el LPS de una cepa de £. haemolytica tipo
Al denominada 82-25. E! procedimiento se realizé empleando una solucion
compuesta por fenol, cloroformo y éter de petrdleo en proporcion 2:5:8
respectivamente, segun ¢l procedimiento recomendado (32). El LPS de E.
coli (026.B6) fue obtemdo comercialmente (List Laboratones, [nc.Campbell,
CA). Se empled SSF hibre de pirogenos (Baxter Healthcare Corp., Deerfield,

IL) como vehiculo para las inoculaciones.

Amimales. Se emplearon 40 conejos Nueva Zelanda, machos de 2.2 kg de
peso al inicio del experimento (Small Stock Industries, Pea Ridge, AR). Los
animales se mantuvieron en condiciones convencicnales con alimento

comercial y agua ad libitum.
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Serologia. Previamente, se determind en los conejos la presencia de
anticuerpos hacia los LPS de E. coli (Grupo 2) y P. haemolytica (grupos 3,
y 5), empleando una prueba de hemoagiutinacion pasiva con eritrocitos de
borrego adsorbidos con los LPS respectivos (56). El procedimiento fue como
sigue: los eritrocitos fueron lavados tres veces con una solucién 0.01 M PBS,
pH 7.2 y ajustada a una suspensién al 1%. Los LPS de £. haemolytica y de
E. coli fueron aiiadidos a cada una de las suspensiones en cantidades de 50
ng, subsccuentemente, fueron incubados a 37°C durante una hora.
Posteriormente, los eritracitos fueron nuevamente lavados en tres ocasiones
con PBS pH 7.2 y ajustados a una suspension de 0.5%. A continuacion, se
realizaron diluciones dobles seriadas del suero d¢ los congjos en un volumen
de 50 ul de PBS en microplacas. A estas diluciones se afladieron 50 ul de los
eritrocitos  sensibiizados. Luego las mucroplacas fuerom agitadas ea un
agitador automatico (Microtiter Plate Shaker, Lab-line Instrumcnts, Inc.),
para ser incubadas por 2 h en un cuarto con temperatura controlada a 37°C.

Inoculacion. Se establecieron 5 grupos de 8 conejos cada uno. El grupo 1
recibié SSF (1.5ml) por via endotraqueal y SSF (1.0ml) por via endovenosa,
24 h mas tarde; el grupo 2 recibid¢ 50 pg de LPS de E. coli por via
endotraqueal v 100 pg del mismo LPS por via endovenosa, contenidos en
volamenes similares. Al grapo 3 se le admunistrd 50 pg de LPS de P.
haemolytica por ruta endotraqueal v SSF por via endovenosa; el grupo 4
recibio SSF por ruta endotraqueal y 100 ug del LPS de P. haemolytica por
via endovenosa, y al grupo 5 se le administrod LPS de P. haemolytica tanto
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por via endotraqueal como endovenosa. En el cuadro 1.1 se presenta el

disefio experimental correspondiente.

Para el procedimiento de inoculacion endotraqueal (preparatoria) los
animales se tranquilizaron con clorhidrato de ketamina (Ketaset, Aveco, Co.,
Inc.,, Fort Dodge, [A) y maleato de acepromazina (Promace, Ayerst
|.aboratories, Inc., New York, NY). Después de la inoculaciéon endotraqueal
los animales se mantuvieron ¢n una posicion vertical por 1 min, para
asegurarse que el indculo alcanzaria las porciones distales del pulmén. La

inoculacion endovenosa se realizé en la vena marginal de la oreja.

A manera de indicador de la RS que se pretendia inducir en el pulmén, se
realizé una inoculacion iotradérmica del LPS de P. haemolytica (100 ug del
LPS en 0.1ml de SSF) al iempo que se realizaba la inoculacion endotraqueal
del mismo LPS, en los grupos 3, 4 vy 5. Lo anterior para que ante la
inoculacion desencadenante, se indujera una RS local en la piel de los

animales de los grupos correspondientes.

Necropsia. A las 36 h posterniores al indculo preparatorio (12 h después
del desencadenante), los conejos fueron amestesiados con pentobarbital
sodico (Sleepaway, Fort Dodge Laboratories, Inc., Fort Dodge, 1A) y luego
desangrados por seccion de los grandes vasos abdomunales. A continuacion,
se abrié la cavidad tordcica para exponer los pulmones; en este punto la
traquea fue comprimida con unas pinzas hemostaticas. Todo el paquete
visceral se extrajo cwdadosamente y se registraron las lesiones

macroscdpicas; asimismo, se tomaron fotogratias de los pulmones de todos
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los animales. Posteriormente, se procedid a compnmir el bronquo que
conducia al pulmdn derecho, justo después de la bifurcacion de €stos. Luego,
se tomaron pequeras piezas de tejidos del pulmén derecho para fijarlas por
inmersion en formalina al 10% amortiguada y procesarlas posteriormente por
los procedimientos convencionales. Vale mencionar que aparte de la tincion
de rutina (H&E) se realizé también una tincién especial para demostrar
fibrina (38). Otros pequefios trozos del tejido se emplearon para estudias

bacienoldgicos de rutina para comprobar estenlidad.

Por otra parte, se¢ examinaron las lesiones cutancas de cada animal y
también se tomaron fotografias de ellas. Asimismo, se tomaron pequefios
trazos de la piel dafiada para fijarlas en formalina al 10% amortiguada y

procesarlas posteriormente por los procedimientos convenctopales (38).

Lavados Bronquioalveolares. Los LBA se llevaron a cabo en ¢l pulmon
izquierdo. Con una jeringa de 20 ml adaptada a un catéter, se depositaron en
la traquea 15 ml de SSF (dejando la pinza hemostitica comprimiendo el
bronquio que conducia al pulmdn derecho), los cuales fueron postericrmente
aspirados con la misma jeringa casi en su totalidad. Este procedimiento se
llevd a cabo en seis ocasiones. Finalmente, se¢ determin6 el volumen total
recuperado. Una muestra de este flutdo se utilizd para determinar la cantidad
total de células en un aparato automatizado (Nova Celitrak 2, Waltham,
Mass). El fluido restante se centrifugo a 200 X g durante 20 min (H6000A
rotor, RC3C Sorvall Centrifuge, DuPont, Wilmungton, DE). El paquete
celular se resuspendio en SSF para preparar frotis tefiidos (Diff-Quick,
American Scientific Products, McGaw Park, IL) ¥y proceder a su conteo
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diferencial. Vale meocionar que la determinacion total de las células se
realizo por duplicado, de tal manera que de cada animal se obtuvieron dos
valores y, por ende, también valores dobles del comtea diferencial. Lo
anterior, con la intencién de obtener un nimero mayor de observaciones.
Finalmente, el sobrenadante se empled para determinar el total de proteinas
(10), utlizando reactivos comerciales (Biorad Laboratories, Richmon, CA),
lo mismo que para determinar la concentracion de deshidrogenasa lactica

{Sigma Diagnostics, St. Louis, MO).

Microbiologia. Rutinariamente se tomaron pequefias piezas del pulmdén
derecho para rcalizar su estudio bacteriolégico. Las muestras se inocularon
en agar trypticasa soya con 0.5% de sangre de borrego desfibrinada (Dimed
Coarp., St. Paul, MN) y agar MacConkey (Difco, Lab., Detroit, MI). Las

placas se incubaron por 48 haras a 37° C y se examinaron diaramente.

Andlisis Tstadistico. Los resultados obtenidos de los LBA concernientes
a total de células, macrofagos, PMN, [infocitos, monocitos, proteina y
dehidrogenasa lactica, fueron comparados entre los diferentes grupos,
empleando el analisis de varianza a través de un disefio completamente al
azar (72). Postenormente, cuando se demostraron diferencias entre los

grupos, se realizd una comparacién de las medias mediante la prueba de

Scheffé (72).



Cuadro 1.1
DISENQ EXPERIMENTAL
0 horas* 0 horas* 24 horas 36 horas
Inoculacion Inoculacion Inoculacion Sacnficio
Endotraqucal Intradérmica Endovenosa
Grupo | 1.5 ml SSF no I mi SSF si
Crupo2 LPSE coli 0o LPS E. coli si
50 ug/1.5 ml SSF 100 pg/1 ml SSF
Grupo3 LPSP h LPS P A. 1 ml SSF si
50 pug/1.5 mi SSF 100 pg/0.1 ml SSF
Grupo 4 1.5 ml SSF LPS P.A. LPSH A s1
100 ug/G.1 mi SSF 100 pg/l ml SSF
Grupo5 LPSPhA LPS P. A. LPS P A st
50 pg/1.5 ml SSF 100 pg/0.]1 ml SSF 100 pg/l ml SSF s

5SF: Solucion Salina Fisiol6gica, LPS: Lipapolisacitido de F. ook o de P. kaetnolytica (P. A.), segiin
carresponda.

* La inoculacion endotraqueal v la intradémmica se realizaron simulténeas y correspondieron a las
inoculaciones prepacatorias. So6lo los grupos 3, 4 v S, que recibieron LPS de P. kaemalvtica fueran
incluidos en ¢l ensayo cutdneo.

Resultados

Serologiu. Mediante la prueba de hemoaglutinacion pasiva, se determinG

que los animales de todos los grupos, resultaron negativos al LPS de la cepa
026:B6 de E. coli (<1:10), lo mismo que al LPS de P. haemolytica, cepa 82-

25 (<1:5). En ambos ¢asos, s¢ ncluyeron sueros control para corroborar los

resultados de la prueba.
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Microbiologia. Los estudios bacteriologicos resultaron negativos en la
mayoria de los casos, y solo en unos cuantos, se aislé Achromobacter sp.
Lo anterior se considero resultado de contaminacion durante la manipulacion

de las muestras.

Patologia. Los animales del grupo 1 que recibieron SSF por ambas vias,
no mostraron cambios macroscopicos (figura 1.1) ni microscépicos en sus
pulmones (figura 1.2).

Los cangjos del grupe 3 que recibieron LPS de £. haemolytica por via
endotraqueal y luego SSF por via endovenosa, presentaron un dafio
moderado en sus pulmones, caracterizado por falta de colapso, pequeiias

areas de consolidacion de color rojizo-grisaceo y hemorragias (figura 1.3).

Microscopicamente, estos animalcs presentaron congestton intersticial ¢
infiltraciéon de numerosos PMN. En muchas areas se¢ apreciaron numerosos
bronquiolos y alveolos con severo edema alveolar, nco en proteina,
acompafiado de numerosos PMN. Las zonas de total consolidacion
correspondieron a hemorragias, necrosis, exudado serofibrinoso y abundante
infiltracion de PMN; también se reconocid edema y PMN infiltrando
alrededor de algunos vasos sanguineos. En algunos vasos sanguineos de
mediano calibre se aprecid inflitracion subendotelial de PMN (figuras 1.4 y
L.5).

Los animales del grupo 3 no presentaron una RS positiva en la piel; no



Figura 1.1, Se muestran los pulmones sin cambios macroscopicos. Conejo
perteneciente al grupo 1.

Figura 1.2 Se observa la arquitectura normal en los alveolos. Conejo
incluido en el grupo 1. 160 X
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Figura 1.3, Se muestran pulmones con 4reas hemorragicas. Conejo
perteneciente al grupo 3.

Figura 1.4 Se observa una area de extensa consolidacion y exudado en
bronquiolos. Conejo perteneciente al grupo 3. 100 X.
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obstante, microscopicamente se reconocid congestion, infiltracion difusa de
PMN e histiocitos, lo mismo que focal asociada al sitio del méculo (figura
1.6).

En los pulmones de los animales que recibieron SSF por via endotraqueal
y luego LPS de P. haemolytica por via endovenosa (grupo 4), se reconocio
una discreta congestion en la maycria de ellos. Microscopicamente se
aprecio cdema intersticial y en algunas dreas cdema alveolar. Los PMN se
observaron infiltrando en intersticio y solo ocasionalmente en la luz de los
alveolos. También se aprecié edema e infiltracion de PMN alrededor de
algunos vasos sanguineos, Eventualmente, se observaron PMN localizados
subendotelialmente en venas de mediano calibre y en algunos casos,

ocluyéndolas (figura 1.7).

La piel de los animales de este grupo presentd una RS tipica, como cabria
esperarla (figura 1.8). Histologicamente se reconocieron dreas de extensa
hemorragia y necrosis, asi como trombosis de los vasos sanguineos asociada
a vasculitis. Los PMN fueron las células que mayormente se reconocieron en

este proceso inflamatorio (figura 1 9 y 1.10).

Los animales de los grupos 2 y 5 que recibieron respectivamente LPS de
E. coli y P. haemolytica, pnmero por via endotraqueal y subsecuentemente
por ruta endovenosa, tuvieron cambios en sus pulmones, similares a los que
se observaron en los animales del grupo 3; aunque en algunos casos, las
lesiones hemorragicas fueron mds notorias (figura 1.11). De igual forma, los

cambios histologicos fueron similares a los del grupo 3; sin embargo, en las



Figura 1.5 Se observa una area de extensa consolidacion y abundante
mﬁltracién dc PMN Conejo perteneciente al grupo 3. 100 X.

. ’ 2 a ot . >, ',

Figura 1.6 Se observa una area con abundante infiltracion de PMN,
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necrosis y edema, en dermis. Conejo perteneciente al grupo 3.

100 X.
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Figura 1.7 Se muestran pulmones turgentes y congestionados. Conejo
perteneciente al grupo 4.

Figura 1.8 Se observa una drea con engrosamiento y celularidad de los
septos alveolares. Conejo incluido en el grupo 4. 160 X.



Figura 1.9 Se muestra una reaccion de Shwartzman tipica. Conejo
perteneciente al grupo 4.

Figura 1.10 Se observa una rea con intensa hemorragia que mvolucra
dermis. Conejo perteneciente al grupo 4. 40 X.
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Figura 1.11 Se observa trombosis y hemorragia en dermis con infiltracion
adyacente y difusa de PMN. Conejo perteneciente al grupo 4.
100 X.

A

Conejo incluido en el grupo 5.
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Figura 1.12 Se observan pulmones turgentes y con areas de consolidacion.
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zonas de mayor dafio, caractenizadas por edema alveolar rico en proteina,
necrosis, hemorragias y abundante infiltracion de PMN, las tinciones
especiales demostraron positividad para fibrina. Esta intensidad en la
respuesta inflamatona fue mdas manifiesta en los animales del grupo 5
(figuras 1.12 y 1.13). Por otra parte, aunque las lesiones vasculares en estos
grupos fueron similares a las anteriormente descritas, s¢ observé trombosis
parcialmente constituida en algunos vasos de mediano calibre (figura 1.14),
lo cual result6 también mas evidente en el grupo 5. Vale seiialar que en estos
grupos murié un ammal en cada unc de ellos, mostrando iniensas lesiones
hemorragicas ¢n sus pulmones y también, en rifiones, higado ¢ intestino;

estos hallazgos se consideraron indicativos de una reaccion sistémica,

Finalmente, en el grupo 5 se presento una RS en la piel de todos los
animales. Las caracteristicas histol6gicas fueron similares a las del grupo 4.

Lavados Bronquioalveolares. Los anilisis de varianza demostraron gue
existian diferencias significativas entre los grupos, cuando se compararon
total de células (p<0.05), PMN (p<0.005), linfocitos (p<0.025) y monocitos
(p<0.005). Mientras que macrofagos, proteina y deshidrogenasa lactica, no
mostraran diferencia entre los grupos (p>0.05). Sin embargo, cuando se
realizo la prueba de Scheffé para identificar las diferencias entre las medias,
se pudo constatar que solo las comparaciones de PMN, linfocitos y
monocitas, resultaban realmente diferentes entre los grupos. Al respecto, ¢l
grupo 3 mostrd ser el que aportaba los valores mas elevados, pero nunca

diferentes del grupo 5. En la tabla 1.1 se presentan el total, la media y la
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Figura 1,13 Se obxmmm area con exudado serofibrinoso en alveolos e

~ intensa infiltracion de PMN. Conejo perteneciente al grupo 5.

| ~’

consolidacion y necrosis. Conejo perteneciente al grupo 5. 160

Figura 1.14 Se observa positividad a la presencia de fibrina en una area de
X.
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Figura 1.15 Se muestra trombosis en una arteria de mediano calibre en una
arca de extensa consolidacion. Conejo perteneciente al grupo 5.
100 X.

Figura 1.16 Se muestra una reaccién de Shwartzman tipica. Conejo
perteneciente al grupo 5.
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desviacién estandar de todas las variables en los diferentes grupos, en tanto

que los procedimientos estadisticos se detallan en el apéndice A.



Tabla 1.1

COMPARACION DE LOS VALORES: TOTAL DE CELULAS, MACROFAGOS, PMN,
LINFOCITOS, MONOCITOS, PROTEINA Y DESHIDROGENASA LACTICA,
OBTENIDOS DE LBA EN LOS DIFERENTES GRUPOS

Grupol Guupo2  Grupo3  Grupod4  Grupo S

Total de Células 11,300 13,400 15,500 10,500 10,900 T
70625a 957142 96875a 65625a 77857a M
238.60 224 34 332.56 189.62 361.99 DE

Macrofagas 9,305 8,362 8,208 7,019 7,727
581562 59728a 513002 438682 551.92a
21220 24964 25770 13976 23093

PMN 1,779 4,957 6,665 3,013 2,701
111.18a 35407bc 416.56¢ 13831 ab 19292 abc
96 20 211.64 290.24 178.01 146.46
Linfocitos 63 20 216 178 155
425 ab l42a 1350¢ 11.12 b 11.07 abc
573 3.63 13.21 6.33 7.64
Monocitos 210 135 528 347 410
13.12 ab 964 a 33.00¢ 2868 abc 2928 be
10.65 5.98 2212 11.62 16 45
Proteina 4.17 677 - 669 4 83 3.67
052a 084a 083a 06la 045a
027 0.77 0.59 0.65 0.29
Deshudrogenasa 0 36 221 197 128
Lactica 000a 10.75 a 2762a 2462a 16.00 a
0.00 20.61 42 .08 38.57 21.81

T Total, M: Media, DE: Desviacidn Estandar Los valores han sido estimados por ml.
Las literales 1guales eatre los grupos significan auseucia de diferencia, micntras que las
literales distimtas corresponden a diferencias significativas mediante la prucba de Scheffe.
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Discusion

Las lesiones que caracterizan la severa neumonia fibrinosa que se
presenta en los casos de PN incluyen intensa exudacién de fibrina en
alveolos con trombosis de los capilares, areas de hemorragia, necrosis con
participacién predominante de PMN y trombosis en linfiticos
interlobulillares, al igual que en vasos sanguineos (3,4,27,40,60,83). Dado
que estas lesiones también forman parte de la RS (49,52,75) se ha propuesto
que este fenémeno pudiera participar en la patogénesis de la lesién pulmonar
(59).

Por ofra parte, las interacciones entre €l LPS de P. haemolytica y los
componentes tisulares del pulmén, también avalan la propuesta anterior, por
ejemplo: durante la induccién de peumonia fibrinosa mediante la
administracion endotraqueal de P. haemolytica, el LPS derivado, interactia
con las superficies epiteliales, macréfagos y PMN; pero también lo hace con
PMN en intersticio, células endoteliales de capilares y macrofagos
intravasculares del pulmén (88,90,91). Ademas, se ha detectado un
desbalance en las actividades procoagulante y profibrinolitica de los
macrofagos alveolares y de los PMN, recolectados de sitios con lesion
neumonica inducida por P. haemolytica; este desequihbrio favorece el
desarrollo de trombosis (17). Inclusive, P. haemolytica muerta lo mismo que

su LPS, son capaces de provocar edema alveolar, exudacion de fibrina y
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agregacion de PMN y plaquetas en capilares, cuando se administran por via
respiratoria (88,89,90).

Como pucde aprcciarse, los datos anteriores sefialan la alta sensibilidad
del pulmon al efecto del LPS de P. haemolytica, lo cual podria interpretarse
como equivalente al efecto preparatorio en la RS. En tanto que, la
demostracion de elevados miveles plasmiticos de LPS, luego de la
admimstracion cndotraqucal del LPS de P. Aagemolytica (70) y el hecho de
que la inoculacién endovenosa de la bacteria también induzca lesiones en
pulmén compatibles con las que se reconocen en casos naturales de PN (76),
avalan la posibilidad de que en su patogenia pudiera participar también un

efecto desencadenante por ruta endovenosa, tal y como acontece en la RS.

