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CAPITULO I 

INTRODUCCION GENERAL 

Se considera a las neumonías como los padecimientos de mayor 

importancia en los animales domésticos y, a las bacterias del género 

Pasteurella como los microorganismos más relacionados con ellas. 

El término: pasteurclosis neumónica (PN), se emplea para referirse a las 

neumonías causadas por Pasteurella en todas las especies animales; sin 

embargo, resulta particularmente importante en los bovinos. 

Cuando se estableció que la PN es el resultado de una alteración en los 

mecanismos de depuración pulmonar, ocasionada por diversos factores 

condicionantes durante el manejo del ganado (transporte prolongado, 

hacinamiento) o ambientales (cambios extremosos en la temperatura, 

humedad relativa elevada), lo mismo que a infecciones virales 

predisponentes (rinotraqueítis infecciosa bovina, parainfluenza-3, diarrea 

viral bovina), se ha preferido llamarla complejo respiratorio bovino (CRB). 

No obstante, el término PN persiste debido a la relevancia de Pasteurella 

haemolytica (más que Pasteurella multocida) en la generación del daño 

pulmonar y, por ende, en las manifestaciones clínicas derivadas del 

padecimiento. 



Existe una gran cantidad de información acerca de los mecanismos 

patológicos que intervienen en el desarrollo del daño pulmonar causado por 

P. haemolytica; sin embargo, quedan aún muchas dudas por resolver. 

Recientemente, el interés de los investigadores se ha dirigido hacia el estudio 

de los efectos inflamatorios de su endotoxina (ET). 

Por otra parte, es importante señalar que casi la totalidad de esta 

información ha sido generada de trabajos experimentales con bovinos y 

ovinos. En efecto, hasta ahora perdura la opinión generalizada de que, en 

este importante padecimiento de los rumiantes, sólo éstos pueden ser 

utilizados como animales de experimentación. 

Con anterioridad se han llevado a cabo escasos, aunque importantes, 

intentos por desarrollar un modelo de la PN en animales de laboratorio; no 

obstante, sus resultados han sido desdeñados, quizá porque P. haemolytica 

carece de patogenicidad para éstos animales y, en consecuencia, el daño 

tisular que se obtuvo en aquellos experimentos füe prácticamente nulo o no 

guardaba similitud con lo que se aprecia en casos naturales de la 

enfermedad. 

Al considerar que el empico de un modelo animal, aparte de los 

rumiantes, resulta imprescindible para el estudio de la patogénesis del daño 

pulmonar causado por P. haemolytica, y que el lipopolisacárido (LPS) de la 

bacteria ha demostrado ser el responsable de la mayoría de los efectos 

inflamatorios, se llevó a cabo este trabajo que tuvo como objetivo emplear al 

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



sobre el pulmón, mediante la reacción de Shwartzman y el fenómeno 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 Daño Pulmonar provocado por Pasteurella haemolytica. 

Existen varios trabajos relacionados con la patogénesis de la PN del 

ganado; sin embargo, la mayoría coinciden en que aún no se comprende, en 

su totalidad la complejidad de las interacciones que generan el daño 

pulmonar en el animal enfermo (30,91). 

Las condiciones de estrés y/o las infecciones virales que propician la 

colonización bacteriana, al vulnerar los mecanismos de defensa del sistema 

respiratorio, no serán tratados en esta sección, sino que la revisión se 

centrará en la generación del daño pulmonar en respuesta a los factores de 

virulencia de la bacteria. Una revisión del concepto multifactorial y 

plurietiológico del CRB, como ahora se le prefiere referir a la PN, se 

presenta en el apéndice B. 

Los factores de virulencia de P. haemolytica, mayormente asociados con 

la generación de daño pulmonar son la leucotoxina y la endotoxina 

(18,29,78,91). Otros factores de virulencia, como son la cápsula, la 

hemolisina, la neuraminidasa, una proteasa neutra y proteínas de membrana, 

no han sido tan ampliamente estudiados, probablemente porque su efecto 



sobre la promoción del daño pulmonar sea menos importante, aunque su 

participación en la patogenia haya sido propuesta (1,33,68,96). Inclusive, a 

pesar de que se ha referido la presencia de fimbrias, éstas no han sido 

fácilmente demostradas, por lo cual, su papel en la patogénesis también es 

cuestionable (33). 