La RS univisceral en el pulmén del conejo, se ha descrito con lesiones
predominantes hemorrdgicas y de necrosis. [.a gravedad de las lesiones
pulmonares, puede asociarse con cambios en otros organos, particularmente
en rifiones ¢ higado, causando, inclusive, la muerte de los animales (67). En
cambio, en el presente experimento, las lesiones pulmonares fueron los
cambios mds significativos, salvo dos animales, uno en el grupo 2 y el otro
en ¢l 5, que muricron mostrando lesiones sistémicas. La diferencia puede ser
explicada por las dosis empleadas, ya que en ¢l experimento referido
anteriormente se emplearon 2.5 mg de LPS de £.coli como dosis de
preparacion y 0.8 como dosis desencadenante (67), mientras que aqui se
emplearon 50 y 100 pg de LPS de P. haemolytica, respectivamente. Por lo
tanto, puede decirse que en este modelo, a la dosis empleada, el LPS de P.

haemolytica es lo suficicatemente flogistico como para provocar lesiones,
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sin que existan complicaciones sistémicas en la mayoria de los animales

inoculados.

La RS en el pulmén, empleando LPS de P. muitocida provocd intensas
lesiones en los pulmones de conejos, caracterizadas por extensas zonas de
consolidacién notoriamente infiltradas por PMN, necrosis, hemorragias y, en
algunos casos, trombosis (59). Sin embargo, en este estudio se empled el
LPS de una bacteria a la que el conejo es sumamente susceptible (68) y, por
otra parte, se ignoré la presencia de anticuerpos naturales, lo cual debid
haber influido en el desarrollo de la lesién; no obstante, la discusién se
centré sobre la PN del ganado (59). En cambio, en ¢l presente experimento,
se emple6 el LPS de P. haemolytica, una bacteria cuya patogenicidad esta
limitada casi exclusivamente a rumiantes, mientras que otros amimales,
incluyendo el conejo, no son naturalmente susceptibles (68). Ademas, se
descarta la participacion de anticuerpos naturales, conforme los resultados
negativos en la prueba de hemoaglutinacién pasiva. En consecuencia, puede
afimarse que las lesiones que aqui se indujeron corresponden
exclusivamente al efecto flogistico del LPS de P. haemolytica.

En el presente estudio las lesiones del grupo 5 confirman que la RS se
parece a la PN, particularmente por el desarrollo de trombosis y exudacién
de fibrina, como se habia propuesto antes (59); sin embargo, queda de
manifiesto que la sola moculacion endotraqueal provoca una reacciéon
flogistica en el pulmén superior a la endovenosa y que no se establece
sinergismo entre ambas cuando se asocian en una RS. De hecho, la respuesta

flogistica reconocida mediante LBA, determina que la subsecuente
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inoculacion endovenosa (desencadenante) en la RS, disminuye la intensidad
de la respuesta inflamatoria endotraqueal. Esta situacién contrasta con lo
referido en el estudio previo en el que se indujo la RS en el pulmén,
empleando LPS de P. multocida, porque en éste se aprecié que las rutas de
inoculacion (primero endotraqueal y luego endovenosa), empleadas para
provocar la RS, resultaban sinérgicas (59); sin embargo, no se evalud la
respuesta inflamatoria por medio de LBA (59), tal y como aqui sucedio.

Con relacion a la mayor contribucién de la ruta endotraqueal en la
generacion de la respuesta inflamatoria del pulmén, puede mencionarse un
estudio en borregos en donde se observé que el espacio alveolar es mas
flogistico que el endovenoso, ante la exposicion por estas rutas del LPS de
E. coli y que, a pesar de esta respuesta exudativa mayor, las células del
epitelio no muestran alteraciones en su morfologia ni en su funcién (92).
Observaciones similares han sido realizadas en ratas, encontrindose uma
desproporcionada respuesta inflamatoria por PMN en ausencia de
indicadores enzimiticos de dafio celular. en los LBA (44), lo cual

corresponde con lo que aqui se encontrd.

Al respecto, pudiera ser también que la administracién endotraqueal sea
lo suficientemente flogistica, de tal manera que la inoculacién endovenosa
subsecuente no aporta un estimulo mayor en la RS, o que se haya
desarrollado un efecto de tolerancia temprana ante la administracién
endotraqueal del LPS de P. haemolytica y que ésto haya impedido la
exposicion plena de la respuesta inflamatoria esperada ante el desafio
endovenoso subsecuente. Como se sabe, pequefias dosis de LPS
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administradas previamente a un desafio mayor con el mismo compuesto,
previenen el desarrollo de efectos indeseables como el shock; a este efecto
protector se le ha llamado tolerancia temprana (35,36).

Con anterioridad se han expresado opiniones que sefialan a los rumiantes
como los modelos mas adecuados y casi exclusivos para el estudio de P.
haemolytica y sus efectos patoldgicos (16); no obstante, en este experimento
se demuestra que el conejo es también un modelo adecuado porque refleja
ampliamente los efectos patolégicos del LPS en su pulmén. Asimismo,
queda de manifiesto la importancia de la endotoxina en el desarrollo del daiio
pulmonar; lo anterior, al considerar que empleando tmicamente el LPS de la
bacteria, pudo provocarse un dafio pulmonar compatible con las lesiones de
PN, en un animal que no es susceptible naturalmente a P. haemolytica (68).
Por otra parte, se ha demostrado que la leucotoxina de P. haemolytica no
provoca dafio pulmonar en el ratonm cuando se administra por via
endotraqueal (45).

Finalmente, se concluye que el conejo es un buen modelo para
experimentar con el LPS de P. haemolytica en el desarrollo de lesiones
neumonicas y que la RS en el pulmén, refleja, en gran parte, las lesiones que
se reconocen en los casos de PN; empero, es la ruta endotraqueal la que
genera una respuesta flogistica mas intensa y, por lo tanto le corresponde una
participacién protagénica mis relevante en el desarrollo de las lesiones

neumanicas pulmonares.
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Experimento 2

Contnbucion Mayor del Inocule por Via Respiratonia en el Desarrollo de la
Reaccion de Shwartzman en el Pulmén del Conejo

Como se ha sefialado en el trabajo anterior, la Reaccidn de Shwartzman
(RS) en ¢l pulmén del conejo, se considera un modelo de dafio pulmonar
compatible con [0 que ocwrre naturalmente en los casos de pasteurelosis
neumoénica (PN) del ganado (experimento 1). Por este motivo, se ha
empleado en esta serie de expenmentos el lipopolisacando (LPS) de
Pasteurella haemolytica, considerandose tambi€én que este compuesto €s el
factor de virulencia mas importante de la bacteria en el desarrollo de la

lesion pulmonar.

En el experimento anterior se demostré, mediante lavados
bronquicalveolares (LBA), que la afluencia de polimorfonucleares (PMN) a
los espacios alveolares fue mayor en los amumales que Unicamente recibieron
el inéculo por via endotraqueal, micntras que aquellos que recibieron ademds
¢l indculo endovenso 24 h después, para generar la RS en sus pulmones,
tuvieron menor numero de células (experimento 1); si bien, estadisticamente
no hubo diferencias entre estos grupos (p>0.05). Lo antenior puda deberse a
un fendmeno de tolerancia temprana (expenimento 1) o bien, simplemente, a
que a la dosis empleada para la inoculacion endotraqueal, la respuesta

inflamatonia en ¢l pulmon haya sido suficiente, sin que hubiera una mayor



49

contribucién del desafio endovenoso. En el presente experimento se ha
explorado esta posibilidad y por esto, se ha mcrementado a 100 pg la dosis
del LPS de P. haemolytica empleada en la inoculacién endotraqueal. La
intencién fue comparar la respuesta flogistica de la via endotraqueal contra la
endotraqueal y, subsecuentemente, la endovenosa, tal y como se ha descrito
en la RS, evaluando tanto las células recobradas mediante .BA como
proteina y deshidrogenasa lactica, asi como los cambios histol6gicos como

se realiz0 en el experimento anterior.

Se emplearon 6 conejos Nueva Zelanda con las mismas caracteristicas del
caso anterior y mantenidos en las mismas condiciones. Los animales se
dividieron en dos grupos de tres individuos cada uno. El LPS de P.
haemolytica fue el mismo también. De igual forma, se determiné mediante la
prueba de hemoaglutinacién pasiva, la ausencia de anticuerpos contra el LPS
de P. haemolytica. Finalmente, los procedimientos de inoculacion, necropsia,
LBA, recoleccion de muestras y proceso histologico, fueron semejantes a los
realizados en el experimento anterior. Para el procedimiento estadistico de
los valores obtenidos de los LBA, se empledé la prueba “t” Student,
mancomunando las varianzas (72). En el cuadro 2.1 se presenta el disefio

experimental y en el apéndice A todos los procedimientos estadisticos.



Cuadro 2.1
DISENO EXPERIMENTAL
O horas 24 horas 36 horas
Inoculacion Inoculacion Sacrificio
Endotraqueal Endovenosa
Grupo 1 1PSP.h. * 1 ml SSF ** s
100 pg/1.5 ml SSF
Grupo 2 LPS P.h. LPS P.h. si

100 pg/1.5 il SSF 100 pg/l mt SSF

* LPS P.h. ; Lipopolisacirido d¢ Pasteurella hasmolytica
** SSF: Solucién Salina Fisioldgica

Las lesiones histologicas fueron similares a las que se reconocieron en el
experimento previo; es decir, en ambos ce;sos hubo neumonia intersticial con
abundante exudado serofibrinoso en alveolos, zonas de consolidacién con
hemorragias, necrosis y un intenso infiltrado de PMN. Lesiones vasculares

caracterizadas por hemorragias perivasculares y trombosis, se apreciaron en

dos de los animales incluidos en el grupo 2 .

Los datos arrojados por los LBA, demostraron que no existio diferencia
(p>0.05) en el mimero total de células, proteina ni deshidrogenasa lactica.

Sin embargo, los macréfagos resultaron significativamente superiores
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(p<0.05) en el grupo 2 (RS), mientras que los PMN lo fueron (p<0.05) en el
grupo 1 (tabla 2.1). No obstante, se confirman los resultados del
experimento anterior, en ¢l sentido de que la inoculacion endotraqueal genera
una respuesta inflamatoria en el pulmon, similar a la que se provoca cuando
ademas de ésta, sc administra subsecuentemente un indculo endovenoso,
para generar una RS. Es decr, la inoculacion endovenosa posterior al
indculo endotraqueal, no contribuye a generar una mayor respuesta
inflamatoria; por lo tanto, la capacidad de respuesta inflamatona del pulmon

€$ mayor por via aerdgena.

Se concluye que en el modelo propuesto para generar la RS en el pulmén,
la noculacién endotraqueal tiene una participacidon mayor que la subsecuente

inoculacion endovenosa, en la generacion del dafio pulmonar.



Tabla 2.1

COMPARACION DE LOS VALORES: TOTAL DE CELULAS, MACROFAGOS, PMN,
PROTEINA Y DESHIDROGENASA LACTICA, OBTENIDOS DE LBA EN LOS

DIFERENTES GRUPOS
Grupo | Grupo 2
Total de Células 5,900 6,400 T
98333 a 1,066 .66 a M
98.31 103.27 DE
MacrOfagos 1,609 3,344
268.16 a 557330
72.15 12374
PMN 4,195 2,956
699 16 a 492,66 b
168 .42 126.62
Protetna 4.60 219
153a 0.73a
0.95 0.41
Deshidrogenasa 104 27
Lactica 3466 a 9 a
33.56 10.14

T: Total, M: Media, DE: Deswiacion Estandar, Los valores han sido estimados por ml.
Las literales 1guales entre los grupos significan ausencia de diferencia, mueatras que las
litcrales distintas corresponden a diferencias significativas mediante la prucba “t"Student.

32



53

Expenimento 3

Efecto de la Inmunizacién Pasiva Sobre [a Reaccion de Shwartzimman en el
Pulmén del Conejo Empleando Lipopolisacindo de
Pasteurella haemolytica

Resumen

La reaccion local de Shwartzman (RS} puede inducirse en ¢l pulmén de
congjos, empleando el lipopolisacarido (LPS) de Pasteurella haemolytica.
Se ha considerado que las lesiones provacadas por este fenomeno reflejan,
en gran parte, aquellas que se reconocen en casos naturales de pasteurelosis
neumoénica (PN) en el ganado bovino y en ovinos. En este estudio se
examing la influencia de la inmunidad pasiva en el desarrollo de las lesiones
pulmonares provocadas por la RS. Se emplearon dos grupos e conejos, el
primer grupo recibid 4 ml de suero hiperinmune de conejo, preparado contra
la cepa de P. haemolytica 82-25. El titulo de este suero contra ¢l LPS de la
bactenia fue de 1:2560, determunado por la prueba de hemoaglutmacion
pasiva. El segundo grupo no recibid suero hiperinmune, sino solucién salina
fisiologica (SSF). Veinticuatro horas después los grupos fueron subdivididos.
La RS se provocod moculando por via endotraqueal 50 pg del LPS de la
misma cepa de P. haemolytica y, 24 horas mas tarde, adminjstrando 100 g
del mismo compuesto por via endovenosa; a estos indculos se les denoming
preparatorio y desencadenante, respectivamente. Este procedimiento se

realizé tanto con animales inmunizados como no inmunizados. Ademés, se
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wcluyeron animales que recibieron solamente el indculo preparatorio o el
desencadenante. Todos los animales fueron sacrificados a las 36 h, lo que
correspondid a 60 h posteriores a la inmunizacién pasiva o a la
admimistracion de SSF, segun el caso. Secciones del pulmoéon derecho se
emplearon para observar los cambios patologicos, mientras que el pulmon
izquierdo sc emplcd para realizar lavados bronquioalveolares (LBA) y
determinar el numero total de células y su conteo diferencial, asi como
proteina y deshidrogenasa lactica. Las lesiones reconocidas en los puliones
de los amimales con RS fueron simifares en sevendad a las que se registraron
en los conejos que recibieron Gnicamente la inoculacion endotraqueal del
LPS. Los animales que recibieron la inmunizacidn pasiva, presentaron una
desproporcion en las lesiones pulmonares; algunos mostraron lestones
discretas, pero en otros éstas fueron mucho més severas que en los animales
que no recibieron inmunizacién. Por otra parte, se identificaron diferencias
estadisticas entre los animales inmunizados y los no inmunizados, en lo que
goncieme a namero total de células, conteos diferenciales de éstas y
proteina, siendo los valores mayores para los conejos inmunizados. No se
reconocieron diferencias en las determinaciones de deshidrogenasa lactica.
Asimusmo, pudo corroborarse que la respuesta inflamatona por via aerégena
es mas intensa que la endovenosa y, que por lo tanto, la inflamacion
pulmonar que se provoca en la RS, ocurre primordialmente por €l indculo
endotraqucal. Inclusive, la respuesta inflamatoria inducida por la
admunistracion endotraqueal del LPS es la (inica que se potencializa cuando

los animales han recibido la inmunizacidén pasiva.
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Introduccion

Existen opiniones encontradas con respecto a la influencia de la
inmumzacion pasiva sobre el desarrollo de las manifestaciones patologicas
que caracterizan al estado de endotoxemia; en algunos casos se ha
demostrado un efecto inhibitorio, mientras que en otros, no se ha reconocido
influencia alguna (11,23,24,47,95). Inclusive, recientemente, se ha intentado
inhibir la accion patologica de los LPS, mediante anticuerpos dingidos

contra las citocinas mediadoras (34,47).

Los procedimieatos de inmunizacion anteriormente referidos, también se
han empleado para evaluar su accion sobre la RS, ya que ésta es considerada
un buen indicador de los efectos patologicos de las endotoxinas
(11,34,37,47), Recientemente, se ha propuesto que la RS inducida en el
pulmén, presenta lesiones similares a las que ocwrren naturaimente en Ia

(PN) y, que par lo tanto, comparten mecanismos patoldgicos similares (59).

En un modelo de pasteurelosis en el raton, se han referido efectos
protectores cuando se administran pasivamente anticuerpos de bovino contra
P. haemolytica (48). Con base en lo anterior, se ha realizado este
experimento que tuvo como objetivo valorar el efecto de la inmunizacion
pasiva sobre la respuesta nflamatoria generada por ¢l LPS de P.

haemolytica, en el pulmén de congjos mediante la RS.



Material v Métodos

Anpimales. Se emplearon 30 conejos Nueva Zelanda, machos de 2.2 kg
de peso al micio del expenmento. Los ammales se mantuvieron en

condicioncs convencionales con alimento comercial y agua ad libitum.

Serolugia. Previamente, se determmné en los conejos la presencia de
anticuerpos contra el LPS de P. haemolytica, mediante una prueba de
hemoaglutinacion pasiva con eritrocitos de borrego adsorbidos con el LPS

correspondiente (56).

Lipopolisacarido. Se extrajo el LPS de una cepa de P. hagemolytica tipo

Al denominada 82-25. El procedimiento se realizd empleande una solucion
compuesta por feool, cloroformo y éter de petrdleo en proparcion 2:5:8,

respectivamente (32).

Auntisuero. La cepa 82-25 de P. hiaemolytica Al fue usada para preparar
una vacuna. La bactena fue culbivada durante toda una noche a 37°C en 10
placas de dextrosa almidon agar (Difco Laboratories, Inc., Detroit, MI). El
culaivo fuc removido de las placas y suspendido en 50 ml de una solucién
salina 0.85% con 0.3% de formalna para mantenerse toda una noche a
temperatura ambiente. Las células bacterianas muertas fueron sedimentadas
por centrifugacion a 7000 rpm por 5 min (5900 X g) (Sorvall Centrifuge, SS-
34 rotor, DuPont, Wilmington, DE) y luego vueltas resuspender en una
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solucién salina con formalina similar a la anterior. Las células fueron lavadas
una vez mas y subsecuentemente, se ajustd su concentracién a 1.0 X 10 '¢
UFC/ml, empleando un espectrofotdmetro calibrado a 600 nm (Coleman
Model 35, Spectrophotometer, Bacharach Inc., Pittsburgh, PA).

Para preparar la vacuna se emplearon 16 ml de adyuvante incompleto de
Freund (Difco Laboratories, Inc., Detroit, MI) depositados en un tubo de 50
ml mantenido en agitacion en hielo. Luego se afiadieron 15 mi de sotucion
salina con formalina y 1 ml de las células de P. haemolytica (1.0 X 10"
UFC/ml) para emulsificarse por sonificacion durante 1 mm en hiclo. La
concentracion final fue de 3.1 X 10° UFC/ml de vacuna.

Se vacunaron dos conejos machos de 2.5 kg, empleando 3.2 ml del
bioldgico, siguiendo el procedimiento recomendado en la literatura (2).
Posteriormente, se obtuvo el suero de estos ammales cuyo titulo contra el
LPS de P. haemolyrica cepa 82-25 fue de 1:2560, determinado mediante la

prueba de hemoaglutinacion pasiva (56).

Inmuuizacion Pasiva. Se aplicaron 4 mi del suero hiperinmune por via

subcutdanea a 15 conejos, los restantes recibieron SSF.,

Inoculagjén del LPS. Veinticuatro horas después de que los animales
recibieron suero hiperinmune o SSF, se establecieron 6 grupos. Tres de ellos
correspondieron a los animales inmunizados pasivamente y los otros tres a
los que no se inmumizaron. La RS se provocd moculado por via endotraqueal

50 ug del LPS de la misma cepa de P. haemolytica y 24 horas mas tarde



administrando 100ug del mismo compuesto por via endovenosa; a estos
inoculos se les denoming preparatorios y desencadenantes, respectivamente.
Este procedimento se realiz0 tanto en anmimales mmunizados como no
inmunizados. Ademads, se incluyeron animales que sélo recibieron el indculo
preparatorio o ¢l desencadenante. Los procedimientos de la inoculacion
preparatoria y desencadenante se han descnto con antenondad (expenmenta

1). En el cuadro 3.1 s¢ presenta el disefio experimental correspondiente.

Necropsia y Recoleccion de las Muestras. Todos los animales fueron
sacrificados a las 36 horas, lo que correspondié a 60 horas postcriores a la
inmunizacién pasiva o la administracién de SSF. Las particularidades del
procedimiento va han sido descritas, lo mismo que el manejo de las muestras

para los procedimientos histologicos (experimento 1).

Lavados Bronquioalveolares. El procedimiento de los lavados

bronquicalveolares (LBA) y el manejo de las muestras también se ha

descrito con anterioridad (experimento 1).

Aunilisis Estadistico. Los resultados obtenidos de los LBA concernientes
a total de células, macrdfagos, PMN, bnfocitos, monocitos, proteina y
deshidrogenasa lactica fueron comparados entre los difcrentes grupos,
empleando el analisis de varianza a traves de un disefio complemente al azar
(72). Subsecuentemente, cuando se demostraron diferencias en los grupos, se
realizd una comparacion mediante contrastes (72), confrontando primero
grupos inmunizados contra no inmunizados y luego, grupos que recibieron el

LPS por diferentes vias, sin importar que fueran inmunizados ¢ no.



Cuadro 3.1
DISENO EXPERIMENTAL
-24h Oh 24h 36 h
[nmunizacion Inoculacion Inoculacion Sacrificio
Pasiva* Endotraqueal Endovenosa
Grupo 1 o LPS Ph 1 ml SSF si
50pg/1.5 ml SSF
Grupo 2 no 1.5 ml SSF LPS P.h. s
100 ug/1 ml SSF
Grupo 3 no LPS P.A. LPS Ph. si
50 pg/1.5 ml SSF 100 ug/l mi SSF
Grupo la si LPS F.h. 1 ml SS¥ si
50ug/1.5 ml SSF
Grupo 2a Si 1.5 mt SSF LPS P h. si
100 pg/1 ml SSF
Grupa 3a si LPSPh LPS P.Ah. si
50 ug/1.5 rl SSF L00pg/1 ml SSF

LPS P. 4. = Lipopolisacdnido de Pasteurelia haemoiytica
58F = Solucidn Salina Fiswoldgica

* La inmunizacida pasiva se realizd 24 horas antes de la inoculacion endotraqueal. Se waoculd por via

subcutiney, 4 ml de suerv hiperimnune coa titulo 1.2560.

Resultados
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Serologia. Mediante la prueba de hemoaglutinacion pasiva se determind

que los animales de todos los grupos resultaron negativos al LPS de la cepa
82-25 de P. haemolytica.



60

Patologia. Los con¢jos del grupo 1 que recibieron LPS de P
haemolytica por via endotraqueal y luego 24 horas mads tarde SSF por via
endovenosa, presentaron cambios macroscopicos en  sus pulmones,
caracterizados por falta de colapso, pequefias dreas de consolidacidn rojo-
grisaceo y hemorragias. Cambios similares a los anteriores se apreciaron en
los animales del grupo la, quicnes recibieron el LPS por las mismas vias,
pero 24 horas antes fueron inmumizados pasivamente. No obstante, vale
sefialar que algunos de estos animales preseataron lesiones hemorragicas

mas intensas en sus pulmoncs (figura 1).

Microscépicamente se aprecid, tanto en los animales del grupo 1 como
del grupe la, congestion en septos alveolares con infiltracién de numerosos
PMN. En la mayoria de los bronquiolos y alveolos se observd un edema rico
en proteina acompaiiado de numerosos PMN. En las zonas de consolidacion
se observd necrosis, hemorragias y un exudado serofibrinoso, también con

numerosos PMN (figuras 3.1 y 3.2).

En los pulmones de los animales del grupe 2 que recibieron SSF por via
endotraqueal y posteriormente LPS por via endovenosa, se aprecid,
macroscopicamente, congestion y falta de colapso. Microscopicamente se
observo edema intersticial, y en algunas areas, alveolar. Los PMN se
encontraron infiltrando los septos y solo ocasionalmente la luz alveolar,

Estos cambios fueron similares para el grupo 2a (figuras 3.3 y 3.4),

Los ammales de los grupos 3 y 3a que recibieron el LPS, pnmero por via

endotraqueal y luego endovenosa, presentaron lesiones macroscopicas y
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Figura 3.1 Pulmones que se muestran turgentes con hemorragias y areas de
consolidacion. Conejo perteneciente al grupo la.

Figura 3.2 Se observa una 4rea consolidada con abundante expdado
serofibrinoso y numerosos PMN infiltrando. Conejo

perteneciente al grupo la. 60 X.




Figura3.3  Se muestra una drea de consolidacién con necrosis y exudado
serofibrinoso. Conejo perteneciente al grupo la. 100 X.
Y Y A A N ]

Figura3.4 Se observa una area con abundante edema alveolar. Conejo
perteneciente al grupo 2a. 100 X.




dada con abundantes

PMN infiltrando septos alveolares y también exudado en la luz

Figura 3.5 Se presenta una area parcialmente consoli
alveolar. Conejo perteneciente al grupo 2a. 160 X.

ion de PMN y
abundante exudado serofibrinoso. Conejo perteneciente al

Figura 3.6 Se observa una 4rea con intensa infiltrac
grupo 3a. 100 X.



Figura 3.7 ' Se presenta una area parcialmente consolidada con abundante
exudado serofibrinoso y obliteracion de capilares. Conejo
perteneciente al grupo 3 a. 160 X.
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microscopicas similares a las de los grupos 1 y la; sin embargo, las
hemorragias fueron mas notorias y la presencia de un exudado alveolar
serofibnnoso fue mas consistente. Asimsmo, las lesiones vasculares fueron

mas evidentes, reconociéndose vasculitis y trombosis (figuras 3.5 y 3.6).

Lavados Bronquioalveolares. [os andlisis de vartanza demostraron que

existian diferencias entre los grupos, cuando se compararon total de células
(p<0.005), macrafagos (p<0.05), PMN (p<0.005), linfocitos (p<0.005),
monocitos (p<0.005) y proteina (p<0.005); no hubo diferencias cuando se
comparo deshidrogenasa lactica (p> 0.1). A partir de lo anterior se buscé el
ongen de estas diferencias mediante constrastes, lo que demostré que la
inmunizacion contribuyd a generar las difercncias, salvo en el caso de los
PMN y la proteina. Estas diferencias se debieron a que la cantidad de
células recuperadas de los lavados fue mayor en los conejos inmumizados. En
el caso de los PMN y la proteina, las diferencias se originaron de la ruta de
administracion del LPS, resultando que la ruta endotraqueal es mas flogistica
que las otras. De hecho, se demostrd, tanto en animales inmunizados como
no inmunizados, que 1a ruta endotraqueal ¢s mas flogistica, y que cuando los
animales han sido previamente immumzados ain puede apreciarse una
respuesta mayor. En la tabla 3.1 se resumen estos datos, mientras que en el

apéndice A se presentan tados los procedimientos estadisticos.



Tabla 3.1

COMPARACION DE LOS VALORES: TOTAL DE CELULAS, MACROFAGQS, PMN,
LINFOCITOS, MONOCITOS, PROTEINA Y DESHIDROGENASA LACTICA,
OBTENIDOS DE LBA EN LOS DIFERENTES GRUPOS

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupola Grupo2a  Crupa 3a
1235+ 124 134 1235 124 134
Total de Células 9,700acei*  5,600adg  7,000afg 15,300bcej 7,600bdg 7500bfg T
970 560 700 1,530 760 750 M
533.43 96.60 40276 794.49 27L.62 ¥4.98 DE
Macrofagos 5136acei  4072acg  4,730zeg  7,054boei  6,538bcg  5,930beg
513.60 44720 473.00 705.40 653.80 593.60
256.96 163.17 218.82 22030 229.56 74.60
PMN §,103acei  1,237adg  1,996afg 6,988ace; 713adg  1,273alg
410.30 123.70 199.60 688.80 71.30 127.30
296.17 138.80 [73.49 561.92 33.78 49.72
Linfocitos 172ace1 S2adg TTafg H45hog]  125bdg 105bfg
17.20 9.20 170 450 12.50 10.50
14.71 545 6.23 3102 356l 641
Monocitos 348acei 219adg 233afg 1,068bcej  311bdg 223bfg
34.80 21.% 23.30 106.30 31.10 22.30
17.71 341 14.84 86.98 26.54 12.22
Proteina 3.10acei  32lacg 1 16afg 9 40acey  5.20acg L.97afg
762 064 043 148 LG4 039
042 0.84 0.26 0388 0.79 041
Deshidrogenasa  48** 7 115 359 39 123
Lactica 9.60 14.00 23.09 71.80 17.80 24.60
13.60 24 68 2532 43.21 17.52 37.75

T: Total; M: Media; DE: Desviacién Estandar. Los valores han sido estmados por ml.

* Los nimeros estdn relacionados con las literales y representan los contrastes y las sigoificancias,
respectivamente, asi, €n el contraste | s¢ comparan los grupos 1,2y 3 Vs, la, 2ay 3a, enel 2 lgs
grupos Ly 1a Vs 2y 23, enel3losgrupes lylaVs3y3a eneldlusgrupos2 v2a Vs, Jy3ayen
el 5el grupo 1 Vs. 1a. Por consiguicnte, las literalesay b, cyd,eyf gy h e iy j, representan ias
comparaciones de los contrastes respectives. Las literales iguales entre los grupos significan ausencia
de diferencia, mientras que las literales distintas correspondeu a diferencia significativa. En este
<aso, s@ emplearon los valores totales para realizar lps contrastes.

** No se realizaron contrastes en el caso de deshidrogenasa lictica, porque 10 se reconocieron
diferencias significativas entre los grupos a partr del analisis de varianza.
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Discusion

En el presente experimento la administracion del suero hiperinmune no
redujo la intensidad de las lesiones ni tampoco la afluencia de células
inflamatorias en los alveolos, conforme a las observaciones de histopatologia
y las células recuperadas de los lavados bronquioalveolares,
respectivamente.  Esta apreciacidn concuerda con otras wvestigaciones en
donde se refiere que la inmunizacion pasiva no disminuye los efectos
patologicos de las endotoxinas (23,47.95). También concuerda con un
estudio en ovinos, en ¢l que se demostré que la inmunizacién pasiva no

reduce los efectos patologicos de un desafio por aerosol con P. haemolytica
(86).

Con base en lo antenor, puede afirmarse que los anticuerpos producidos
mediante procedimientos de inmunizacion rutinarios, utilizando bacterinas
convencionales de P. haemolytica, no ofrecen proteccion cuando se utilizan
para proveer de un estado de inmunidad pastva contra las neumonias por P.
haemolytica. Por el contrano, la respuesta inflamatoria y ¢l dafio pulmonar
fueron mas intensos en los animales que recibieron el suero hiperinmune.
Esto también concuerda con los informes que refieren una respuesta
desfavorable en bovinos inmunizados con bacterinas convencionales contra
P. haemolytica (25,50). En el siguiente experimenio se explorara esta

posibilidad empleando tambi¢n al congjo como modelo.
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Por ofra parte, las lesiones que aqui se produjeron son compatibles con
las referidas en los experimentos 1 y 2, y también a las descritas en modelos
de inflamacién pulmonar mediados por complejos inmunes (54,97). La razén
de estas semejanzas en las lesiones pulmonares, a pesar de las diferencias en
la patogenia del dafioc pulmonar, quizd radique en que la respuesta
inflamatoria en el pulman, al igual que en otros tejidos, es estereotipada y no
permite vislumbrar diferencias a partir del cuadro inflamatorio agudo (59).
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Experimento 4

Induccion de ta Reaccion de Arthus en el Pulmon del Congjo Empleando
Lipopolisacarido de Pasteurella haemolytica

Resumen

Se ha propuesto que un fendomeno de hipersensibilidad compatible con
una reaccion de Arthus (RA) puede participar en los mecanismos patoldgicos
de la severa bronconeumonia fibrinopurulenta que caracteriza a la
pasteurelosis del ganado (PN). Por otra parte, se ha referido que el
lipopalisacérido (LPS) de esta bacteria es quien contribuye mayormente en el
desarrollo del dafio pulmonar. Con base en lo anterior, se realizd el presente
experimento que tuvo como objetivo provocar en el pulmén del conejo, una
respuesta inflamatona a través de un fenomeno hipersensible compatible con
la RA, empleando el LPS de Pasteurelia haemolytica. El procedimiento
consisitid en inmunizar a un grupo de congjos con uma bacterina de P.
haemolytica, acompaiiada de adyuvante incompleto de Freund; también se
incluyeron animales que se inmunizaron con albumina de bovino y otros dos
grupos que solo recibieron el adyuvante. Se constatdo mediante pruebas de
hemoaglutinacién pasiva y precipitacion en agar que los animales
inmunizados reaccionaban positivaments; hasta entonces, se procedio a
desafiar a todos los animales por via endotraqueal. Fueron desafiados con el

LPS de P. haemoiytica tanto un grupo que habia sido inmunizado con la
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bacterina como otro que recibid solamente €l adyuvante; €l grupo que fue
inmunizado con albumina fue desafiado con este antigeno y, finalmente, un
grupo que solamente habia recibido ¢l adyuvante fue desafiado con solucion
salma fisiologica (SSF). Los animales se sacrificaron a las 12 h posteniores
al desafio. Sus pulmonmes, derecho e izquierdo, fueron empleados para
realizar patologia y lavados bronquioalveolares (LBA), respectivamente. Los
estudios de patologia demostraron que la respuesta inflamatoria mis intensa
ocurrio en los animales que fueron desafiados con ¢l LPS de P. haemolytica,
Los anabisis estadisticos realizados con las células recobradas mediante
LBA, confirmaron los hallazgos patolégicos; sin embargo, lograron ademas
demostrar que los animales que habian sido Inmumzados con la bacterina
tuvieron la respuesta flogistica mas importante. Con base en estos resultados,
se afirma que la respuesta inmune inducida por la bacterina contribuye a
generar una respuesta inflamatoria mds intensa ante un desafio endotraqueal

con ¢l LPS de la bactenia.

Introduccion

La severa neumonia fibrinopurulenta asociada a la infecién por P
haemolytica es una de las enfermedades que mas pérdidas causa en la
ganaderia de Norteamérica. Buscando disminuir estas pérdidas se han
desarroliado diversos inmundgenos, tales como bacterinas, vacunas vivas o
quimicamente modificadas, bioldgicos preparados con sobrenadantes de
cultivos 0 con subunidades, asi como también vacunas recombinantes; sin
embargo, tanto en condiciones expenmentales como en estudios de campo,

la eficacia de estos bioldgicos ha sido inconsistente (9,25,50,51).
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En terminos generales, la respuesta inmune contra P. haemolytica,
mducida por Dbactermas tradicionales de células completas s
contraproducente (25,50). Se ha propuesta que esta condicion puede reflejar
un fendémeno de hipersensibilidad compatible con la RS (58). Al respecta, se

han reconocido depdsitos de comgplejos inmunes en casos de PN (42).

Recientemente, se ha referido un modelo de dafio pulmonar en el conejo,
empleando LPS de P haemolylica para provocar una reaccion de
Shwartzman (experimento 1). Las caracteristicas de las lesiones reflejan, al
menos en parte, las lesiones que se presentan naturalmente en los casos de
PN del ganado (experimento 1). Posteriormente, se ha demostrado que en
este modelo, la respuesta inflamatona derivada de la admunistracion del LPS
por via aerogena, contribuye preponderantemente en la generacion del daiio
pulmonar (experimentos 1 y 2). Ademas, cuando se administra suero
hipennmune contra P. haemolytica previo al desafio endotraqueal con el
LPS de [a bactenia, la respuesta inflamatoria es ain mds grave (experimento
3). Cou la influencia de estos antecedentes, se ha desarrollado el presente
experimento que tuvo como objetivo inducir un dafio en el pulmén del conejo

compatible con la RA, empleando LPS de P. haemolytica.

Material y Métodos

Animales. Se emplearon 32 conejos Nueva Zelanda con un peso
aproximado de 2 kg al inicio del experimento. Los animales s¢ mantuvieron

en condiciones convencionales y se les administrd agua y alimento comercial
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ad libirum. Los animales se distribuyeron en 4 grupos de 8 animales cada

no, como s¢ vera mds adelante.

Lipopolisacarido.  Se extrajo el LPS de una cepa de P. haemolytica tipo
Al, denominada 82-25. El procedimiento se realizé empleando una solucién
compuesta por fenol, cloroformo y éter de petréleo en proporcion 2:5:8,
respectivamente (32). Este LPS fue similar al -empleado en los experimentos
1,2y3.

Preparacion de la Bacterina. La cepa 82-25 de P. haemolytica Al se
empled para preparar la bacterina. El procedimiento ha sido descrito

previamente en €l experimento 3.

Preparacién de los Inmundgenos. Se prepararon tres inmundgenos, todos

mncluyendo adyuvante incompleto de Freund (Difco Laboratones, Inc,
Detroit, MI), El primero se prepard empleando 16 ml del adyuvante
mezclado con 16 ml de solucion salina 0.85% con 0.3% de formalina. El
segundo inmunogeno se prepard empleando 16 ml del adyuvante y 16 ml de
solucién salina 0.85% conteniendo 0.3% de formalina y 50 mg de albumina
sérica de bovino (RIA Grade, Fraction V, Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO). El tercer inmundgeno se prepar¢ empleando 16 ml del adyuvante y 15
ml de solucion salina 0.85% coanteniendo 0.3% de formalina y 1 ml de P.
haemolytica (1.0 X 10'° UFC/ml); la concentracion final de este inmundgeno
fue 3.1 X 10° UFC/ml. Todas las mezclas descritas fueron emulsificadas por

sonificacion durante | min ea hielo.
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Procedimiento de Inmunizacion, Los animales se inmunizaron siguiendo
un protocolo para obtener sueros hiperinmunes descrito previamente (2).
Cada aymal recibid 6 4 ml del inmunégeno; en los grupos correspondientes
se administraron 10 mg de albumina o 2.0 X 10° UFC por animal. En el

cuadro 4.1 se presenta el disefio experitnental.

Serologia.  Se realizaron dos estudios seroldgicos, €l primero
cotrespondio a las muestras que se colectaron justo durante la segunda
inmunizacion y ¢l segundo se realizd antes del desafio a los 30 dias. Para los
grupos 2 y 4 se utilizo la prueba de hemoaglutinacion pasiva empleando
enitrocitos de ovino adsorbidos con ¢l LPS de P. haemolytica (56), tal y
como se realizd en los experimentos anteriores. Por otra parie, a los animales

del grupo 3 se les practicd una prueba de precipitacion en gel de agar (15).

Desafio. Todos los animales fueron desafiados por la ruta endotraqueal
recibiendo 1.5 ml de mnoculo; el grupo 1 recibié SSF solamente;, el Grupo 2
recibid 50 pg del LPS de P. haemolytica; los animales del grupo 3 fueron
desafiados con 50 ug de albimina sérica de bowvino y, por ultimo, ¢l grupo 4
recibié también 50 ug del LPS. El procedimicnto de inoculaciéon ha sido
descrifo previamente en los experimentos antertores. Vale sefialar, ademas,
que los amimales recibieron una inoculacion iniradérmica de albiumina (grupo
3) o LPS (grupo 4) con la intencion de provocar una RA como indicador.
Estos ingculos correspondieron a 100 pg del LPS o de albumina, contenidos
en 0.1 ml de SSF.
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Necropsia y Recoleccidn de las Muestras, Todos los animales fueron

sacrificados a las 12 h posteriores al desafio endotraqueal. Las
pariicularidades del procedimiento ya han sido descritas, lo mismo que el

manejo de las muestras para los procesos histologicos (experimento 1).

Lavados Bronquioalveolares. El procedimiento de los LBA y el manejo
de las muestras, también se han descnto con antenondad (experimento 1),
con la excepcion de que no se realizaron determinaciones de proteina ni de

deshidrogenasa laclica.

Andlisis Estadistico. Los resultados obtenidos de los LBA concernientes
a total de células, macrdéfagos, PMN, linfocitos y monacitos, fueron
comparados eatre los diferentes grupos, empleando el analisis de varianza a
través de un diseiio complctamente al azar (72). Subsecuentemente, cuando
se demostraron diferencias entre los grupos se procedid a comparar las

medias mediante la prucba de Scheffé (72).
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Cuadro 4.1
DISENO EXPERIMENTAL
Dia0 Dia 15 Dia 30 Dia 30
Primera Segunda* Desafio* Sacnficio

Inmunizacion**  [nmunizacion** Endotraqueal

Grupo 1 Salina Salina SSF sl
Grupo 2 Salina Salina LPS si
Grupo 3 Albimna Albiimina Albimina*** s
Grupo 4 LPS LPS L PS*H si

* Durante la segunda inmunizacion y previo al desafio, se
tomaron muestras de sangre para realizar estudios seroldgicos. En los
grupos 2y 4 se realizé hemoaglutinacion pasiva contra el LPS P.
haemalytica y en el grupa 3 precipitacion en gel de agar.