T a F - e n c o t o y i n a 

La leucotoxina (LT) es una proteína termolábil, producida solamente 

durante la fase de crecimiento logarítmico de la bacteria, con efecto tóxico 

específico 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 bacterianas denominadas: 

"citolisinas formadoras de poros", por sus típicos efectos sobre las 

membranas celulares, estos poros de 0.9 a 1.2 nm de diámetro, permiten la 

disipación de los gradientes transmembrana de K+ y Na+, ocasionando un 

desbalance coloide-osmótico y el consiguiente ¡linchamiento celular 

(18,68,91,96). Subsecuentemente, el Ca2+ extracelular puede entrar a la 

célula y Usarla, ya sea a través de la activación de fosfolipasas membranales 

o de (a destrucción del citoesqueleto, la citóíisis es evidente por la formación 

de graves defectos en la membrana reconocidos ultraestructuralmente y la 

detección de enzimas indicativas de la extrusión de componentes 

citoplásmicos, como la deshidrogenasa láctica (18). 



La LT de P. haemolytica está genéticamente relacionada con la 

hemolisina de Actinobacülus pleuropneumoniae y la alía-hemolisina de 

Escherichia coli; estas citolisinas constituyen una familia de toxinas 

codificadas por genes con alta homología en las secuencias de su DNA (18). 

Al parecer, las secuencias repetidas de nueve aminoácidos en estas 

citolisinas, son los sitios de unión con el Ca2+, imprescindible para su 

actividad tóxica (18). 

Como ya se mencionó, la LT es una proteína, que además de termolábil 

es estable en presencia de oxígeno, no es dializable, no es hemolítica y es 

soluble en agua (91,96); otras propiedades son su estabilidad al pH, ya que 

retiene su actividad entre 4.5 y 9 (1,96). Su peso molecular es de 101 a 105 

kDa; sin embargo, estas estructuras parecen ser las subunidades activas de 

una forma multimérica de 300 kDa o más (18,91). 

Al parecer, para que ocurra la actividad tóxica 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 proteólisis la inactivaría. Se ha 

estimado su vida media en menos de 60 min a 30a 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 

internalizada (18,91). 

Los efectos tóxicos de la LT se han demostrado in vilro en macróíágos, 

neutrófílos, linfocitos, células de linfoma y plaquetas (18,68,96). Asimismo, 



in vivo se ha reconocido su efecto sobre leucocitos, particularmente sobre 

macrófagos (91). 

La participación de la LT en la generación de daño tisular en el pulmón, 

ocurre a través de la activación y lisis de polimorfonucleares neutrófilos 

(PMN) y macrófagos. En efecto, la activación de fosfohpasas con la 

subsecuente liberación del factor activador plaquetario, la activación de 

compuestos con efectos quinuotácticos y vasoactivos derivados del ácido 

araquidónico, la desgranulación del arsenal enzimàtico contenido en los 

lisosomas, la generación de radicales tóxicos del oxígeno y la inducción de 

citocinas proinflamatorias como la interleucina -1 (EL-1) y el factor de 

necrosis lumoral (TNF), contribuyen a la instauración de una respuesta 

inflamatoria y, en consecuencia, daño tisular (88,91). Asimismo, las 

plaquetas pueden también contribuir al liberar fibrinógeno 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 generación del daño tisular; su participación en este sentido se 

finca en la activación y lisis de las células susceptibles. Por lo tanto, su 

función parece tener más relación con un mecanismo de defensa para la 

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

La Endotoxina 

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

importancia, capaz, por sí 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 fisicoquímicas como biológicas (96). 

Se estima que del 12 al 25% de la pared de esta bacteria está compuesta de 

LPS, principalmente de tipo liso (91,96). 

Los mecanismos que generan la amplia gama de efectos patológicos 

denvados de los LPS tanto a nivel celular como sistèmico, son muy 

complejos. Básicamente, el LPS puede interactuar con las membranas de las 

células a través de receptores de los polisacáridos o directamente por la 

inserción del lípido A; asimismo, puede ser internalizado por pinocitosis e 

inclusive, cuando se encuentra ligado a lipoproteínas plasmáticas mediante 

receptores específicos (CD-14) en macrófagos (46,62,91). 