** Se administraron 3.2 ml del inmundgeno en cada inmunizacida.

¥+ Justo al tiempo de desafio los animales de estos grupos recibieron una
inoculacion intradérmica de LPS o albiimina segin comrespondia, para
provocar una RA.
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Resultados

Serclogia  Los titulos mas altos de anticuerpes contra el LPS de 2.
haemolytica, se obtuvieron de las muestras colectadas antes del desafio en
el grupo 4. La mayoria de los animales respondieron con titulos elevados,
los valores mas comunes fueron 1:1280 y 1:2560; soélo dos ammales
presentaron titulos de 1:320. En los animales del grupo 2 el titulo mayor fue

de [:5 en dos amimales.

En el grupo inmurizado con albimina también se reconocieron franjas de
precipitacion bien definidas en todos los animales, justo al momento de su
desafio.

Patologia. Los conejos del grupo 1 no presentaron lesiones en sus
pulmones, m macroscdpica mi microscopicamente. En el grupo 2 se
apreciaron macroscopicamente pequedias dreas de consolidacion rojo-
grisaceas con hemorragias; lesiones similares se observaron en los animales
del grupo 4, pero en éstos las hemorragias fueron mas notorias. En el grupo 3
se aprecto congestion ea la mayoria de los casos y solo en algunos la
consolidacion se limitdé al hilio de los pulmones. Microscopicamente las
lesiones en el grupo 2 correspondieron a congestion ¢ infiltracion intersticial
de PMN; sin embargo, ¢n las zonas de mayor dafio se observaron areas de

necrosis, hemorragias, intensa exudacion de PMN y exudado serofibrinoso



Figura4.1  Se presenta una area con arquitectura alveolar normal. Conejo
perteneciente al grupo 1. 100 X.
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Figorad.2  Se muestran pulmones turgentes congestionados y con dreas de
consolidacion. Animal perteneciente al grupo 2.



Figura 4.3 Se presentan pulmones turgentes, congestionados y con zonas
hemorragicas. Conejo perteneciente al grupo 4.

Figura 4.4 Se observan una drea de intensa consolidacion con zonas de
necrosis y exudado serofibrinoso. Animal perteneciente al
grupo 2. 60 X.
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Figura4.5 = Se presenta una area de consolidacién y necrosis con
positividad a la presencia de fibrina. Conejo perteneciente al

grupo 4. 100 X.
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Figura4.6 Se observa trombosis de una arteria en una 4rea de
consolidacion. Animal perteneciente al grupo 4. 100 X.



Figura 4.7 Se observa vasculitis y trombosis en dermis profunda. Conejo
perteneciente al grupo 4. 160 X.

Figura4 8 Se observa vasculitis y trombosis en pequefios vasos sanguineos
en una area de la dermis con intenso edema. Animal
perteneciente al grupo 3. 160 X.
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en alveolos. En el grupo 4 las lesiones fueron similares pero la exudacion
serofibrinosa fue mas abundante; adetmads, se aprecio trombosis y/o vasculitis
en algunos vasos sanguincos. En el grupo 3 las lesiones histolagicas se
caracterizaron por un abundante edema alveolar y, eén algunas areas,
hemorragia. La participacion exudativa de los PMN fue menor, sio embargo,
se reconocieron abundantes macréfagos. En algunos casos se aprecié edema
¢ infiltracidn perivascular de PMN. En las figuras 4.1-4.6 se muestran los

cambios anteriormente resefiados.

Las lesiones en la piel de los amimales de los grupos 3 y 4 s¢ apreciaron a
simple wvista, siendo las del grupo 4 las mas intensas. Micrascopicamente, en
el grupo 4 se aprecid una severa reaccion caracterizada por abundante
mfiltracién de PMN asociada a necrosis, edema y hemorragia; asimismo, se
identificd vasculitis y trombosis. En el grupo 3 las lesiones fueron similares a
las del grupo 4, pero se pudo apreciar que ¢l edema fue més wtenso. En las

figuras 4.7-4.10 se presentan los cambios antcniormente resefiados.

Lavados Brouquioalveolares. Los andlisis de varianza demostraron que

existian diferencias significativas entre los grupos cuando s¢ compararon
total de células (p<0.005) PMN (p<0.005), linfocitos (p<0.01) y monocitos
(p<0.005); en cambio, no se apreciaron diferencias cuando se compararon
macrofagos. La prueba de Scheffé para identficar la diferencia entre las
medias demostrd que el grupo 4, seguido por el 2, aportaban los valores mds
elevados en lo correspondiente a total de células y PMN; en tanto que el

grupo 3 aportaba las diferencias en monocitos y linfocitos. En la tabla 4.1 se
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resumen los datos anteriores, mientras que los procedimientos estadisticos se

presentan en el apéndice A.



Tabla 4.1
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COMPARACION DE LOS VALORES: TOTAL DE CELULAS, MACROFAGOS,
PMN, LINFOCITOS Y MONQCITOS, OBTENTDOS DE LBA

EN LOS DIFERENTES GRUPOS
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Total dg Células 17.600 26,150 23,000 34,800 T
1,100.00a 1,634.37b 1,437 50ab 2,175.00c M
29439 601.86 492.4 556.77 DE
Magcréfagos 12,101 12,962 10,639 14,141
756 31a 810.12a 6638.06a 333 &la
239.15 339.78 168.97 330 %0
PMN 4979 12,701 11,LL5 20,102
Jll.1%a 793.31b 694 63ab 1,256.37¢
161.44 505.93 371.08 649.00
Linfocitos 98 136 300 136
6.12a 8.50ab 18.75b 3.50ab
4.70 6.87 14.87 12.92
Monaocitos 432 359 21 427
27 00a 22 43a 56.31b 26.63a
1617 19.62 1587 2239

T: Total, M: Media; DE: Desviacion Estindar, Los valores han sido estimados por ml. Las literales
iguales eatre los grupos sigaifican ausencia de diferencia, muentras que las literales distintas
corresponden a diferencia significativa, mediaate la pruebu de Scheffé,



Discusion

Dada la interaccion multietiolégica de viras y bactenias en el desarrollo de
la PN, se han desarrollado diversos biologicos para proteger al ganado
contra este sindrome; entre los mds comunes se incluyen vacunas de virus
respiratorios, bacterinas y combinaciones de ambos (25,50,78). No obstante,
habiéndose demostrado que P. haemolytica es la bacteria responsable de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad y de la severidad de las lesiones
pulmonares, los intentos por desarrollar ¢l bioldgico ideal comtra P.

haemolyiica atn persisten (25,50,78).

La respuesta inmune humoral generada por la inmunizacion con
bacterinas convencionales, ha demostrado su ineficiencia para proteger
consistentemente conira la PN (25,50). Inclusive, se ha observado que ¢l usc
de bacteninas aumenta la intensidad del padecimiento respiratorio y agrava
las lesiones pulmonares (50). Se ha propuesto que en este caso la respuesta
inmune humoral favorece una fagacitosis desproporcionada de las bacterias,
las cuales permanecen viables en el interior de las células fagocitarias y son
capaces de lisarlas por la produccion de su leucotoxina, gemerdndose,

entonces, wn mayor dafio isular (93,94).

Recientemente se ha descrito un modelo en el conejo en el que se ha
demostrado que el dafio pulmonar causado por Pasteurella muitocida, ocurre

mas mtensamente cuando los animales han sido inmunizados con una
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bacterina convencional (58). Con base en estos resultados y comparandolos
con la informacion previamente referida (93,94), se propuso que esta
reaccion adversa era compatible con un fenémeno de hipersensibilidad de

tipo 11 2 manera de una RA (58).

En el presente estudio se vuelve a examinar este modelo en el conejo; sin
embargo, a diferencia con el modelo anterior (58), aqui se ha empleado una
bacterina contra P. haemolytica para inmunizar a los animales, ademas se
constatd la produccion de altos titulos de anticuerpos cootra ¢l LPS de la

bactera, el cual también se us6 para desafiarlos.

Los resultados obtenidos en ¢ste estudio son similares a las observaciones
en becerros (21,22,31,93,94) y couejos (58), en el sentido de que la
inmurizacion con bacterinas convencionales genmera una respuesta inmune
que no contribuye a disminuir €l dafic pulmonar, sino por el contrario,
participa agravando las lesiones de la PN. Sm embargo, en este estudio, a
diferencia de todos los demas, el desafio se llevd a cabo unicamente con el
LPS de la bacteria, lo que confima la importancia de este factor de
virulencia en la generacion del dafio tisular (29,88,89,90.91), sobre todo si se
toma ep cuenta que P. haemolytica no posee capacidad de wvirulencia

significativa para el conejo (68).

Asimismo, estas resultados también son compatibles con lo refenido en
otros estudios en los que se ha provocado dafic pulmonar empleando
complejos inmunes (28,54,84.85), o la fraccion C5 del complemento

activada (28,77,84), si bien, las lesiones que aqui se provocaron aparecen
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mis intensas. De hecho, la respuesta inflamatoria de los pulmones de los
animales del grupo 3 en los que se empled albiimina, fue menor que los
grupos en los que se empled LPS (grupos 2 y 4). Finalmente, los resultados
son también compatibles con los datos que se obtuvieron en los tres
experimentos anteriores; la explicacidn puede estar dada por la
admimstracion endotraqueal del [.PS, que de por si constituye un fuerte
estimulo flogistico.

La infeccién natural con P. haemolytica produce usualmente una
mmumdad de buena calicdad y larga duracidn en comparacion a la inducida
por vacunas (50). Esta inmunidad presente en animales naturalmente
expuestos a la bacteria les permite, inclusive, resistir un desafio experumental
(21). Las diferencias entre ¢sta inmunidad natural y la adquinida por
vacunacion puede deberse a las distintas rutas de exposicion (intranasal en la
exposicion natural y parenteral en la vacunacion) o a la produccton de ciertos
antigenos i1 vivo que no se producen durante la preparacion in wiro de los

biologicos (50).



CAPITULO Y
DISCUSION

Con antenoridad se ha mencionado que los amimales de laboratorio no
son adecuados como modelos de la PN; este punto de vista se ﬁ%ndamenta en
la falta de patogemicidad de P. haemolytica para estos animales
(16,4894). No obstante, debido a que los trabajos con rumiantes son
costosos, los intentos para desarrollar un modelo de la enfermedad en
animales de laboratono adn persisten. Este fue €l objetivo fundamental de
este trabajo.

Por principio, se escogid al conejo porque es ¢l amimal de eleccién para
inducir tanto la RS (49,75) como la RA (19,79); ademas, ya se temian

experiencias previas sobre [a tnduccion de ambos fendmenos en el pulmén
de este anumal (57,58,59).

En segundo lugar, se trabajo con el LPS de P. haemolytica porque, entre
sus factores de virulencia, el LPS parece ser ¢l responsable de la mayor parte
de las lesiones pulmonares (90,91). Ademds, sus actividades biolagicas,
incluyendo la RS, han sido reconocidas plenamente (41,63). La leucotoxina,
el otro factor de virulencia importante de la bacteria, €jerce su patogerucidad

especificamente contra leucocitos de rumiaates (68), por lo cual no cabria

§7



88

esperar efecto en el pulmén del conejo; de hecho, se ha sefialado una faita de
actividad patol6gica de la leucotoxina en el pulmon de la rata (45).

En los cuatro trabajos que se incluyen en esta disertacion, se ha
demostrado que el conejo es un excelente modelo para el estudic de la PN;
esta afirmacién se basa en los resultados obtenidos. Por ejemplo, en el
experimento 1 se establece la similitud de las lesiones provocadas por la
moculaciéon ET y ET/EV (Shwartzman) con las lesiones reconocidas en
casos naturales de PN en el ganado. Al respecto, la observaciéon de una
alveolitis serqﬁbrinosa con intensa »inﬁltraci(m de PMN, necrosis y
hemorragia, ademas de trombosis y dafio vascular, concuerda con las

descripciones que se han hecho para este padecimiento (3,4,40,60,83).

En el expenimento 2 se constat6 lo que se habia apreciado en el primer
experimento: la inoculacién endotraqueal contribuye mas que la subsecuente
moculacion endovenosa en la generacién de la RS en el pulmén; es decir, la
respuesta inflamatoria generada por la inoculacion endotraqueal del LPS es
similar en intensidad a la que se observa cuando se induce una RS (ET/EV) y
superior a la que se produce por la inoculacién endovenosa. Esta apreciacién
¢s compatible con lo que se ha observado en ovinos cuando se compara la
intensidad de su respuesta inflamatonia pulmonar ante un desafio
endotragueal o endovenoso con LPS de E. coli (92). En estos animales
también se demostré que la via aerdgena responde inflamatoriamente con
mayor intensidad que la ruta endovenosa (92). Igualmente, en becerros, la

moculaciéon endotraqueal de endotoxina de P. haemolytica causa una
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exudacion alveolar de PMN, mayor que cuando el LPS se administra por via

endovenosa (70).

Los resultados del experimento 3, en el que se demostrd que la respuesta
mflamatoria pulmonar resuita mas intensa cuando los animales han recibido
previamente suero hiperinmune, a manera de inmunizacién pasiva, también
concuerda con observaciones hechas en experimentos con ovinos (71,86).
Finalmente, las observaciones sobre los efectos desfavorables de la
mmunizacion del ganado con bacterinas convencionales contra la PN
(25,50), son compatibles con los resultados del experimento 4, en ¢l que se
demostro que la hipennmunizaciéon con una bacterina convencional de P.
haemolytica, agrava la respuesta inflamatoria del pulmoén ante un desafio con
el LPS de la bacteria por via endofraqueal. Asimismo, apoyan la propuesta -

de que una reaccion de tipo Arthus activa pueda provocar estas lesiones en el
pulmoén (57,58).

Las compatibilidades sefialadas anteriormente, reiteran la utilidad del
conejo como modelo animal para el estudio de la PN, pero ademis,
confirman la importancia del LPS de la bacteria en la patogenia del

padecimiento.

En los cuatro experimentos que aqui se realizaron, se utilizé el LPS de la
bacteria; es por esto que las lesiones histolégicas comparten semejanzas
notables, a pesar de que los mecamismos para generar el dafio sean
diferentes. Por otra parte, se ha referido con anterioridad que la RA y la RS

poseen similitud patologica a pesar de ser completamente diferentes en los
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mecanismos que intervienen en ellas (74). Probablemente las similitudes se
deban a que tanto en uma como en ofra, se producen citocinas,
particularmente IL-1 y TNF que pueden participar como un comin
denominador en la generacion del daiio tisular (7,8,53,84,85). Otra situacién
que no debe ignorarse es la activacion del complemento y la participacion de
los PMN en ambos fenémenos (49,52,53,75,79,85,86). Finalmente, se ha
sefialado que la respuesta inflamatona aguda es una respuesta estereotipada,
por lo que no pueden asignérsele caracteristicas distintivas (59), scbre todo,
en el pulmoén, que es un érgano que responde intensamente a los estimulos

flogisticos (69).

Por tltimo, algunas de las perspectivas inmediatas que pudieran resultar
interesantes de ensayar en este modelo son: el estudio ultraestructural de las
lesiones, el ensayo con anticuerpos monoclonales contra la fraccion R del
LPS o contra las citocinas mediadoras, la administracién de polimixina B y el
ensayo con el lipido X; las dlfimas tres con la intencién de bloquear o

disminuir los efectos adversos del LPS.



CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Tanto la reaccion de Shwartzman como la reaccion de Artbus pueden
inducirse en el pulmdn del conejo empleando el LPS de P. haemolytica, y
sus caracteristicas patologicas reflejan en gran parte las lesiones que se
presentan €n casos naturales de pasteurelosis neumonica en el ganado; en
ambas, €l papel protagonico dominante en la respuesta flogistica pulmonar,

le corresponde a la adminustracion endotraqueal del LPS,
El conejo €s un modelo animal adecuado para el estudio de los

mecanimos que operan en la generacion del dafio pulmonar, mediado por el
LPS de P. haemolytica.

91



LITERATURA CITADA

Adlam, C.: The structure, function and properties of cellular and
extracellular components of Pasteurella haemolytica, In:

Pasteurella and Pasteurellosis. Edited by: Adlam, C., Rutter, J.M;
75-92. Academic Press, London, 1989.

Al - Aubaidi, J. and Fabncant, J :  Charactenzation and

classification of bovine Mycoplasma. Cornell Vet., 61: 490-518
(1971).

Allan, EM., Gibbs, H A, Wiseman, A. and Selman, 1.E.: Sequential

lesions of experimental bovine pneumonic pasteurellosis. Vet.
Rec., 117: 438-442 (1985).

Ames, T.R., Markham, R.J F., Opuda-Asibo, J., Leininger, J.R. and
Maheswaran, S.K. . Pulmonary response to intratracheal
challenge with Pasteurella haemolytica and Pasteurella

multocida. Can. J. comp. Med., 49: 395-400 (1985).

Arend, W P . Interleukin 1 receptor antagomst. A new member of the
interleukin 1 family. J. Clin. Invest., 88: 1445-1451 (1991).

Baggiolini, M., Walz, A and Kunkel, S.I..: Neutrophil-activating
peptide-1/interleukin 8, a novel cytokine that activates
neutrophils. J. Clin. Invest., 84: 1045-1049 (1989).

Beck, G. , Habicht, G.S., Benach, J.L. and Miller, F. : Interleukin 1: a
common endogenous mediator of inflammation and the local
Shwartzman reaction. J. Immunol., 136 3025-3031 (1986).

Billiau, A. : Gamma-interferon: the match that lights the fire.
Immunology Today., 9. 37-40 (1988).

92



10,

1.

12

13.

14,

5.

16.

17,

93

Bowersock, T.L. Shalaby, W.S.W_, Levy, M., Samuels, M.L.,, Lallone,
R., White, R., Bone, D L., Lehmeyer, J. and Park, K.
Evaluation of an orally administered vaccine using hydrogels
containing bacterial exotoxins of Pasteurella haemalytica in
cattle. Am. J. Vei. Res., 55: 502-509 (1994).

Bradford, M.M.: A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protem utilizing the principle of
protein-dve binding. Anal. Biochem., 72: 248-254 (1976).

Braude, A I.: Eadotoxin Immuaity. In: Advances in Internal Medicine,
Vol. 26. Edited by: Stollerman, G.H. 427-445, Year Book
Medical Publishers, Chicago, Il., 1980.

Breider, M. A., Kumar, S. and Corstvet, R.E.: Bovine pulmonary
endothelial cell damage mediated by Pasteurelia haemolytica
pathogenic factors. /nfect. Immun., 58. 1671-1677 (1990).

Breider, M. A, Kumar, S. and Corstvet, R.E.: Interaction of bovine
neutrophils in Pasteurella haemolytica mediated damage to
pulmonary endotelial cells. Vet. Immunol. Immunopathol., 27:
337-350 (1991).

Brogden. K.A.: Changes in pulmonary surfactant dunng bacteral
pneumonia. Antonie van Leeuwenhoeck, 59: 215-223 (1991).

Brogden , K.A. and Packer, R.A.; Comparison of Pasteurella
multocida scrotyping systems. Am. J. Vet. Res., 40. 1332-1335
(1979).

Campbell, S.G., Mtero, S S, Niderbuhl, C.J. and Collins, F.M.: Fate of
Pasteurella haemolytica in conventionally raised and germfree
mice. [nfect. immun , 39: 202-207 (1983).

Car, B.D., Suyemoto, M. M., Neilsen, N.R. and Slauson, D.O.: The
role of leukocytes in the pathogenesis of fibrin deposition in
bovine acute lung injury. Am. J. Path., 138: 1191-1198
(1991). .



18

19.

21,

3.

A4,

23,

94

Clinkenbeard, K.D., Clarke, C.R., Morton, R.J., Panciera, R.J., Confer,
A W.and Mosier, D.A : Role of Pasteurella haemalytica
leukotoxin in viruience and immumnity in stupping fever
paneumonia. The Compendium, 14: 1249-1260 (1992).