Subsecuentemente, el LPS puede activar la célula al fiincionar como un 

activador de las sermproteasas, merced al lípido A; además, puede alterar la 

membrana del retículo endoplásmico, permitiendo la entrada de Ca2+ y la 

consiguiente activación de las rutas metabólicas dependientes. Inclusive el 

LPS puede interactuar con la membrana mitocondrial externa, alterando el 

gradiente de protones y, por ende, la glucólisis oxidativa. Esta situación 

genera la activación de la ruta anaeróbica de la glucólisis que conlleva la 

producción de ácido láctico y radicales de oxígeno, así como la ruptura de 

lisosomas (55,91). 



Particularizando sobre los efectos patológicos de los LPS, o más 

específicamente del lípido A. sobre las células endoteliaíes, puede decirse 

que inducen alteraciones en su forma hasta provocar picnosis y disminuyen 

la síntesis de DNA, RNA y proteínas. Estos efectos pueden deberse a la 

activación propia de las células por mecanismos dependientes de la 

proteincinasa C y el consiguiente recambio aumentado de fosfoinositol. 

Asimismo, debe considerarse que las células así activadas pueden generar 

una amplia gama de mediadores proinflamatorios como factor de activación 

plaquetaria (PAF), derivados del ácido araquidónico (prostaciclina PGI2, 

prostaglandina E2, PGE2), factor tisular (TF), inhibidor del activador del 

plasminógeno c IL-l (91). 

El efecto directo de la endotoxina sobre el epiteüo alveolar es menos 

preciso; sin embargo, los cambios ultraestructurales asociados a la liberación 

de enzimas indicativas de daño tisular, ocurren con mayor notoriedad cuando 

la respuesta inflamatoria está presente, de tal forma que podrían considerarse 

secundarios a la propia inflamación (43,91). No obstante, debe tenerse en 

cuenta la acción efectora original de las células del epitelio respiratorio, 

puesto que son capaces de producir sus propios mediadores inflamatorios, 

los cuales actuarían de manera autocrina y/o paracrina, potencializando el 

evento (20). 

Mediante técnicas sofisticadas de microscopía electrónica se han 

registrado los acontecimientos que ocurren en neumocitos H expuestos a 

LPS in vitro. Por principio, existe una acumulación inicial del LPS en las 

microvellosidades de la célula, probablemente ligado a receptores 



específicos; posteriormente, hay ¡nternalización de las moléculas las cuales 

forman discretos cúmulos en el citoplasma; luego, se aprecia su localización 

condensada en el interior del núcleo en áreas Ubres de cromatina; asimismo, 

en algunas áreas de la membrana se demuestra acumulación de LPS y su 

asociación con tubulina en áreas adyacentes. Los sucesos descritos 

anteriormente, resultan evidentes a partir de 60 min y están acompañados de 

un agrandamiento del retículo endoplásmico y de la membrana nuclear, lo 

mismo que de alteraciones en las mitocondrias (64). 

Por otra parte, existe una relación directa entre los efectos de los LPS 

sobre los neumocitos II y alteraciones en el surfactante alveolar. En efecto, 

las células dañadas pueden producir una cantidad disminuida de surfactante 

y/o surfactante con una composición anormal de sus fosfolípidos. Además, la 

interacción directa de los LPS con el surfactante, causa un aumento en la 

tensión superficial. Todo lo anterior conduce a la generación de edema, 

hemorragia y atelectasia alveolar (14). Empero, el propio surfactante puede 

ejercer una acción protectora al inhibir los efectos de los LPS sobre PMN y 

macrófagos alveolares. Al respecto, se ha observado que los PMN incubados 

con LPS mezclado con surfactante, tienen una generación disminuida de 

radicales tóxicos de oxígeno y de lisozima, que cuando se estimulan 

directamente con LPS; los macrófagos, por su parte, tienen menor 

producción de IL-l (39). 

Los macrófagos alveolares y los macrófagos intravasculares del pulmón 

pueden interactuar directamente con las ET, ya sea que éstas lleguen al 

pulmón por vía aerógena o por vía sanguínea (91). Esta interacción conduce 



a la activación de los macrófagos directa e indirectamente, mediante la 

activación del complemento (91). Los macrófagos, así activados, pueden 

generar una amplia gama de compuestos proinflamatorios, procoagulantes, 

radicales tóxicos de oxígeno y proteasas (91). Particularizando sobre los 

compuestos proinflamatorios, resultan muy evidentes los efectos flogísticos 

de la IL-1 y el TNF cuando se administran LPS por vía endotraqueal (81). Al 

parecer la IL-l posee un efecto inflamatorio más potente que el TNF (81). 

Como ya se señaló, los efectos inflamatorios derivados de la estimulación 

de los macrófagos se ejerce mayormente a través de citocinas, que a su vez 

atraen y/o activan a los PMN (ÍL-1, IL-8 y TNF), inducen la expresión de 

moléculas de adhesión en estas células (familia de moléculas de adhesión 

CD-18 [integrinas]), lo mismo que en las células endoteliales (moléculas de 

adhesión ELAM-l e ICAM-1); igualmente, generan actividad procoagulante 

en las superficies endoteliales (TF o tromboplastina, factor V, inhibidor del 

activador del plasminógeno y PAF) y, finalmente, participan en el control 

del flujo sanguíneo mediante substancias vasodilatadoras (PG12) (6,46,62 ). 

No obstante, los macrófagos activados por ET, ya sea que ésta se 

administre por vía 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 acción básica se ejerce por la regulación negativa 

sobre la producción de TNF (82). Por otra parte, en animales y humanos que 

sufren de procesos sépticos e inflamatorios, se ha demostrado la producción 

natural de un antagonista del receptor de la IL-1 (IL-lra) (26). Este 



antagonista, producido por el linaje celular monocitos-macrófagos, compite 

con la IL-1 al ocupar sus receptores en las superficies celulares, pero no 

desencadena las respuestas típicas de la IL-1 (5,26). Recientemenete, se ha 

demostrado que los PMN pueden ser la fuente más importante de IL-lra 

cuando se induce una respuesta inflamatoria en el pulmón mediante la 

administración endotraqueal de LPS (80). 

Los PMN no resultan activados directamente por los LPS; sin embargo, 

en pequeñas cantidades, los LPS sensibilizan a estas células para desarrollar 

una potente respuesta en presencia de un segundo agonista. De esta forma, 

el factor C5a del complemento, factores quimiotácticos bacterianos 

(oligopéptidos formilados), lecucotrienos (LTB-4) y citocinas (IL-1, TNF, 

IL-8 y posiblemente también los factores estimulantes de la colonización 

[CSFs]), pueden actuar como agonistas secundarios y favorecer la respuesta 

exacerbada de los PMN (91). Empero, resulta evidente que estos agonistas 

secundarios (con excepción de los factores quimiotácticos bacterianos), 

también son inducidos por los propios LPS. 

Los PMN, así activados, son los responsables del daño tisular al liberar 

radicales tóxicos de oxígeno y enzimas lisosomales; sin embargo, también 

contribuyen a perpetuar el estímulo flogístico al producir ellos mismos IL1, 

PAF y LTB-4 (6,73,91). Otro fenómeno derivado del efecto de las citocinas 

sobre los PMN es la expresión de moléculas de adhesión, indispensables 

para la acumulación de estas células en los sitios donde se requiere de la 

respuesta inflamatoria (26,46). Finalmente, los PMN pueden también 

regular la respuesta inflamatoria al producir por su cuenta IL-6 (80,82). 



A nivel molecular, la activación de los PMN, luego de la ligadura de un 

factor quimiotáctico a su receptor, se debe a una proteína que a su vez une 

GTP al complejo agonista-receptor previamente formado; subsecuentemente, 

ocuire la hidrólisis del fosfatidilinositol mediante fosfolipasas A2 y C, dando 

lugar a fosfatos de inositol y diacilglicerol. En consecuencia, hay una 

elevación del calcio libre en el citosol y la activación de la proteincinasa C 

que conlleva la fosforilación de proteínas (6,73). 

Los LPS pueden activar directa e indirectamente a las plaquetas. El 

efecto directo depende de la activación de la proteincinasa C y las 

consecuencias subsecuentes, mientras que la activación indirecta parece 

corresponder a la activación del complemento. Las plaquetas, así activadas, 

liberan productos proinflamatrios como PAF, prostaglandmas, leucotrienos y 

tromboxanos (TXA2), así como también factores de la coagulación (V, VIH 

y fibrinógeno), substancias vasoactivas (serotonina) y enzimas lisosomales 

(46,55,91). Por lo anterior, la contribución de las plaquetas en la respuesta 

inflamatoria es significativa^-no obstante, la depleción de plaquetas en el 

borrego no modifica los efectos patológicos de la respuesta pulmonar ante un 

desafío sistémico con LPS (91). 