Cochrane, C.G. ;: The Arthus and related reacticns. In: Methods in
[mmunology and Immunochemistry. Vol. V. Edited by:
Williarus, C.A., Chase, M. W. 159-175, Academic Press, New
York, 1976.

. Cobn, T..A. and Adler, K B.: Interactions between airway epithelium

and mediators of inflammation. Exp. Lung Res., (8:299-
322 (1992).

Confer, A.W ., Panciera, R J. and Fulton, R.W.: Effect of prior patural
exposure to Pasteurella haemolytica on resistance to
experimental bovine pneumonic pasteurellosis. Am. J. Vet.
Res., 45: 2622-2624 (1984).

Confer, A W _, Panciera, R.J. Fulton, R W, Gentry, M. J., and
Rummage, J.A.: Effect of vaccination whith live or killed
Pasteurella haemolytica on resistance to expenmental bovine

pneumonic pasteurellosis. Am. J. Vel. Res., 46. 342-347
(1985).

Cullor, J.S.; Shock attributable to bacteremia and endotoxemia in
cattle: clinical and experimental findings. J Am. Vet. Med,
Ass., 200: 1894-1902 (1992).

Danner, R.L.: Mediators and endotoxin inhibitors. In: Septic Shock in
Humans. Moderated by: Pamllo, J. E. Ann. Intern. Med,
113:235-237 (1990).

De Alwis, M.C L. ; Pasteurellosis in production animals: A review. [n:
Pasteurellosis in production Ammals. Edited by: Patten, B.E.,
Spencer.T L., Johnson, R.B. Hoffman, D. Lehane, L. 11-22.

The Australian Centre for International Agricultural Research
(ACIAR), Proceedings No. 43, Canberra, Australia, 1993.



26.

28

Y.

30.

3l.

3.

8.

Dinarella, C.A. and Thompson, R.C.: Blocking IL-~1: interleukin 1
receptor antagonist :x vivo and in vitro. Immunology Today,
12: 404-410 (1991).

. Dungworth, D.L.: The respiratory system. In: Pathology of Domestics

Animals. 3rd. ed. Vol. 2. Edited by: Jubb. K. V.F,, Kennedy,
P.C., Palmer, N. 632-638. Academic Press, San Diego,
California, 1985.

Emancipator, S. N. and Lamm, M.E. . Pathways of tissue mjury
initiated by humoral immune mechanisms. Lab. Invest., 54
475-478 (1986).

Espinasse. J., Peel, J.E., Voirol, M.J., Schelcher, F. and Valarcher,
J.F.; Absence of circulating TNF in expenmental bovine
pneumnonic pasteureilosts. Vet Rec., 132: 303-304 (1993).

Frank, G H.: Pastcurellosis of cattle. In; Pasteurella and
Pasteurellosis. Edited by: Adlam. C., Rutter. J M., 197-221.
Academic Press, London, 1989,

Friend, 5.C E., Wilkie, B.N., Thomson, R.G. and Bammum, D.A.
Bovine pneumonic pasteurellosis: experimental induction in
vaccinated and nonvaccinated calves. Can. J. Comp. Med., 41:
77-83 (1977).

Galanos, C., Ludentz, O. and Westphal, O.: A new method for
extraction of R-lipopolysaccharides. Eur. J. Biochem., 9. 245-
249 (1969).

Genzalez, C. T. and Maheswaran, S K. . The role of induced virulence

factors produced by Pasteurella haemolytica in the
pathogenesis of bovine pneumonic pasteurellosis: review and
hypotheses. Br. Vet J., 149. 183-194 (1993).



.

3.

36.

Y.l

38.

3.

40.

4l.

Graw, G.E., Vesin, C., De Groote, D., Delacroix, D., Gysler, C.,
Piguet, P.F. and Lambert, P H : Prevention of human TNF-
induced cutaneous Shwartzmman reaction and acute mortality in
mice treated with anti-human TNF monoclonal antibodies.
Clin. Exp. Inmunol., 84: 411-414 (1991).

Henricson, B.E., Benjamin, W.R. and Vogel, S.N.: Differential
cytokine induction by doses of lipopolysacchande and
monophosphoryl lipid A that result in equivalent early
endotoxin tolerance. Infect. Immun., 59: 2429-2437 (1990).

Hennicson, B.E., Neta, R. and Vogel, S.N.: An interleukin-1 receptor
antagonist blocks lipopolysacchande-induced colony
stumulating factor production and early endotoxin tolerance.
Infect. Immun., 59: 1188-1191 (1991).

Heremans, H., Van Damme, J., Dillen, C., Dijkmans, R. and Bilhau,
A Interferon §, a mediator of lethal lipopolysaccharide-

induced Shwartzman-like shock reactions in mice. J. Exp.
Med., 171 1853-1869 (1990).

Humason, G.L.: Animal Tissue Techniques. 4th ed. W.H. Freeman
and Company, San Francisco, 1979.

Jarstrand, C., Wiernik, A., Curstedt, T., Sunsqvist, K.G.: Lung
surfactant inhibits the lipopolysaccharide induced release of
oxygen radicals, enzymes and interleukin-1 from phagocytes.
Inmunology & Infectious Disease, I: 179-182 (1991).

Jericho, K.W ¥ . Histological changes in lungs of calves exposed ta an
aerosol of Pasteurella haemolytica. J. Comp. Path., 101
87-99 (1989).

Keiss, R.E., Will, D.H. and Collier, J. R. : Skin toxicity and
hemodynamic properties of endotoxin derived from
Pasteurella haemolytica. Am. J. Vet. Res., 25: 935-942

(1964).



4.

4.

44,

45.

46.

47.

48.

9.

30

Kim, J.C.S.: Immunological injury in “ shipping fever “ pneumonia of
cattle. Vet. Rec., 100: 109-111 (1977).

Lopez, A., Albassam, M, Yong, S., Sharma, A, Lillie, L. E. and Prior,
M.G.: Profiles of type-II pneumocytes in rats moculated
intratracheally with bacterial ipopolysaccharide. Am. J. Ver. Res.,
48: 1534-1539 (1987).

Lopez, A. and Yong, S.: Injury versus inflammatory response in the
lungs of rats mtratracheally inoculated with bactenial
lipopolysaccharide. Am. J. Vet. Res., 47, 1287-1292 (1986).

Lopez, A_, Yong, S. and Shewen, P.: Effect of intratracheal
inoculation of Pasteurella haemolytica cytotoxin on the
integrity of rat lung. Can. J. Ver. Res., S{: 533-535 (1987).

Lynn, W.A. and Golenbock, D.T. : Lipopolysaccharide antagonists.
Immunology Today, 13: 271-276 (1992).

Mashimo, J., Mizutani, T., Mita. A. and Kasai, N.; Neutralization of
Shwartzman-inducing activity by antibodies recognizing the
Re core or lipid A structures of lipopolysaccharidae from

Salmonella minnesota R595 and Pseudomona vesicularis
JICM1477. Microbiol. Immunol., 35: 423434 (1991).

McVey, D.S. and Loan, R.W.: Antibody complement-dependent
bacteniolysis in experimentally induced pasteurellosis in mice.
Am. J. Vet. Res., 50. 762-768 (1989).

Mon, W.: The Shwartzman reaction: a review including clinical
manifestations and proposal for a univisceral or single argan
third type. Histopathology, 5. 113-126 (1981).

Mosier, D.: Prevention and control of pasteurellosis. in; Pasteurellosis
in Production Arumals. Edited by: Patten, B E., Spencer, T.L.,
Johnson, R B., Hoffmann, D). and Lebhane, L. 121-134. The
Australian Centre for International Agricultural Research
(ACIAR), Proceedings No. 43, Canberra, Autralia, 1993.



51.

52,

53.

54.

53.

3.

57.

$8.

Mosier, D A, Simons, K.R., Chengappa, M.M. and Confer, A W.:
Antigenic compasition of Pasteurella haemolytica serotype-1
supernatants from supplemented and nonsupplernented
media. Am..J. Vel. Res., 55: 348-352 (1994).

Movat. H Z. and Busrowes, C.E.: The local Shwartzman reaction:
endotoxin-mediated inflammatory and thrombo-hemorrhagic
lesions. In: Handbook of Endotoxin. Vol. 3. Cellular Biology
of Endotoxin. Edited by: Proctor, R.A. (Series editor), Berry,
L.J. (Editor). Ch. 13. 260-302. Elsevier, Amsterdam, 1985

Movat, H.Z., Burrowes, C.E., Cybulsky, M.I. and Dinarello, C.A..;
Acute inflammation and a Shwartzman reaction induced by
interleukin-1 and tumor necrosis factor. Synergistic action of
the cytokines in the induction of inflammation and
microvascular injury. Am. J. Path., 129. 463-476 (1987).

Olenchock, S.A. : Animal models of hypersensitivity pneumonitis: a
review. dnnals of Allergy, 38: 119-126 (1977).

Olson, N.C., Salzer, W.L. and McCall, C.E.: Biochemical,
physiological and clinical aspects of endotoxemma. Molec.
Aspects Med., 10: 511-629 (1988).

Phdlips, M., Rimler, R.B. and Rebers, P.A.: Failure of nbosomes from
nonencapsulated Pasteurella multocida to protect CF-1 mice.
Am. J. Vet Res., 42: 1769-1774 (1981).

Ramirez-Romero, R., Rodriguez-Tovar, y Rivas Farias, M. :
Cronologia del daflo tisular mediado por un fendmeno
semejante a la reaccion de Arthus activa en el pulmon del
concjo. Vet Méx., 20. 169-178 (1989).

Ramirez-Romero, R., Rosales-Garcia, F., Rodriguez-Tovar, L. E. y
Rodriguez-Garza, A.P. : Daiio neumonico provocado por
Pasteurella multocida en conejos previamente sensibilizados

con una bacterina homologa y su relacion coo la reaccion de
Arthus. Vet. Méx., 21: 149-157 (1990).



5.

60.

o1.

62.

63.

63.

66.

Ramirez-Romero, R., Sandoval-Tassinari, D. y Sudrez-Seniour, A.
Induccion de la reaccion de Shwartzman en ¢l pulmén del
conejo empleando lipopolisacarido de Pasteuretia multocida.
Vet. Méx., 22: 415-424 (1991).

Rebmtulla, A. J. and Thomson, R.G.; A review of lesions in shipping
fever of cattle. Can. Vet. J,, 22: 1-8 (1981).

Reynolds. HY. : Integrated host defense against infections. In: The
Lung. Vol. 2. Edited by: Crystal, R.G., West, 1.B. (Editors-in-
chief), Barnes, P.J. Chermiack, N.S., Weibel, E. R. (Associate
editors). Ch. 7.4.1. 1899-1911. Raven Press, New York. N.Y.
1991,

Rigtschel, E.T. and Brade, H. Bactenal endotoxins. Scientific
American, 267: 26-33 (1992).

Rimsay, R L., Coyle-Denuis, J.E., [.auerman, L. H. and Squire, P.G-:
Punification and biological characterization of endotoxin
fractions from Pasteurella haemolytica. 4m. J. Vet Res.,
42:2134-2138 (1981).

Risco, C., Carrascosa, J. L. and Bosch, M.A.; Uptake and subceliular
distribution of Escherichia coli lipapolysacchande by isolated

rat type Il poneumocytes. J. Histochem. Cytochem., 39 :
607-615 (1991).

Said, S. L: Pninciples and strategies in the pharmacological modulation
of lung injury. In: The Pulmonary Circulation and Acute Lung
Injury. 2nd. ed. Edited by: Said, S.1. Ch. 19. 457472 Futura
Publishing Company, Mount Kisco, N.Y., 1991.

Sharma, S.A., Olchowy, T.W.J., Yang, Z. and Breider, M.A : Tumor
necrosis factor and interleukin 1 enhance lipopolysaccharide-
mediated bovine endothelial cell injury. J. Leukoc. Biol., 31:
579-585 (1992).



67.

68.

69.

70.

7l.

72.

13,

74,

75.

toa

Shiga, J. and Mori, W.: A study on pulmonary hemorthage
experimentally produced by the Shwartzman mechan{sm in
rabbits. Acta Pathol. Jpn., 35: 849-861 (1985).

Shewen, P.E. and Conlon, J A ; Pasteurella. In: Pathogenesis of
Bactenal Infections in Anumals, 2nd ed. Edited by: Gyles,
C.L., Thoen, C.Q. 216-225. lowa State University Press,
Ames, Iowa, 1993,

Slauson, D.Q. : The mediation of pulmonary inflammatory injury.
Adv. Vet. Sci. comp. Med., 26: 99-153 (1982).

Stocombe, R.F., Mulks, M., Killingsworth, C.R. , Derksen, F.J. and
Robinson, N.E. : Effect of Pasteurella haemolytica-derived
endotoxmn on pufmonary structure and function i calves.
Am.J. Vet Res., 51: 433438 (1990).

Smith, G R. : Difficulty in protecting lambs against Pasteurella
haemolytica biotype A with antiserum, Vet Rec., 112
128-129 (1983).

Steel, R.G.D. and Torrie, J.H.: Principles and Procedures of Statistics.
A Biometnical Approach. 2nd ed. Mc Graw-Hill International
Boaok Company, Stngapore, 1981,

Steinbeck, M. J. and Roth, J.A. Neutrophil activation by recombinant
cytokines. Rev. Infect. Dis., 11: 549-568 (1989),

Stetson, C.A. : Similarities in the mechanisms determining the Arthus
and Shwartzman phenomena. /. Exp. Med, 94: 347-357
(1951).

Taichman, N.S. : The local Shwartzman reaction. In: Inflammation,
Immunity and Hypersensitivity. Edited by: Movat, H.Z. 480-
525. Harper & Row, New York, N Y. 1976.



76.

-

7.

79.

80.

8.

82.

8.

101

Thomas, L. H., Gourlay, R.N., Wyld, $.G., Parsons, K. R. and
Chanter, N.: Evidence that blood-borne infection is involved
in the pathogenesis of bovine ppeumonic pasteurcllosis. Ver.
Pathol., 26: 253-259 (1989).

Till, G.0. and Ward, P_A.: Complement-induced lung injucy, In: The
Pulmonary Circulation and Acute Lung Injury. 2nd. ed. Edited
by: Said, S.I. Ch. 16. 381-401. Futura Publishing Company,
Mount Kisco, N. Y. 1991.

Trigo, F. J.: Patogénesis y aspectos mmunoldgicos de la pasteurelosis
pulmonar bovina. Vet. Méx., 22: 131-134 (1991).

Udaka, K. : The Arthus reaction. In: Inflammation, Immunity and
Hypersensitivity. Edited by: Movat, H. Z. 389-423. Harper &
Row Publishers, New York, 1971.

Ulich, TR., Guo, K., Yin, S., del Castillo, I, Y1, E.S., Thompson, R.C.
and Eisenberg, S.P.: Endotoxin- induced cytokine gene
expession in vivo IV, Expression of interleukin-1 / and
interleukin- 1 receptor antagonist mRNA dunng endotoxemia
and during endotoxin-initiated local acute inflammation.
Am. J. Path., 141 : 61- 68 (1992).

Ulich, T.R., Watson, L.R., Yio, S, Guo, K., Wang, P_, Thang, H. and
del Castillo, J.: The intratracheal admunistration of endotoxin
and cytokines. [. Characterization of LPS-induced [L-1 and
TNF mRNA expression and the LPS-, 1L-1, and TNF-induced
nflammatory infiltrate. Am. J. Path., 138: 1485-1496 (1991).

Ulich, T.R., Y, S., Guo, K., Y1, E.S. , Remick, D. and del Castillo, J.
Intratracheal injection of endotoxin and cytokines. II.
Interlcukin-6 and transforming growth factor beta inhibit acute
inflammation. Am. J Path., 138: 1097-1101 (1991).

Vestweber, J. G., Klemm, R.D., Leipold, H W., Johason, D.E. and
Bailie, W E. : Clinical and pathologic studies of experimentally
induced Pasieurelia haemolytica pneumonia in calves. 4m. J.
Vet Res., 51:1792-1798 (1990).



84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

102

Warren, J.S., Barton, P.A. and Jones, M.L. : Contrasting roles for
tumor necrosis factor in the pathogeneses of IgA and IgG
tmmune complex mjury. Am. J. Path., 138: 581-590 (1991).

Warren, J.S., Yabroff, K.R., Remick, D.G., Kunkel, S.L., Chensue,
S.W., Kunkel, R.G., Johnson, K.J. and Ward, P.A_ : Tumor
necrosis factor participates in the pathogenesis of acute
immune complex alveolitis in the rat.J. Clin. Invest., 84:

1873-1882 (1989).

Wells, P.W ., Evans, H.B., Burrells, C., Sharp, .M., Gilmour,
NJ.L., Thompson, D.A. and Rushton, B.: Inability of passively
acquired antibody to protect lambs against experimental
pasteurellosis. nfect. Immun., 26: 25-29 (1979).

Wewers, M. D. and Gadek, ] E. : Proinflammatory polypeptides, In:
The Lung. Vol I. Edited by: Crystal, R.G., West, ] B,,
(Editors-in chief), Barnes, P.J. Chermack, N.S., Weibel, E.R.
(Associate editors). Ch. 2.8. 91-103. Raven Press, New York,

N.Y., 1991.

Whiteley, L..O., Maheswaran, S K: Weiss, D.J. and Ames, T.R.:
[mmunohistochemical localization of Pasteurella haemolytica
Al-denved endotoxin, lenkotoxin, and capsular
polysaccharide in experimental bovine Pasteurella pneumonia.
Vet. Pathol., 27: 150-161 (1990).

Whiteley, L.O., Maheswaran, S.K., Weiss, D.J. and Ames, TR
Alterations in pulmonary morphology and peripheral
coagulation profiles caused by intratracheal inoculation of hve
and ultraviolet light-killed Pasteurella haemoiytica Al in
calves. Vet. Pathol., 28: 275-285 (1991).

Whiteley, L.Q., Maheswaran, S.K., Weiss, D.J. and Ames, T.R.:
Morphological and morphometrical analysis of the acute
response of bovine alveclar wall to Pasteurella haemolytica Al-
derived endotoxin and leucotoxin. /. Comp. Path., 104: 23-32

(1991).



9.

92.

93.

94.

23

96.

97.

103

Whiteley, L.O., Maheswaran, S K., Weiss, D.J. Ames, TR., and
Kannan, M.S : Pasteurella haemclytica Al and bovine
respiratory disease: Pathogenesis. J. Vet Int. Med., 6: 11-22
(1992).

Wiener-Kronish, J.P., Albertine, K. H. and Matthay, M.A.: Differential
respouses of the endothelial and epithelial barniers of the lung

in sheep to Escherichia coli endotoxin. J. Clin. Invest., 88:
864.875 (1991).

Wilkie, B.N.: Respiratory tract immun¢ response to microbial
pathogens. J. Am. Vet. Med. Ass., 181. 1074-1079 (1982).

Wilkie, B.N , Markham, R.J.F. and Shewen, P.E.: Response of calves
to lung challenge exposure with Pateurella haemolytica after

parenteral or pulmonary immunization. Am. J. Vet. Res., 41
1773-1778 (1980).

Wolff, S M. : Monoclonal antibodies and the treatment of gram-
negative bacteremia and shock. New Engl. J. Med,, 324:
486-487 (1991).

Woolcock, J.B.: The biology of Pasteurella multocida and Pasteurella
haemalytica. In: Pasteurellosis in Production Animals.
Edited by: Patten, B.E., Spencer, T.L., Johnson, R.B.,
Hoffmaan, D., Lehane, L. 25-34. The Australian Centre for
International Agricultural Research { ACIAR ), Procegdings
No. 43, Canberra, Austraha, 1993.

Yoshizawa, Y., Tanoue, M., Yano, H., Sato, T., Ohtsuka, M.,
Hasegawa, S. and Kimula, Y. : Sequential changes in lung
injury induced by preformed immune complexes. Clin.
Immunol. immunopath., 61: 376-386 (1991).