Los LPS pueden también activar a los linfocitos, los cuales participan en 

la respuesta inflamatoria al generar TNF, interferón gamma (IFN-5) y CSFs. 

Estos mediadores pueden, a su vez, activar macrófagos y así favorecer el 

evento flogístico (55,91). Por otra parte, el papel de los linfocitos en los 

mecanismos de defensa específicos, es decir, en la respuesta inmune, es 

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



al estimular a los macrófagos, la liberación 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 mencionó, los LPS pueden activar los diferentes mediadores 

sistémicos de la respuesta inflamatoria. Por ejemplo, el complemento puede 

resultar activado por acción de los LPS, tanto por la vía clásica como por la 

ruta alterna. Como se recordará, el lípido A actúa como activador de las 

serinproteasas y, en consecuencia, puede activar la fracción Clq del 

complemento en ausencia de anticuerpos. Esta activación conduce a la 

generación de la fracción conveitasa (C4-2) de C3 y toda la cascada 

dependiente. Asimismo, los LPS promueven la ligadura del factor B con 

pequeñas cantidades de C3b activando la ruta alterna; por otra parte, los 

polisacáridos componentes de la fracción O de los LPS, pueden generar la 

producción de la convertasa de C3, estableciéndose los ingredientes para la 

activación alterna (55). Finalmente, debe considerarse la importante 

participación de las anañlatoxinas (C3a, C5a) en la instauración del evento 

flogístico a través de su efecto vasoactivo y de quimiotaxia sobre los PMN; 

asimismo, la acción de C3b como opsonina (46,55). 

Los mecanismos de la coagulación y de la fibnnolisis también se ven 

afectados por efecto de los LPS. En primer término, la actividad de 

serinproteasa del lípido A también activa el factor XH (Hageman) de la ruta 

intrínseca de la coagulación y, por lo tanto, toda la cascada dependiente. Por 



otra parte, como ya se ha señalado, las superficies eudoteiiaies son influidas 

en favor de una acción procoagulante por efecto de los LPS a través de la 

acción de citocinas (IIJ-1,TNF) (46,55,62,91). 

La activación del factor XII conlleva la activación del sistema de cininas, 

de la fibrinolisis y del complemento (55,91). Sin embargo, la activación 

desequilibrada de estos sistemas es capaz de provocar una multitud de 

efectos inflamatorios desfavorables, al establecerse rutas de retroactivación 

reiterativas que exacerban el evento. 

Se ha propuesto que el daño tisular que se observa en la PN es 

precisamente un ejemplo del imbalance entre los mecanismos anteriormente 

expuestos. En efecto, los macrófagos alveolares de las zonas afectadas del 

pulmón, tuvieron hasta 30 veces más actividad procoagulante que los 

macrófagos de las áreas no afectadas y 37 veces más que macrófagos de 

pulmones normales; en cambio, cuando se comparó la actividad 

profibrinolítica de leucocitos pulmonares (macrófagos alveolares y PMN, 

principalmente) obtenidos de zonas afectadas y de no afectadas, se apreció 

una actividad 23 y 4 veces menor, respectivamente, en comparación con 

células normales (17). Además, mediante procedimientos de 

ínmunohistoquímica, se demostró una intensa reactividad a la tromboplastina 

(TF), tanto en macrófagos como en células alveolares de áreas con severa 

inflamación (17). 

A manera de colofón, resulta evidente que la proliferación de P. 

haemolytica en las superficies alveolares, desarrolla una serie de eventos 



flogísticos dependientes de la activación de los macrófagos pulmonares, 

tanto de los alveolares como de los intravasculares. Esta activación genera 

una serie de factores proinñamatrios, dentro de los cuales se destacan la IL-1 

y el TNF. El fenómeno inflamatorio resultante es el reflejo de una 

complicada interacción de los componentes inflamatorios derivados tanto de 

células como del plasma; su retroactivación reiterada y su traslape en 

efectos, conduce a la generación de un daño tisular exacerbado en el pulmón. 

Todo parece indicar que el LPS de P. haemolytica tiene un efecto 

protagónico más importante que la LT. 



CAPITULO III 

PLAN DE TRABAJO 

Como ya se mencionó en el Capítulo 1, el objetivo general de este trabajo 

fue emplear al coneja como modelo a n i m a l para estudiar los efectos 

inflamatorios del LPS de P haemolytica sobre el pulmón. Los experimentos 

fueron diseñados para conocer estos efectos inflamatorios a través de la 

reacción de Shwartzman y el fenómeno de Arthus, que a su vez se 

constituyeron en los objetivos particulares. 

Se supuso que las lesiones provocadas tanto por la reacción de 

Shwarztman como por el fenómeno de Arthus, tendrían respectivamente, 

semejanzas con las lesiones que se observan en casos naturales de PN. De 

confirmarse las hipótesis anteriores, podría entonces presumirse la 

participación de mecanismos patogénicos relacionados con estos fenómenos 

inflamatorios experimentales, en el desarrollo de las lesiones neumónicas de 

la PN. 

Para conseguir lo anterior se diseñaron originalmente, tres experimentos 

El primero fue decisivo y se condujo para conocer el efecto inflamatorio del 

LPS de la bacteria en el pulmón del conejo y su capacidad para inducir la 

reacción de Shwartzman, tanto en la piel como en el pulmón. Este ensayo se 

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



antemano el poder flogístico del LPS sobre el pulmón; entonces, se probó el 

efecto que la inmunización pasiva podría tener sobre la respuesta 

inflamatoria del pulmón ante el desafio pulmonar con el LPS, incluyendo la 

reacción de Shwartzman. Este ensayo se describe en el experimento 3, 

Finalmente, en el experimento 4 se procedió a conocer la respuesta del 

pulmón ante el LPS de la bacteria, cuando existía previamente un estado de 

hiperscnsibilidad; ésto compatible con una reacción de Arthus activa. No 

obstante, después del experimento inicial, surgió la inquietud de saber si la 

respuesta inflamatoria del pulmón se veía influida por la dosis del LPS 

administrado por vía endotraqueal, al grado de modificar las observaciones 

que se habían obtenido previamente; por ésta razón fue incluido como 

experimento 2 este breve ensayo. Con base en lo anterior, se ha decidido 

presentar en el Capítulo IV cada experimento por separado. 



CAPITULO IV 

TRABAJO EXPERIMENTAL 

Experimento 1 

Inducción de la Reacción de Shwartzman en el Pulmón del Conejo 

Empleando Lipopolisacárido de Pasteurella haemolytica 

Resumen 

Se indujo la reacción de Shwartzman (RS) en el pulmón de conejos con 

interés de comparar las lesiones provocadas con las que se presentan, 

naturalmente, en la pasteurelosis neumónica (PN) y, en su caso, proponer 

una patogenia similar. Para inducirla primero se administró una dosis 

preparatoria de lipopolisacárido (LPS) de Pasteurella haemolytica (50ng) 

por vía endotraqueal, seguida 24 h más tarde, por una dosis provocativa del 

mismo LPS (100 ^g) por vía endovenosa. Doce horas después los animales 

se sacrificaron. El pulmón derecho se empleó para estudios de 

histopatología, mientras que el izquierdo para realizar lavados 

bronquioalveolares (LBA). Para comparación se incluyeron grupos que 

recibieron solamente el LPS de P. haemolytica por vía endotraqueal o 

endovenosa (la inoculación faltante correspondió a solución salina fisiológica 



[SSF]), asi como también otro grupo al que se administró LPS de 

Escherichia coli tal y como se describió al principio y otro más que recibió 

SSF de la misma manera. Las lesiones más notorias correspondieron a los 

animales que recibieron LPS de P. haemolytica por vía endotraqueal y a los 

animales que se les provocó la RS, empleando tanto el LPS de P. 

haemolytica como el de E. coli, si bien en éstos últimos fueron menos 

intensas. Las lesiones consistieron en congestión, hemorragias y áreas de 

consolidación. Microscópicamente se apreció una neumonía intersticial con 

abundante exudada serofibrinoso en alveolos; asimismo, áreas de 

consoüdación compuestas por hemorragias, necrosis y un intenso infiltrado 

de polimorfonucleares (PMN)- Los animales a los que se indujo la RS 

presentaron además hemorragias perivasculares y trombosis. Los animales 

que recibieron el LPS de P. haemolytica por vía endovenosa presentaron 

solamente neumonía interstical y el grupo que recibió SSF por ambas vías no 

presentó lesiones. Por otra parte, no se reconocieron diferencias entre los 

grupos en lo que concierne a número total de células, macrófagos, proteina y 

deshidrogenasa láctica, obtenidos mediante LBA; sin embargo, los PMN, 

monocitos y linfocitos sí resultaron diferentes, particularmente en los 

animales que recibieron el LPS de P. haemolytica por vía endotraqueal y en 

los que se les indujo la RS con el mismo LPS. Se concluye que el LPS de P. 