APENDICE A

PROCEDIMIENTOS ESTADISTICOS
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EXPERIMENTO 1

Total de Células

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
3 11,300 13.400 15.500 10,500 10,900
7 706.25 957.14 568.75 656.25 778.57
3 288.60 224.34 532.56 189.62 361.99
x¢! 9'230,00C 13'480.000 19'270,000 7'430,000 10'190.000
n 16 14 16 16 14

Modelo Yij= u + Ti + EiJ

ANDEVA

Fuente de

Variacidén gl sC M F Ft
a 0.05

Tratamientos 4 1'270.596.81 317.649.20 2.68* > 2.53

Error 71 8'400,982.14 118,323.69

Total 79 9'671.578.95

Comparacion de las Medias por el Procedimiento de Scheffé
¥odelo Ssyi.-¥i.'= {Fft Fx(0.03, 4/60 gl) sz“y'i.-?i.'
Grupo 3 Grupo 4
968.75 - 6956.25 = 312.5 < 386.88

Grupo 4 Grupo 1 Grupo S Grupo 2 Grupo 3

No se reconocen diferencias entre las medias; la diferencia
detectada en el analisis de varianza. resulta débil cuando se
comparan las medias mediante el procedimiento de Scheffé.

Macréfagos Alveclares

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
z 9,305 8,362 8,208 7,019 7.727
Y 581.56 597.28 513 438.68 551.92
3 oo 212.20 249.64 I57.71 139.76 230.93
X" 6'086,903 5'804,670 5°206.982 3'372,181 4'958,035
B 16 14 16 16 14
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Nodelo Yij= u + Ti + Eij

ANDEVA

Fuente de

yariacidn gl SC M F Ft

a 0,05

Tratamientos 4 249,155.82 62,288,935 1.27 < 2.04

Error 71 3'468,225.17 48,846.24

Total 75 3'717.380.99

Polimorfonucleares
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 3

I 1.779 4,957 6,665 3.013 2,701

v 111.18 354 .07 416.56 188.31 192.92

s 96 .20 211 .64 290.24 178.01 146 .46

Ix* 336,639 2'337.473 4'039,981 1'042,725 799,957

n 16 14 16 16 14

Modelo YidE p [+ Ti A Eij

ANDEVA

Fuente de

Variacién gl sC CM F Ft
a 0.0095

Tratamientos 4 1'010,135.31 252.,533.82 6.5%x > 4.14

Error 71 2'738,965.68 38,576.98

Total 75 3'749,100.99

Comparacidén de las Medias por el Procedimiento de Scheffé

Modelo  Ss¥i.-¥i.'= «Fft Fa (0.095, 4/60 gl) styi.yi."

Grupo 3 Grupo 1
416.56 - 111.18 = 305.38 > 220.90
Grupe 3 Grupo 4
416.56 = 188.31 = 228.25 > 220.90
Grupo 3 Grupo S
416 .56 - 192.92 = 223.64 < 22B.66
Grupo 2 Grupo 1
354.07 - 111.18 = 235.89 > 2¢8B.66
Grupo 2 Grupo 4
354.07 188.31 = 165.76 < 228.66
Grupe 1 Grupe 4 Grupo S Grupc 2 Grupo 2
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El grupo 3 es realmente diferente de los grupos 4 y 1, pero no lo

es de los grupos 2 y 35;

Grupo 1

68

2 782
16

= %m%IM

Modelo Yij = u + Ti + Eij

ANDEVA

Fuente de
Variacioén

Tratamientos
Error
Total

Gru

4.25
5.73

2

gl

4
vipt
75

a su vez el grupo 2 es semejante a 1los
grupos 4 ¥ 5, los cuales no son diferentes del 1.

Linfocitos
po 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
20 216 178 155
1.42 13.50 i1.12 11.07
3.63 13.21 6.33 7.64
00 5536 2582 2475
14 16 16 14
scC CM F Ft
a 0.025
953.83 238.45 3.64* > 3.01
4,645.11 65.42
5,598.%4

Comparacién de las Medias por el

Modelo Ssyi.

Grupo
13.50
Grupo
13.50
Grupo
13.50
Grupo
11.12
Grupo
11.12

Grupo 2

-7i.' = yft Fa (0.05,

S S S I © T

Grupo
1.42
Grupo
4.25
Grupo
11.07
Grupo
1.42
Grupo
4.25

Grupo 1

D= R =N

12.08
9.25
2.43
9.70
6.87

Grupo 5

Procedimiento de Scheffé

4/60 gl) 22yi.—¥i.'

> 9.41
> 9.09
< 9.41
2 9.41
< 9.09

Grupo 4

Grupo 3

El Grupo 3 es diferente de los grupos 1 y 2,

Jrupos 5 y 4.

pero no de los

A su vez los grupos 4 y 5 comparten similitud con
;1grupo 1. Finalmente, el grupo 2 es semejante a los grupos 1 y
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Monocitos

Grupo 1 Grupo 2 Grupoc 3 Grupo 4 Grupo 5
3 210 135 528 347 410
7 13.12 9.64 33 21.68 29.28
8 10.65 5.98 22.12 11.62 16.45
<t 4,458 1,767 24,766 9,553 15,528
n 16 14 16 16 14
Modelo Yii = o + Ti + Bij
ANDEVA
Fuente de
Variacidn gl 5C CM F Pt
a 0.005
Tratamientos 4 6,055.52 1,513.88 7.13%* 5> 4.14
Error 71 15,057.27 212.07
Total 75 21,112.79
Comparacidn de las medias por el Procedimiento de Scheffé
Modelo Ss¥i.-¥i.' = vft Fa (0.05, 4/60 gl) &*¥i.-yi.'
Grupo 3 Grupo 2
33 - 9.64 = 23.36 > 16.95
Grupo 3 Grupo 1
33 ~ 13.12 = 19.88 > 16.37
Grupo 3 Grupo 4
33 - 21.68 = 11.32 < 16.37
Grupo 5 Grupo 2
29.28 = 9.64 = 19.64 > 17.350
Grupo S Grupo 1
29.28 ~ 13.12 = 16.16 < 16.95
Grupo 2 Grupo 1 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 3
El grupo 3 es diferente de los grupos 2 y 1., pero no lo es de los
grupos 4 ¥ 5; a su vez estos grupos no son diferentes del grupo 1
Y el grupo 2 es similar a los grupos 1 y 4.
Proteina
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo S5
Z 4.17 6.77 6.69 4.88 3.67
¥ 0.52 0.84 0.83 0.61 0.45
31 0.27 0.77 0.59 0.65 0.29
Zx 2.70 9.94 8.05 5.93 2.28
n 8 8 8 8 8
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Modelo Yij = u + Ti + Eij

ANDEVA

Fuente de

Variacidn gl

Tratamientos 4

Error 35

Total 39
Grupo 1 Grupo 2

) g 86

¥ C

| Q

it ] 3,898

n 8 8

SC

1.02
10.75
11.77

CM F Ft

0.25 0.83 < 2.09
0.30

Deshidrogenasa Léctica

10.735
20.61

Grupo 3
221

27.62

42 .08
18,501
8

Modelo Yag)o= g (T > E1]

ANDEVA

Fuente de

Variacion gl
Tratamientos 4
Error 35
Total 39

SC
3.943.14

29,117.26
33,060.40
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Grupo 4 Grupo 9
197 128
24.62 16

38.57 21.81
15,267 5,380
8 8

CM F Ft

x 0.1

685.78 1.18 < 2.49
831.92



EXPERIMENTG 2

Total de Células

Grupo 1 Grupo 2
z 5,900 6.400
Y $83.33 1,066.66
s 2 98.31 103,27
ZX 5'850,000 6'880, 000
n 6 6

S5e procedi¢ a mancomunar las varianzas mediante e] procedimiento
siguiente:
Sp® = (nl-1) 81° + (n2-1) S2%/ nl + n2 -2

Sp* = 10,164.77
El estadistico de prueba fue:

t - (X1 - ®2) - (ul - u2) / ¥ Sp* /nl + Sp? /n2

t = ~1.43

La regla de decisidén fue:
t @ 0.05. 6 + 6 -2 gl = 2.22
-2.22 < = 1.43 < 2.22

Se acepta la hipdtesis nula; no hay diferencia en lo concerniente
d células totales entre los dos grupos.

Macrdéfagos Alveolares

Grupo 1 Grupo 2
T 1.609 3,344
v 268.16 557.33
S 7219 123.74
=x2 457.511 1'940,288
n é é

e procedid a mancomunar [as varianzag mediante el procedimiento
8iguiente:
2 2 !
5p*= (ni-1) 51 + (n2-1) 52"/ nl + n2 - 2

Spt= 10,258.60
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Bl estadistico de prueba fue:
t = (X1 - %2} - (u1 - u2) / ¥ Sp* /ol + Sp* /n2
t = - 4.94
la regla de desicidn fue:
t « 0.05, 6 + &6 2 gl = 2.22
-4.94 > - 2.22
Se rechaza la hipdtesis nula; existe diferencia significativa en

lo concerniente a macréfagos alveolares entre 1os dos grupos. En
gste caso el grupo 2 es mayor que el grupo 1.

Folimorfonucleares

Grupo 1 Grupo 2
b 4,195 2,956
7 699.16 492.66
s 168.42 126.62
sx* 3'074.841 1'536.488
n 6 6

Se procedid a mancomunar las varianzas mediante el procedimiento
siguignte:

Sp* = (ni-1) S1* + (n2-1) S2% / n1 + n2 -2
Sp* = 22,198.95
El estadistico de prueba fue:
t = (X1 - X2) - (ul ~ w2) / ¥ 8p* /nl + Sp* /n2
t = 2.40
la regla de decisidén fue:
t 0.05, 6 +6 - 2 gl = 2.22
2.40 > 2.22
9e rechaza la hipdtesis nula; existe diferencia significativa en

1o concerniente a polimorfonucleares entre los dos grupos. En
¢ste caso el grupo 1 es mayor que el grupo 2.
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Froteina

Grupo 1 Grupo 2
z 4.60 2.19
¥ 1.53 0.73
8 0.9%5 0.41
Ix? 8.85 1.94
n - 3

S¢ procedid a mancomunar las varianzas mediante el procedimiente
giguiente:

spt = (n1-1) §1° + (n2-1) 82> / nl1 + n2 - 2
Sp* = 0.53
El estadistico de prueba fue:
t = (X1 - %2) — (ui - w2) / ¥ Sp* /n1 + sp? /n2

t 135

i

la regla de decisidn fue:
tax 0,05, 3 +3~2¢gl =2.77
= 12RTFY 1.3 Z:7F

Se acepta la hipétesis nula: no hay diferencia en 1o concerniente
a proteina entre los dos grupos.

Deshidrogenasa Léactica

Grupo 1 Grupo 2
z 104 27
Y 34.66 9
s 33.96 10.14
=xt 5,858 449
n 3 3

S¢ procedidé a mancomunar las varianzas mediante €l procedimiento
siguiente:

Spt = (n1-1) S1® + (n2-1 ) S2*/ n1 + n2 - 2
Sp* = 614.54
El estadistico de prueba fue:
t = (%1 - ¥2) - (ul - u2) / ¥ Sp* /nl + Sp* /n2
t = 1.26

112



La regla de decisidn fue:
t @ 0.05, 3+3-2gl =2.77
= 2.77 £ 1.26 ¢ 2.77

Se acepta la hipétesis nula; no hay diferencia en lo concerniente
a deshidrogenasa ldctica entre 1los grupos.

113



Grupe 1
9.700
g70

)

¥

] 533.43
it

11'970,000 3'220,000

n 10

Modelo Yij

ANDEVA

Fuente de
Variacidn

Tratamientos
frror
Totsl

Grupe 1
9,700

I ofm 2 B 2= Y
O > s e

2ciyi.

{ -81G0

2 11,800
3 10,3500
} ~1,300
f ~3,600

Il contraste 1
m los tres ¢

munizagos,

rypgos

EXPERIMENTO 3

Total de Células

contra

114

los

Srupo la

ottos

Grupo 2 Grupo 3 Gru
5,600 7,000 15,300 Fe0:  9rupe 3a
560 700 1,530 760 e 20
§6.60 402.76 794 .49 271 .62 22 98
6'360.000 29'090,000 6'440,000 §
10 10 10 e e
# + Ti + Eij
gl sC M F Ft
a o,
5 5'666,833.33 1'1933,366.66 6.12%x > 3_525
54 10'515.000.400 194,722.22
59 16'481,833.33
o Contrasteg
rupo 2 Grupo 3 Grupo la Grupo 2a G
5.600 7,000 15,300 7.600 r#?goga
1 1 -1 -1 =1
=1 0 1 <1 0
0 -1 1 a =1
1 —7k 0 { -1
9] 0 i * 0 0
Contrastes (continuacion)
Q= S8(Ql=
rIci* g /r seil SsQ) /st F Ft
1710 gl
a 0.05
10(6) 1'093,500 1'093,500/CME 9.61* > 4.96
& 0.005
10(4) 3+481,000 3'481,000/CME 17.87**> 12.83
<« 0.005
10¢4) 2'756,250 2'756,250/CME 14.15**> 12 .83
a 0.1
10(4) 42,250 42,250/CME 0.21< 3.29
a 0.025
10(2) 1'568,000 1'568, 000/CME 8.05%%> 6.94

Para comparar el efecto de la inmunizacidn pasiva
tres gque no

demostré que los primeros tuvieron valores mayores;

fueron



sin embargo, las diferencias mds significativas se reconocieron
en los contrastes 2 y 3 en donde se demuestra que la inoculacién
endotragueal (sin importar que los animales fueran o no
inmunizados) es mds flogistica. En cambio, en el contraste 4 no
se demuestra diferencia entre la inoculacién endovenosa y la
endotraqueal, seguida de la endovenosa (reaccién de Shwartzman).
Finalmente, el contraste S5 demuestra que la inoculacién
endctraqueal, puede exacerbarse significativamente cuando 1los
animales han recibido la inmunizacidén pasiva.

Macré6fagos Alveolares

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 1la Grupo 2a Grupo 3a
3 5,136 4,072 4,730 7,054 6,538 5,936
y 513.60 407 .20 473.00 705.40 653.80 593.60
s i 256.96 163.17 218.82 220.30 229.56 74 .60
ZX
3'232,112 1'897,752 2'668,246 5'412,708 4'748,838 3'573,702
n 10 10 10 10 10 10
Modelo Yii = o + Ti 4+ Eij
ANDEVA
Fuente de A - -
Variaics
ariacion gl SC Mo 05
Tratamientos S 607,618.33 121,523.66 2.94%x > 2.37
Error 54 2'226,054.40 41,223.22
Total 59 2'833,672.73
Contrastes L e 5 = )
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo la rupc <«a rupo 3a
5.51)36 4,072 4,730 7.054 6,538 5.836
C -
1 ; 1 1 -1 -1 -1
2 X ~1 0 1 ‘é _g
3 1 0 -1 1 4 -3
4 0 1 -1 0 & 5
5 1 0 0 -1
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Contrastes (continuacién)

Q=_ S5(Q)=
Sciyi. r3ci Q /r Ici? Ss(Q) /st F Ft
1710 gl
c a 0.01
1 -5590 10(6) 520,801.66 520.801.66/CME 12.63%*>10.04
a 0.10
2 1580 10(4) 62,410.00 62,410.00/CME 1.50 < 3.29
a 0.10
3 1524 10(4) 58,064.40 58,064.40/CME 1.40 < 3.29
a 0.10
4 -56 10(4) 78.40 78.40/CME 0.00 < 3.29
a 0.05
5 -1918 10(2) 183.,936.20 183,936.20/CME 4.46 < 4.96
El contraste 1 para comparar el efecto de la inmunizacién pasiva
en los tres grupos contra los otros tres que no fueron
inmunizados, fue el Gnico que demostré diferencias. En este caso.
los animales inmunizados aportaron valores mayores que 1los no
inmunizados.
Polimorfonucleares
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 1la Grupo 2a Grupo 3a
Z 4,103 1,237 1,996 6,888 713 1,273
vy 410.30 123.70 199.60 688.80 78.30 127.30
s . 296.17 138,80 173.49 561.92 38.78 49.72
X
2'472,961 326,413 669, 296 7'586,310 64,377 184,303
n 10 10 10 10 i0 10
Modelo Yij = u + Ti + Eij
ANDEVA
Fuente de
Variacién gl SC CM F Ft
o 0.005
Tratamientos S 2'796,611.94 5598,322.38 7.34** > 3.76
Error 54 4'111,436.39 76,137.71
Total 59 6'908,048.33
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Contrastes
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo la Grupo 2a Grupo 3a

4,103 1,237 1,996 6,888 713 1,273

g

! 1 1 1 -1 -1 -1

? 1 -1 0 1 -1 0

3 1 0 -1 1 0 -1

4 0 1 -1 0 1 -1

5 | 0 0 -1 0 0

Contrastes (continuacidn)
Q= n S8(Q)= »
Sciyi. r3ci Q /r Sci s5(Q)/s? F

1/10 g1

c a 0.10

1 -1,538 10(86) 39.,424.06 39,424 .06/CME 0.51 < 3.29
a 0.005

2 9,041 10(4) 2'043,492.02 2'043,492.02/CME 26.83**>»12.83
a 0.005

3 2722 10(4) 1'490,732.10 1'490,732.10/CME 19.57**>12.83
a 0.10

4 -1319 10(4) 43,494 .02 43,494 .02/CME 0.57 < 3.29
a 0.05

9 12,7858 10{(2) 387,811.25 387.,811.25/CME 5.09* > 4.96

En este caso no existe diferencia entre los grupos inmunizados Yy
log no inmunizados (contraste 1); 1las diferencias se presentan
cuando se compara la ruta de inoculacién endotraqueal contra 1la
endovenosa Yy contra la endotraqueal seguida de 1la endovenosa
(reaccion de Shwartzman) en los contragtes 2 Y 36
respectivamente, sin importar si 1os animales fueron o no
imunizados. En cambio, no hay diferencia cuando se compara 1la
inoculacidén endovenosa contra la endotraqueal seguida de la
endovenosa (contraste 4} . Finalmente, ia jnoculacisén
endotraqueal es capaz de exacerbarse cuando previamente Se
inmuniza a los animales {(contraste 5).