haemolytica es capaz de provocar una reacción flogística en el pulmón tanto 

por vía endotraqueal como endovenosa, aunque la respuesta es mucho más 

intensa en la primera; asimismo, que la RS no provoca una respuesta 

inflamatoria más intensa que la sola inoculación endotraqueal del LPS de P. 

haemolytica. Finalmente, que el conejo es un buen modelo para evaluar la 

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



Introducción 

El daño tisular generado por la respuesta inflamatoria en el pulmón es una 

de las formas más comunes de enfermedad tanto en el hombre (61) como en 

los animales (69). Las endotoxinas o LPS, componentes mayoritarios de la 

pared de las bacterias Gratn negativas (62), son los principales responsables 

en muchos de estos casos (65,91). 

Evidencias clínicas y experimentales sugieren que la activación del 

complemento, particularmente la fracción C5, y los PMN, participan en el 

desarrollo del daño pulmonar mediado por LPS (65,77). Sin embargo, más 

recientemente, ha quedado de manifiesto la relevancia de la interleucina-1 

(IL-1) y del factor de necrosis tumoral (TNF) en estos eventos inflamatorios 

(65,80,81,87). De hecho, se estima que los LPS ejercen su acción primordial 

indirectamente a través de células sensibilizadas por éstos y la consiguiente 

inducción de mediadores proinflamatorios. Al respecto, se considera a los 

macrófagos, tanto a los alveolares como a los intravasculares, como las 

células más importantes en la promoción del daño tisular en el pulmón 

(81,91). 

P. haemolytica es la bacteria de mayor importancia en las neumonías de 

los bovinos y ovinos; sin embargo, carece de patogenicidad para los demás 

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 



bronconeumonía fibrinopurulenta que caracteriza a la pasteurelosis 

neumónica (PN) (12,13,66,88,89,90,91). 

T anto las características fisicoquímicas como las propiedades biológicas 

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 es una 

de las propiedades biológicas más notables del LPS de P. haemolytica (63). 

La RS es un fenómeno inflamatorio semejante a una reacción alérgica, 

inducida sobre todo por LPS y originalmente descrita en la piel del conejo. 

Este fenómeno resulta de un imbalance en los mecanismos de coagulación y 

fíbrinolisis con la participación también del complemento y los PMN 

(49,52,75). Más recientemente 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 

administración de la primera dosis de LPS (inoculación preparatoria). En el 

primer caso el inoculo debe ser intradermal mientras que en el segundo es 

endovenoso. Subsecuentemente, 18 a 24 h después, los animales reciben una 

dosis del LPS por vía endovenosa (inoculación desencadenante). En la RS 

local aparecerá una lesión hemorrágica y necrotizante en el área de la piel 

que recibió la inoculación preparatoria. En la forma generalizada el animal 

sufrirá de un fenómeno de coagulación intravascular diseminada, similar al 

shock séptico (49,52). Además, también se ha descrito una forma univisceral 

de la RS en la cual el órgano blanco, sea el riñon, el hígado o el pulmón, 

recibe el inoculo preparatorio (49). 



Recientemente, se ha logrado provocar la RS en el pulmón de conejos, 

empleando LPS de P. multocida (59). Con base en los resultados obtenidos 

en ese experimento, se propuso que la RS podría estar involucrada en la 

patogénesis de la PN (59). En el presente trabajo se prosigue con la 

expenencia adquirida, pero ahora empleando el LPS obtenido de P 

haemolytica tipo Al, la bacteria mayormente asociada con el desarrollo de 

las lesiones pulmonares características de la PN; lo anterior, buscando 

confirmar tanto la hipótesis previa para explicar la patogenia del 

padecimiento, como la utilidad del conejo para este propósito. 