Linfocitos
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 1la Grupo 2a Grupo 3a
z 172 92 77 445 125 105
Y 17.20 9.20 7.70 44 .50 12.50 10.50
s 14.71 5.45 6.23 31.02 35.61 6.41
3x* 4,906 1,114 943 28,463 1,883 1.473
n 10 10 i0 10 10 10

Modelo Yij = u + Ti + Eij
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ANDEVA

Fuente de
Variacion gl sC cM F Ft
a 0.005
Tratamientos 5 8.644 .94 1,728.98 7.83%% > 3.76
Error 54 11,916.79 220.68
Total 59 20,561.73
Contrastes
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupe la Grupo 2a Grupo 3a
172 92 77 445 125 105
C
1 1 i 1 -1 -1 -1
2 1 =]l 0 1 -1 0
3 1 0 -1 1 0 -1
4 0 5 -1 0 1 -1
be] 1 0 0 -1 (8] 0
Contrastes (continuacidn)
Q= S5(Q)=
Seiyi. r3ci* Q /r =ci* 85(Q) /s F Ft
1/10 gl
C a 0.025
1 —-334 10(6) 1,859.26 1,859.26/CME 8.42**> 6.94
a 0.005
2 400 10(4) 4,000.00 4,000.00/CME 18.12**>12.83
a 0.005
3 435 10(4) 4,730,62 4,730.62/CME 21.43**>12.83
a 0.10
4 35 10(4) 30,62 30.62/CME ©0.13 < 3.29
a 0.00S
S =273 10(2) 3,726 .45 3,726.45/CME 16.88**>12 .83

El contraste 1 para comparar el efecto de la inmunizacién pasiva
en los tres grupos contra los otros tres que no fueron
inmunizados demostré alta significancia. Lo mismo sucedid en los
contragstes 2 y 3 en donde se compard la ruta de administracién
endotraqueal del LPS contra la ruta endovenosa y endotraqueal
seguida de la endovenosa (reaccién de Shwartzman), en donde se
demostrd gque la ruta endotraqueal es la mas intensa (sin importar
que los animales fueran o no inmunizados). En cambio, el
contraste 4 no demostrd diferencias entre la ruta endovenosa y la
endotragueal seguida de la endovenosa. Finalmente, en el
contraste 5 se confirma que la ruta endotraqueal puede generar
una respuesta mayor cuando los animales han 8ido previamente
inmunizados.
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Monocitos

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo la Grupo 2a Grupo 3a

b} 348 219 233 1,068 311 223
y 34.80 21.90 23.30 106.80 31.10 22.30
g 17.71 8.41 14.84 86.98 26 .54 12.22
zx* 14,936 5,433 7.411 182,160 16,013 6,317
n 10 10 10 10 10 10

Modelo Yii = g + Ti + Eij

ANDEVA
Fuente de
Variacién gl SC cM F Ft
a 0.005
Tratamientos 5 54.882.74 10,976.54 7.29%% > 3.76
Error 54 81,227.20 1.504.20
Total 59 136.109.94
Contrastes
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo la Grupo 2a Grupo 3a
348 219 233 1068 311 223
c
1 X 1 i -1 —1 -1
2 1 +1 0 1 -1 0
3 1 W -1 1 0 -1
4 0 1 -1 0 1 -1
5 i 0 0 -1 0 0
Contrastes (continuacién)
Q= S5(Q)=
Sciyi. rsci®  Q /r Zcit 55(Q) /8% F Ft
1/10 g1
o a 0.025
1 -802 10(6) 10,720.06 10,720.06/CME 7.12**> 6,94
o 0.005
2 886 10(4) 19.624.90 10,624.90/CME 13.04%*>12.83
a 0.005
3 960 10(4) 23,040.00 23,.040.00/CME 15.31**>12.83
a 0.10
4 74 10(4) 136.90 136.90/CME 0.09 < 3.29
a 0.005
5 -720 10(2) 25,920.00 25,920.00/CME 17.23%%*>12.83

En este caso los valores de significancia encontrados en 1los
contrastes fueron similares a la comparacidn anterior.
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Proteina

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 1la Grupo 2a Grupo 3a

b 3.10 3.21 2.16 9.40 5.20 1.97
¥y 0.62 0.64 0.43 1.88 1.04 0.39
=1 0.42 0.84 0.26 0.88 0.79 0.41
sx*  2.64 4.92 1.20 20.77 7.91 1.45
n 5 5 5 5 S 5
Modelo Yij = u 4+ Ti + Eij
ANDEVA
Fuente de
Variacién gl sC cM F Ft
a 0.029
Tratamientos S 7.87 1.57 3.73%* > 3,15
Error 24 10.12 0.42
Total 29 17.99
Contrastes
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo la Grupo 2a Grupo 3a
3.10 3.21 2.16 8.40 5.20 1.97
C
1 1 1 i -1 -1 =1
2 1 it 0 1 -1 0
3 1 0 =1 1 0 -1
4 0 1 -1 0 1 -1
S 1 0 0 -1 0 0
Contrastes (continuacién)
Q= 55(Q)=
Sciyi. r2cit @ /r Zci? S5(Q)/s® F Ft
1/5 gl
[ a 0.05
1 -8.10 5(6) 2.18 2.18/CME 5.20 < 6.61
a 0.10
2 4.09 S(4) 0.83 0.83/CME 1.99 < 4.06
a 0.05
3 8.37 5(4) 3.50 3.50/CME 8.34* > 6.61
a .10
4 4.28 S(4) 0.91 0.91/CME 2.18 < 4.06
a 0.05
5 6.30 3(2) 3.%86 3.96/CME 9.45*% > 6.61

En este caso, s6lo los contrastes 3 vy S demostraron
significancia; en el primero se demostré una respuesta mayor de
la inoculacién endotraqueal en comparacién de la endotraqueal
seguida de la endovenosa (reaccidén de Shwartzman), sin importar
que los animales fueran o no inmunizados y en el segundo se
constaté que la inoculacidn endotraqueal puede exacerbarse cuando
los animales han sido previamente inmunizados.
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Deshidrogenasa Lactica

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo la Grupo 2a Grupo 3a

b 48 70 115 359 89 123
7 9.60 14.00 23.00 71.80 17.80 24.60
g 13.16 24.68 25.32 43.21 17.52 37.75
Ixt 1,154 3,418 5,211 33,247 2,813 8,729
n 5 5 5 5 5 5

Modelo Y=u+Ti+ Eij

ANDEVA

Fuente de

Variacién gl e SC CM F Ft
a 0.10

Tratamientos o] 1,212.10 242 .42 0.18 < 4.06

Error 24 31.008.70 1,292.02

Total 29 32,220.80
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EXPERIMENTO 4
Total de Células
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

z 17.600 26,150 23,000
¥ 1,100.00 1,634.37 1,437.
] 294.39 601.86 492.
sx!  20'660,000 48'172,500 36'700,000
n 16 16 16
Modelo Y=u+Ti+ Eij
ANDEVA
Fuente de
Variacioén gl sc CM
Tratmientos 3 9'720,117.20 3'240,039
Error 60 15'021.,083.70 250,351
Total 63 24'741,210.80

Comparacidén de
Modelo Ssyi.-¥i.'

Grupo

237D

Grupo

2,175.

Grupo

2,173).

Grupo
1,634
Grupo

1,634.

Grupo

1,437.

Grupo 1

=y Ft

4 Grupo
00 I 1,100
4 Grupo
00 = 1,437
4 Grupo
00 - 1,634
2 Grupo
.37 - 1,100
2 Grupo
37 = 1,437
3 Grupo
50 - 1,100

Grupo 3

1
.00
3
.50
2
.37
1
.00
3
.50
1
.00

Grupo

1,075
737
540
534
196
337

Grupo 4
34,800
50 2,175.00
44 556.77
80'340,060
16
F Ft
a 0.005
06 12.94%*> 4.73
.56

las medias Empleando el Procedimiento de Scheffé

Fax( 0.05, 3/60) &*¥i.-yi.®

.00 > 509.03
.90 > 509.03
.63 > 509.03
.37 > 509.03
.87 < 509.03
.50 < 509.03

Grupo 4

El grupc 4 es realmente diferente a todos los demds. El grupo 2 y
el 3 no son diferentes, mientras que el 1 y el 3 tampoco lo son.
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Macréfagos Alveolares

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
b 12,101 12,962 10,689 14,141
y 756.31 810.12 668.06 883.81
3 239.15 339.78 168.97 380.90
sz 10'010,083 12'232,598 7'569,197 14'674,329
n 16 16 16 16
Modelo Yij = u + Ti + Ei3
ANDEVA
Fuente de
Variacién gl aC CM F Ft

a 0.10
Tratamientos 3 346,506.05 115,502.01 1.33 < 2.18
Error 60 5'194,316.56 86,571.94
Total 63 5'540,822.61
Pol imorfonucleares
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
= 4,979 12,701 21,115 20,102
% 311.18 793.81 694 .68 1,256.37
s 161 .44 505.963 371.08 649.00
xt 1'940,357 13'921.,833 9786,973 31'573,680
n 16 16 16 16
Modelo Yij = u + Ti + Eij
ANDEVA
Fuente de
variacién gl SC CM F ¥t
a 0.005

Tratamientos 3° 7'250,644.92 2'416,881.64
12'614,126.06
19'864.770.98

Error 60
Totales 63

11.49%* > 4.73
210,235.43

Comparacién de las medias Empleando el Proucedimiento de Scheffé

Modelo

Grupo 4
1,256.37 =
Grupo 4
1,256.37 -
Grupo 4
1.256.37 -

Ss¥i.—yi.' = ¥ £t Fa (0.05, 3/60 gl) s*¥i.-¥i.'

Grupo 1

311.18 = 945.19 > 466.46
Grupo 3

694.68 = 561.69 > 466.46
Grupo 2

793.81 = 462.36 < 466.46
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Grupo 2 Grupo 1

793.81 - 311.18 = 482.63 > 466.46
Grupo 2 Grupo 3
793.81 = 694.68 = 99.13 < 466.46
Grupo 3 Grupo 1
694 .68 - 311,18 = 383.50 < 466.46
Grupo 1 Grupo 3 Grupo 2 Grupo 4

El grupo 4 es diferente de los grupos 3 y 1, pero no lo eg del
grupo 2; @ Su vez ¢l grupo 2 eg diferente del grupo 1 perc no del
3; los grupos 3 ¥y 1 no son diferentes.

Linfocitos
Grupo 1 Grupe 2 Grupa 3 Grupc 4
I 98 136 300 13%
¥ 6.12 8.50 18.75 8.50
g 4.70 6.87 14.87 12.52
Txt 932 1,864 8,942 3,508
n 16 16 16 16

Medelo Yii=u + Ti + Eij

ANDEVA
Fuente de
Yariacion gl 5C CM B Ft

a 0.01
Tratamientos 3 1.523.19 507.73 4.34** > 4.13
Ervor 60 6,708.75 111.81
Total 63 8,231.94

Comparacion de las Medias Empleando el Procedimiento de Scheffé

Modelo  Ssyi.-yi.'= ¥ £t Fa (0.05. 3/60 gl) s*¥i.-yi."

Grupo 3 Grupeo 1

18.73 - 6.12 = 12.63 > 10,79
Grupo 3 Grupo 2

18.75 - 8.50 = 10.25 < 10.75
Grupo 3 Grupo 4

18.75 = 8.50 = 10.25 < 10.73
Grupo 4 Grupo 1

8.50 - 6.12 = 2.38 < 10.75
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Grupo 1 Grupo 2 Grupo 4 Grupo 3

El grupo 3 es diferente del grupc 1, pero no lo e3 de 108 grupos
27y 4; a suvez el grupo 1 es simllar a los grupos Z y 4.

Monocitos

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
z 432 359 901 427
¥ 27.00 22.43 56.31 26.68
S 16.17 19.62 15.87 22.39
" 15,588 13,831 54,517 18,919
n 16 16 16 i6
Modelo Yij = u + Ti + EiJ
ANDEVA
fuente de
Variacidn gl sC ™M F Tt

« §.005

Tratamientos 3 11.693.42 3,897.80 11.13** > 4,73
Higere 60 21,002.82 350.04
Total 63 32,696.24

Comparacidn delas Medias Empleando el Procedimiento de Scheffé

Modelo Sayi.-¥i.'= ¥ £t Fa (0.05, 3/60 gl) o*Fi.—Fi.'

Grupo 3 Grupo 2

56.31 - 22.43 = 33.88 > 19.03
Grupo 3 Grupo 4

56.31 = 26 .68 = 29.63 > 19.03
Grupo 3 Grupo 1

56 .31 — 27.00 = 29.31 > 19.03
Grupo 1 Grupo 2

27.00 - 22.43 = 4.57 <€ 19.03

Grupo 2 Grupo 4 Grupo 1 Grupo 3

e e s < s e it S e —— —

En este caso el unico grupo diferente es el 3
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APENDICE B

EL COMPLEJO RESPIRATORIO DE L.OS BOVINOS
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EL COMPLEJO RESPIRATORIO DE LOS BOVINOS

Introduccion

Las neumonias constituyen uno de los principales problemas de salud en
los bovinos. Entre las pérdidas que ocastonan se incluyen la muerte de los
animales enfermos, los elevadas costos de los tratamientos, el bajo
rendimiento de los amimales con secuelas, decomisos en el rastro, y, ademas,
¢l costo derivado de la aplicacion de bioldgicos y otros farmacos para

controlar estas enfermedades.

En los Estados Umidos de Norteamérica se estima que la Pasteurelosis
Neumoénica (PN) o mas propiamente dicho, el Complejo Respiratono Bovino
{CRB), ocasiona perdidas anuales por 800 millones de dls.; en otros paises
como Canada v Espaiia, las pérdidas atnbuidas al CRB se incluyen también
cutre las mds relevantes. Im México, a pesar de que no existen aun

evaluaciones al respecto, las pérdidas se estiman igualmente considerables.

El presente escrito tiene como objetivo la presentacion de los puntos mas

relevantes de [a patogenia, diagnostico y control de] CRB.
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Antecedentes

El CRB es un padecimiento neumnonico en ¢l que intervienen varios
agentes mfecciosos (multietiologico) , favorecido por diversos factores
(multifactorial) que provocan estrés en el animal. Es pertinente mencionar
que los térmuinos Fiebre de bmbarque y Pasteurelosis Neumonica ya no son
tan apropiados, puesto que el transporte no constituye el unico factor
predisponente ni las bacterias del género Pastewrella son los iumicos
microorganismos involucrados. Por otra parte, €l concepto Sindrome
Kespiratorio  Bovino resulta adecuado para refenirse al comjunto de
manifestaciones clinicas derivadas del CRB. En cambio, se excluyen del
CRB a todos aquellos padecumientos confinados al tracto respiratorio
superior, tales como el Granuloma Nasal y 1a Lanngotraqueitis Necrotica del
Temero. Asimismo, otros padecimientos neumonicos del ganado que ocurren
esporadicamente, come la Neumonia Embolica por Trombosis de la Vena
Cava, las Neumonias Granulomatosas por Mycobacterium sp. o por
Coccidioides immitis y la Neumonia Verminosa por Dictyacaulus sp., no se
consideran dentro del CRB. De igual manera, tampoco se incluyen aqui a los
numergsos padecimientos neumonicos agrupados dentro de las Neumonias
Intersficiales Atipicas. Por lo tanto, a pesar de que el concepto CRB es
amplio, éste se limita a los padecimientos neurndnicos exudativos de indole
bacteriano, luego que se han alterado los mecanismos de defensa del pulmon,

por condiciones estresantes y/o infecciones virales.
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El Concepto Multifactonal

Con relacion al concepto multifactorial del CRB, se ha mencionado que
los factores propios de la alta tecnificacién en la produccion intensiva de
bovines de camne, constituyen de por si condiciones favorables para la
presentacion del CRB. En efecto, el transporte prolongado, el hacinamiento,
la mezcla en ¢l corral de anmimales de diferentes edades y, en general,
cualquer ofra condicion que impida drasticamente el patron de
comportamiento normal en los animales, propiciara las condiciones de estrés;
inclustve, procedimientos de manejo convencionales en el corral de engorda,
como la castracién v el descornado, han demostrado ser suficicntemente
estresantes. El estado de estrés implica la imstauracton de una reaccion
newrocndocrina que conlleva la hberacion de esteroides de la corteza
adrenal. Cuando el estimulo que provoca esta reaccion se prolonga, la
hberacion de esterowdes endogenos, pnncipalmente cortisol, disminuira la
capacidad del animal para establecer una respuesta inmune adecuada. Sia
estas condiciones estresantes se le afiade una higiene deficiente y una
elevada humedad relativa (>80%), existe una mayor posibilidad de que se
presenten enfermedades respiratonas, debido al alto grado de contaminacion

y ala mayor supervivencia de los microorganismos en el medio.

Otra situacidn de gran relevancia es la nutricién de los amimales.
Recientemente, se ha demostrado que las deficiencias de vitaminas y

minerales traza, mfluyen desfavorablemente en la capacidad de respuesta



130

(nmune; si bien, no se ha determinado con exactitud la manera eo que esto
ocurre. Por iltimo, cuando los animales ingieren alimentos contaminados con
micotoxinas, particularmente aflatoxinas y toxina T puede deprimirse
también su capacidad inmunitania; de esta forma, estas micotoxicosis no
acontecerian de manera clinica evidente, sino favoreciendo la presentacion
de otros padecimicntos relacionados con [a mmunodepresion

(micotoxicosts secundana), entre los que se incluiria a las neumonias.
El Concepto Multietioldgico

Como ya s¢ ha mencionado, para la presentacion de] CRB se amerita de
factores predisponentes y de una interaccion de los agentes infecciosos.
Estos agentes infecciosos pueden ser diferenciados en primarios y
secundarios; es decir, en aquellos que intervienen originalmente y en los que
ocurren fuego como oportunistas, después de que se ha desarrollado la
infeccion imicial. Las investigaciones al respecto, han demostrado que los
virus pueden ser considerados como agentes primarias, mientras que las
bacterias como secundarios. En el cuadro 1 se presenta una relacién de los

agentes infecciosos considerados de mayor relevancia en el CRB,
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Cuadro 1

PRINCIPALES AGENTES INFECCIOSOS ASOCIADOS CON EL CRB

-—

Virus Bactenas

Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR)*  Pasteurella haemolytica (A1)*
Parainfluenza 3 (PI3)* Pasteurella multocida A*

Diarrea Viral Bovina (BVD)* Haemaphilus somnus*
Virus Respiratorio Sincitial Bovino (BRSV) #
Adenovirus Boving *

¢ Assfados en Mexico.
" Demostrada su presencia mediante estudios serolégicos.

Otros virus tales como Rhinovirus, Enterovirus y Reovirus, se estiman de
menor importancia en ¢l CRB; por otra parte, aunque ¢l virus de 1a Fiebre
Catarral Maligna también afecta el tracto respiratorio de los bovinos,
provoca una patologia tan particular y severa, que su inclusion en el CRB,

quizd no se justifique.

En lo que concieme a las bacterias que participan en el CRB, ¢s menester
sefialar que otras, como Courynebacterium pyugenes, Streptocaccus sp.,

pueden también intervenir, pero su participacién es eventual. Otra situacion
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denva de las infecciones por Mycoplasma (M. bovis, M. dispar) y
Chiamydia psittaci, puesto que las neumonias que provocan son de tipo
proliferativo (linfoproliferativo) y no exudativo (exudativo intersticial y
bronconeumonia), como ocurre en las lesiones neumonicas que caracterizan
al CRB, a menos que luego se compliquen estos procesos neumdnicos
iniciales con las bactenas d¢ mayor importancia en ¢l Complejo. El término
Neumonia Enzodtica se emplea para referirse a estas neumonias, las cuales
ocurren mayormente en beeerros mantenidos en hacimiento en lugares

encerados y con mala ventilacidn.

[nteraccion Virus-Bacteria

Las bactenas nvolucradas en el CRB, pueden ser recuperadas de la
mucosa nasal y faringea de bovinos sanos; sin €mbargo, estas mismas
bacterias pueden colonizar ¢l tracto respiratorio inferior, particularmente
bronquolos y alvéolos, bajo ciertas condiciones que disminuyen la
capacidad de detensa. Estas condiciones adversas pueden ser algin factor

estresante, una ligera infeccidn respiratoria viral o ambaos.

En los bovinos normales, lo mismo que en otros animales domésticos y
de laboratorio, la remocion bactenana pulinonar es practicamente total a las
8 horas posteriores a un desafio masivo por acrosol. Por ejemplo, becerros
desafiados con aerosol de P. haemolytica, eliminan el 75% de las bacterias a
las 2 horas, el 90% a las 4 y 92% a las 8 horas. No obstante, cuando previo
al desafio bacteriano se infecta a los animales con algan virus (4 o 6 dias

antes con los virus IBR o Pi3, respectivamente), los mecanismos de
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depuracion pulmonar son incapaces de eliminar las bacterias, generandose
entonces una neumonia. Los mecanismos mediante los cuales se desarrolla
este sinergismo virus-bacteria, no se han dilucidado totalmente; sin embargo,
se asume que el mayor efecto detrimental sobre los mecanismos de defensa
en el pulmoén, ocurre sobre el macrofago alveolar. Al respecto, se ha
demostrado un fenémeno de hipersensibilidad, denominado citotoxicidad,
sobre los macrofagos que expresan antigenos virales sobre su superficie. En
este caso, resulta paraddjico que al momento en que la respuesta inmune
humoral comienza a presentarse significativamente (6 a 8 dias posteriores al
inicio de la infeccién viral), los anticuerpos dirigidos contra los virus,
destruyen a los macr6fagos que se han convertido en el blanco de la

respuesta inmune, al exponer en su superficie los antigenos virales.

Ademas de lo anterior, los virus pueden ocasionar ofras alteraciones en
los mecanismos de defensa del pulmon, tales como la destruccion de la
carpeta mucociliar, 1a produccion de edema, dafio sobre neumocitos I y 11,
esto ultimo con la consecuente alteracion del surfactante e, inclusive, la
generacion de eventos inflamatorios, dependientes de un  fenémeno
hipersensible en el que participan IgE, células cebadas y substancias
vasoactivas liberadas por éstas; es decir, ¢l virus, en este caso el BRSYV,
actiia como alérgeno. En el cuadro 2 se presenta un resumen de los efectos

mas significativos de la infeccion viral sobre los mecamismos de defensa en

el pulmoén.
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Cuadro 2

EFECTOS DE LA INFECCION VIRAL SOBRE LOS MECANISMOS DE
DEFENSA EN EL PULMON

r——

Aumento en la susceptibilidad a la adhesién y colomzacion bactenana.
Disminucion de 1a eliminacion bacteriana por la carpeta mucociliar.
Disminucion de los niveles del surfactante.

Disminucion de la actividad fagocitica de los macrofagos por alteraciones en:
Quimuotaxis, Adhesién de particulas, Ingestién, Fuston fagosoma-lisosoma,
Accion litica y degradacion intracelular y Niveles de enzimas lisosomales.

Factores de virulencia de la bactena

En lo que concierne a las bactenas, se ha demostrado que éstas son las
verdaderas responsables de la severidad del cuadro newmdnico en el CRB;
de hecho, una infeccion respiratona viral sin complicaciones, transcurre por
lo general inaparente o discreta, Las bacterias mds importantes son las del
género Pasteurella, aunque recientemente también ha tomado relevancia
Haemophilus somnus, microorganismo causante de la Meningoencefalitts
Tromboembolica. Otras bactenias que pueden intervenir eventualmente en el

CRB, se estiman de menor relevancia.
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Pasteurella haemolytica se considera de mayor mmportancia que P.
multocida en el CRB. En el primer caso se trata del tipo Al, mentras que
para P. muliocida se hace referencia al tipo A. Vale mencionar aqui que los
tipos B y E de P. multocida, causante de la Septicemia hemorragica, no han
sido demostrados en los bovinos en Amérnica, por lo tanto, esta enfermedad

debe ser considerada exotica.

Con relacién a P. haemolytica, se ha propuesto que previo a la
colonizacién bacteriana del tracto respiratorio inferior, se requiere de una
abrupta conversion en el tracto respiratorio superior, de la forma comensal
de la bacteria (serotipo 2 u otvos, albergadas naturalmente en fosas nasales y
tonsilas) a la forma patdgena (serotipo 1). Esta conversién se presentaria
durante condiciones de estrés y/o infecciones virales en el animal, porque P.
haemolytica Al, a diferencia de los serotipos comensales, expresaria en su
superficie factores que le permitirian la adhesion y colonizacién en el tracto
respiratorio superior después que ha sido alterado, para luego, a partir de
este foco primario de infeccion, diseminarse hacia el pulmén. Vale sefialar
también que la expresion de estos factores de adhesion y colonizacion de P.
haemolytica Al, podria estar asociada a la regulacion conjunta de otros

factores de virulencia de la bactena.

Los factores de virulencia de P. haemolytica considerados de mayor
importancia son su leucotoxina y el lipopolisacarido. La leucotoxina (LT) es
un exotoxina citotoxica para los leucocitos de los rumiantes y también
para los macrofagos alveolares. Este efecto selectivo de la citotoxina, quiza

explique la virulencia de P. haemolytica para los rumiantes y su ausencia de
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patogenicidad para el cerdo y otros animales domésticos. La LT de P.
haemolytica, pertenece a un grupo de toxinas bacterianas denominadas:
“citolisinas formadoras de poros”, por sus tipicos efectos sobre las

membranas celulares.

Por otra parte, se ha demostrado que los lipopolisacaridos bacterianos
(LPS), componentes primordiales de la pared de las bacterias Gram
negativas, pueden ejercer un efecto inflamatorio considerable cuando se
mstilan en el pulmén. Este efecto inflamatorio también ocurre cuando se
emplean los LPS de P. haemolytica y P. multocida, que ademas alteran las
propiedades del surfactante alveolar, favoreciendo el desarrollo de la lesion
neumonica. Mas recientemente, ha sido demostrado que a partir de la
mnoculacion por via aérea de P. haemolytica, su LPS puede atravesar la
barrera epitelial e interactuar con las células endotehiales y los macréfagos
intravasculares del pulmon, generando wuna significativa respuesta
inflamatoria en la que se comprometen otros mecanismos de homeostasis
que también intervienen en la respuesta inflamatonia, tales como los de la
coagulacion y fibrinolisis, lo mismo que el sistema del complemento.
Inclusive, se ha demostrado que P. haemolytica puede inducir la produccién
del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) cuando se mcuba con macréfagos
alveolares. Como se sabe, el TNF es una citocina que tienc multiples

propiedades entre las que destaca su enorme capacidad flogistica.

La importancia de los polimorfonucleares neutréfilos (PMN) en el
desarrollo del dafio pulmonar es tan relevante que cuando se priva

experimentalmente a los bovinos de estas células, la lesion que corresponde
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a un desafio masivo con P. haemolytica se ve notablemente disminmda. De
lo anterior, se desprende la apreciacion de que el macrofago alveolar,

participa mayormente en la depuracion bacteriana e interactia con las células
responsables de la respuesta inmune, en tanto que el PMN es un importante
ejecutor de la respuesta inflamatoria, luego de que resulta activado por
diversos mediadores; sin embargo, cuando esta respuesta ocurre de manera
exacerbada, el dafio tisular en el pulmén sobrepasa los beneficios originalés

de la inflamacién.
Lesiones

La lesion mas representativa del CRB es la neumonia; esta neumonia
resulta ser la mayoria de los casos, de tipo agudo, mtersticial y exudativa,
conforme al criterio histopatolégico actual para la clasificaciéon de las
neumoinias. Eventualmente, la neumonia es de tipo bronconeumonia aguda o
una mezcla con la antenior. Se ha estimado que cuando interviene en la
lesion neumonica P. haemolytica, se presenta ¢l primer tipo de neumonia,
mientras que el segundo ocurre cuando interviene P. multocida o H. somnus.
En algunas ocasiones los microorganismos pueden encontrarse asociados.
Por otra parte, se ha referido que la participacion de Mycoplasma bovis, M.
dispar y Chlamydia psittaci, pueden dar tugar a una neumonia de tipo
agudo linfoproliferativa, la cual eventualmente evolucionara hacia neumonia
exudativa, mayormente bronconeumonia, cuando también intervienen

Pasteurella sp. o H. somnus.



138

Particularizando sobre la neumonia aguda intersticial y exudativa,
considerada la mas representativa del CRB, cabe mencionar que también se
hace referencia a ella como neumonia fibrinosa, en la clasificacion
anatomopatologica. Lo anterior se debe a que su respuesta inflamatoria
exudativa es predbminantemente de tipo fibrinoso. Este exudado cubre la
pleura de las regiones craneoventrales del pulmoén; ademas, también existe
una patente consolidacion en estas zonas. La lesidn es por lo general
asimétrica y se presenta un dafio mas considerable en el pulmén derecho.
Cominmente se involucran los lébulos apicales y cardiacos de ambos
pulmones y el 16bulo accesorio y la parte adyacente del diafragmatico del
pulmén derecho. Eventualmente, cuando la lesion ha evolucionado por algun
tiempo, se aprecian patentes adherencias de fibrina entre Ia pleura parietal y
la visceral. Las secuelas mas comunes son secuestros abscedados de las

zonas mas dafiadas.

Microscopicamente se observa una severa pleuritis fibrinosa ¢
fibrinopurulenta. Los vasos linfaticos de los septos interlobulillares muestran
notorios trombos de fibrina. Los bronquios y bronquiolos mayores lucen
necrosis y descamacion del epiteho y, eventualmente, un exudado
fibrinopurulento. Los alvéolos aparecen engrosados en sus septos y
hemorragicos; asimismo, se aprecia una severa infiltracion por PMN, tanto
en septos como participando en la exudacién alveolar. En zonas de severo
daiio la consolidacién y necrosis no permiten distinguir la arquitectura
alveolar. Estas zonas de intenso dafios se encuentran parcialmente
demarcadas por células necréticas arremolinadas. En estas zonas puede

también apreciarse vasculitis y trombosis de algunas pequefias venas. En
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otras areas, con menos dafio, se pueden reconocer edema, fibrina,
macrofagos activos y PMN en la luz de los alvéolos; ademas, pueden

identificarse colonias bacterianas.

Cuando 1a participacién bacteriana corresponde a P. multocida o a H.
somnus, las caracterisicas de la lesion neumoénica cambian
considerablemente, al grado de manifestarse como bronconeumonia franca;
es decrr, la exudacién bronquial y bronquiolar es mas copiosa y el exudado
es mayormente mucopurulento. La bronquiectasia es la secuela mas

mportante en esta neumonia.

Como se ha visto, las bacterias son en si las responsables mayores de la
morfologia del dafio pulmonar; sin embargo, eventualmente pueden
identificarse algunas evidencias indicativas de la participacién viral en la
lesion. Estas evidencias corresponden a la formacion de cuerpos de inclusién
que se presentan en el citoplasma de las células del epitelio bronquial y
bronquiolar, asi como en macrofagos, lo que resulta compatible con
infecciones por Paramyxoviridae, sean debidas a PI3 (Paramyxovirus) o
BRSV (Pneumovirus). Ademas, en estos casos también se aprecia a nivel
alveolar la coalescencia de células del epitelio 0 de macrofagos, a las que se
les denomina sincitios. Por otra parte, pueden observarse cuerpos de
inclusion intranucleares en células del epitelio de bronquios, traquea y

mucosa nasal, en casos de [BR.

Otras de las Iesiones que pueden reconocerse en el CRB, ademas de la

neumonia, son traqueitis y rinitis fibrinonecrética que por lo general
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corresponden a IBR. Por otra parte, cuando las lesiones respiratorias se
acompafian de estomatitis ulcerativa y de otras lesiones semejantes en el
tracto digestivo, pudiera tratarse de BVD, debiendo ser considerada también
Fiebre Catarral Maligna.

Signos Clinicos

Las manifestaciones clinicas del CRB no ocurren sino hasta 6 o 10 dias
posteriores al arribo de un lote nuevo o la presentacion de la condicion
estresante. Por lo general, la morbilidad oscila entre 5 y 40 %, mientras que
la mortalidad fluctia entre 5 y 30 %; aunque en algunos brotes puede

elevarse considerablemente.

Los animales muestran al principio lasitud y anorexia, se apartan del resto
de los animales y se mantienen con la cabeza baja, las orejas caidas y los
ojos entreabiertos. También puede apreciarse que los amimales muestran
cierta apatia cuando se les observa dentro del corral e incluso no miran de
frente al observador, quiza por la molestia que les causa el mover el cuello.
Algunos animales pueden presentar salivacion, debido también a la molestia
que les causa el deglutir. Por lo general, el morro esta congestionado, reseco
y costrose; asimismo, hay fiebre, conjuntivitis y lagnmeo. La frecuencia
respiratoria estd aumentada, aunque por lo general aun sin disnea. A
continuacién, puede presentarse descarga nasal, si bien esto no es
constante, resulta indicativo de la severidad del compromiso en tracto
respiratorio superior. Tampoco la tos es un signo prominente y cuando se

presenta es suave, humedad y en accesos. Conforme la lesion neumonica
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progresa en gravedad, la disnea se hace patente, el animal respira por la boca
teniendo la cabeza extendida y abduciendo los miiembros anteriores.
Eventualmente se presenta diarrea. En la auscultacion pueden reconocerse
rudos bronquiales y roces pleurales en la region crancoventral, sobre todo
del pulmén derecha, no obstante, cuando la lesion de consolidacién
es total, los sonidos respiratorios pueden estar ausentes. Los amimales
afectados severamente, mueren por lo general entre los primeros 25 dias de
ambo al cngordadero, luego de un curso de 3 a 8§ dias. Usualmente el

problema en el lote transcurre de 3 a 4 semanas.

Diagnéstico

El diagnostico clinico no resulta por lo general dificil cuando se
reconocen varios animales representativos del problema; sin embargo, ¢l
diagnostico integral resulta todo lo contrario, lo cual va en relacion de la

etiologia multiple del CRB.

En efecto, aunque con base en las lesiones pulmonares en los amimales
1nuertos, puede suponerse cual es la bacteria involucrada con el problema,
resulta generalmente dificil establecer la identidad del agente ctioldgico
primario que, como ya sabemos, es un virus. Para este propdsito la
abservacion histopatoldgica es muy necesaria, aunque no sicmpre pucden
encontrarse evidencias que sugieran a un agente viral en particular; no
obstante, la patologia resulta imprescindible como parte del diagnéstico y
nunca debe omuitirse, En lo que concieme a los estudios viroldgico de

aislamiento, ¢éstos son sin duda los que determinarian al agente etiolégico
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primario; desafortunadamente su realizacion no se encuentra al alcance de la
mayoria de los laboratorios en México y sus procedimientos son costosos y
ardados. En este sentido, las técnicas de wmmunofluorescencia para
demostrar al antigeno viral en el tejido, quizd sean las mds rapidas y
eficientes, pero tampoco son rutinarias y solo se realizan en laboratorios
especiabizados del pais. Los andlisis bacterioldgicos, en cambio, son mas
accestbles y confirmarian la presencia de la bacteria involucrada, ademds de
indicar, ecventualmente, la terapia antimicrobiana mas adecuada con bas¢ en
estudios de sensibilidad a los antibiéticos. Por dltimo, el conocimiento de la
diserunacion de una o vanas mmfecciones virales en un lote de animales,
ayudaria a establecer las medidas para su control, pero desafortunadamente,
las técmicas serologicas mediante las cuales se consigue lo anterior, tampoco
s¢ llevan a cabo en todos los laboratorios del pais. En resumen, el
diagndstico integral en los casos de CRB, no se consigue con facilidad
mediante Jos medios de que se dispone actualmente en México, sin embargo,

los estudios de patologia ofrecen una valiosa ayuda.

Casos Locales

En ¢l laboratonio de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinana de
la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn. se han diagnosticado 28 casos de
neumonias representativas del CRB; estos casos corresponden a brotes de la
¢nfermedad registrados entre 1986 y 1994. Todos, con excepcion de uno,
ocurricron ¢n carrales de engorda. En varios de estos casos existen
evidencias histopatoldgicas de infeccion viral por Paramyxoviridae. Algunos

estudios seroldgicos que se han llevado a cabo en el Veterinary Diagnostic
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Laboratory del College of Veterinary Medicine en College Station, Texas
A&M University, han demostrado que los animales son reactores a [BR, PI3,
BRSY, P. haemolytica y H. somnus. El unico c¢aso que no ha ocurido en
corral de engorda, se presento en becerros alojados en jaulas dentro de un
cobertizo, en condiciones desfavorables, tal y como se ha referido para los

brotes de Neumonia Enzodtica.
Tratarmiento

Se¢ ha demostrado que cuando se logran identificar las primeras
manifestaciones del CRB cn los ammales enfermos, la mayoria de los
fratamlentos antinicrobianos, insaturados durante este periodo, son eficaces,
sobre todo, si se continiian por lo menos 48 horas despﬁés de que los signos
clinicos hayan desaparecido. Es decir, la mortalidad en ¢l CRB puede ser
minimizada cuando se administra a tiempo de terapia antimicrobiana,
mientras que los tratamientos aplicados luego de 48 horas de iniciado el
padecimento, por lo general, resultan infructuosos, wnclusive en algunos
casos sdlo se prolonga el curso de la enfermedad; asimismo, cuaando los
tratamientos se suspenden tempranamente, pueden favorecerse las recaidas y

la presentacion de secuelas graves,

Entrc los antimicrobianos mds recomendables para el tratamiento del
CRB, se encuentran: penicilina-estreptomicina, ampicilina, amoxicilina,
tetraciclinas y sulfonamidas; cuando la severidad del caso lo amente pueden
también emplearse neomicina y spectinomicina. Cabe mencionar que deben

ser consideradas pruebas de sensibihidad bacteriologica a los antibidticos, en
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|a instauracién de la terapia antimicrobiana. Por otra parte, no se cuenta con
datos suficientes que apoyen en empleo de los corticosteroides como
angliares en el tratamiento de las neumonias en el CRB; en cambio, los
antiflamatorios no esteroidales (flunixina, meglumina) han demostrado

beneficios.

En el caso de la administracion de antimicrobianos a niveles profilacticos,
con la inteacion de disminwir la gravedad de un brote de CRB o de tmpedir
[as manifestaciones en el caso de los animales en periodo de incubacion, las
opiniones son bastante contradictorias en inclusive desfavorables. Por
gjemplo, ¢t un experumento cb el que se provocaron lesiones ncumonicas
tipicas del CRB, mediante la aplicacion del virus de [BR seguido 4 dias
despues por P. haemolytica, ambos en aereosol, se administro una dosis de
oxitetracichna de larga accion 24 horas antes del desafio bacteriano,
demostrandose que en los animales, asi tratados, la ocurrencia de la lesion
neumdnica se retardaba, pero acontecia tan severa como en los animales que
1o habian recibido el tratumiento con el antibidtico; mientras que la
aplicacion del mismo antibiotico en presentacion convencional en dosis
terapéuticas, era efectiva cuando se admimstraba, tanto al ousmo dia del

desafio con la bacteria, como 24 horas antes o despues del mismo.

Cuando debido al nimero de animales afectados en un corral (25% o
mas), se justifique el tratamiento masivo, se puede emplear sulfametazina,
sulfamcrazina o sulfatiazol en el agua dc¢ bebida; de igual forma, la
clortetraciclina puede admunistrarse en el alumento. No obstante, estas

ventajosas alternativas no reemplazan a la terapia individual de los animales
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climcamente enfermos, debido a que éstos mo consumen suficientes

canhidades de agua y/o alimento.

Prevencidn

Los procedimientos para prevenir el CRB mediante biolégicos, son sin
duda el drea de mayar interés y debate actualmente. Por principio, existe la
optidn, bastante justificada, de que las bacterinas contra Pusteurella para
prevenir ¢l CRB, no cumplen con este propdsito y, que inclusive
paradgjicamente, los amnimales mmunizados muestran una susceptibilidad
mayor a padecer las lesiones neumonicas. Se ha propuesto, en este sentido,
que los amumales al recibir una inmumzacion parenteral con estos bioldgicos,
desarrollan una buena respuesta inmune humoral sistémica, la cual al actuar a
mvel alveolar, favorece una fagocitosis desproporcionada de Pasteurella por
los macrdfagos , debido al efecto opsonmizante de estos anticuerpos (IgG)
sobre las bacterias; luego, las grandes cantidades de nucroorgamsmos
fagocitados no pueden ser digeridas por los macrofagos, tavoreciéndose la
multiplicacion bacteriana v la muerte celular por las toxinas que se producen.
Asimismo, es probable que también se favorczca la respuesta inflamatoria
por mecanismos de hipersensibilidad en donde participan complejos
mmunes. Por otra parte, existe también la opinion de que las bacternas
contra Pasteurella, pueden ser mejoradas mediante ciertos adyuvantes y el
empleo de la proporcidn adecuada de bacterias en la dosis. Ademas, se ha
sefialado que la aplicacion de estos inmundgenes por via respiratoria,
confiere una respuesta inmune mas adecuada, porque esta es la ruta natural

por donde se adquiere la infeccion. No obstante, quiza la solucion dependa
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mas directamente de la produccion de un bioldgico que mduzca a la
formacion de anticuerpos protectores y que también ncutralicen la
leucotoxina de P. haemolytica, al parecer, esto podra conseguirse en un
futuro cercano con el empleo de bioldgicos preparados con bactenias vivas o
modificadas quinucamente, o también, con el empleo de vacunas

recombinantes.

Por otro lado, existe el criterio de que vacunado contra los agentes
infecciosos primarios, en este caso los virus, se puede prevenir la infeccion
bacteriana, este cnteno se fundamenta en el hecho de que los virus [BR, P13,
BRSV, BVD e inclusive Adcnovirus, han demostrado favorecer 1a infeccion
bacteriana en el pulmon. Ea efeclo, ha sido documentada la resistencia a un
desafio con el virus de IBR seguido de P. haemolytica, adminustrados en
acrosol, en animales previamente inmunizados con uma vacuna de virus
modificado contra [BR-PI3 o con virus mactivado contra IBR. En el caso del
BRSV aun no existen evidencias substanciales que avalen el uso de estos
biologicos en el campo, st bien la mayoria de los informes son favorables. Al
parecer la Gnica demostracion confirmada de efecto adverso por el empleo
de un inmunogena viral, corresponde al virus de BVD; al respecto, se ha
demostrado un efccto inmunosupresor del biologico contra BVD que
contiene virus modificado, debido precisamente a que aam conserva

virulencia residual, lo cual constituye un riesgo digno de tenerse en cuenta.

Resumiendo lo antcrior, puede decirse que el empleo de bacterinas

convencionales de Pasteurella para el control del CRB no es recomendable,
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mientras que la vacunmacion contra los virus resulta, al parecer, mas

adecuada.
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