Material v Métodos 

Lipopolisacáridos- Se extrajo el LPS de una cepa de P. haemolytica tipo 

Al denominada 82-25. El procedimiento se realizó empleando una solución 

compuesta por fenol, cloroformo y éter de petróleo en proporción 2:5:8 

respectivamente, según el procedimiento recomendado (32). El LPS de E. 

coli (026:136) fue obtenido comercialmente (List Laboratories, Inc.Campbell, 

CA). Se empleó SSF Ubre de pirógenos (Baxter Healthcare Corp., Deerfield, 

IL) como vehículo para las inoculaciones. 

Animales. 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 convencionales con alimento 

comercial y agua ad libitum. 



Serología. Previamente, se determinó 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 hemoaglutinación pasiva con eritrocitos de 

borrego adsorbidos con los LPS respectivos (56). El procedimiento fue como 

sigue: los eritrocitos fueron lavados tres veces con una solución 0.01 M PBS, 

pH 7.2 y ajustada a una suspensión al 1%. Los LPS de P. haemolytica y de 

E. coli fueron añadidos a cada una de las suspensiones en cantidades de 50 

Hg; subsecuentemente, fueron incubados a 37°C durante una hora. 

Posteriormente, los eritrocitos fueron nuevamente lavados en tres ocasiones 

con PBS pH 7.2 y ajustados a una suspensión de 0.5%. A continuación, se 

realizaron diluciones dobles seriadas del suero de los conejos en un volumen 

de 50 de PBS en microplacas. A estas diluciones se añadieron 50 jaI de los 

eritrocitos sensibilizados. Luego las microplacas fueron agitadas en un 

agitador automático (Microtiter Píate Shaker, Lab-line Instruments, Inc.), 

para ser incubadas por 2 h en un cuarto con temperatura controlada a 37°C. 

Inoculación. Se establecieran 5 grupos de 8 conejos cada uno. El grupo 1 

recibió SSF (1.5ml) por vía endotraqueal y SSF (l .Oml) por vía endovenosa, 

24 h más tarde; el grupo 2 recibió 50 ng de LPS de E. cotí por vía 

endotraqueal y 100 ng del mismo LPS por vía endovenosa, contenidos en 

volúmenes similares. AI grupo 3 se le administró 50 ¡sg de LPS de P. 

haemolytica por ruta endotraqueal y SSF por vía endovenosa; el grupo 4 

recibió SSF por ruta endotraqueal y 100 p.g del LPS de P. haemolytica por 

vía endovenosa, y al grupo 5 se le administró LPS de P. haemolytica tanto 



por vía endotraqueal como endovenosa. En el cuadro 1.1 se presenta el 

diseño experimental correspondiente. 

Para el procedimiento de inoculación endotraqueal (preparatoria) los 

animales se tranquilizaron con clorhidrato de ketamina (Ketaset, Aveco, Co., 

Inc., Fort Dodge, LA) y maleato de acepromazina (Promace, Ayerst 

Laboiatories, Inc., New York, NY). Después de la inoculación endotraqueal 

los animales se mantuvieron en una posición vertical por 1 rrun, para 

asegurarse que el inoculo alcanzaría las porciones distales del pulmón. La 

inoculación endovenosa se realizó en la vena marginal de la oreja. 

A manera de indicador de la RS que se pretendía inducir en el pulmón, se 

realizó una inoculación intradérmica del LPS de P. haemolytica (100 ng del 

LPS en O.lml de SSF) al tiempo que se realizaba la inoculación endotraqueal 

del mismo LPS, en los grupos 3, 4 y 5. Lo anterior para que ante la 

inoculación desencadenante, se indujera una RS local en la piel de los 

animales de los grupos correspondientes. 

Necropsia. A las 36 h posteriores al inoculo preparatorio (12 h después 

del desencadenante), los conejos fueron anestesiados con pentobarbital 

sódico (Sleepaway, Fort Dodge Laboratories, Inc., Fort Dodge, LA) y luego 

desangrados por sección de los grandes vasos abdominales. A continuación, 

se abrió la cavidad torácica para exponer los pulmones; en este punto la 

tráquea fue comprimida con unas pinzas hemostáticas. Todo el paquete 

visceral se extrajo cuidadosamente y se registraron las lesiones 

macroscópicas; asimismo, se tomaron fotografías de los pulmones de todos 



los animales Posteriormente, se procedió a comprimir el bronquio que 

conducía al pulmón derecho, justo después de la bifurcación de éstos. Luego, 

se tomaron pequeñas piezas de tejidos del pulmón derecho para fijarlas por 

inmersión en formalina al 10% amortiguada y procesarlas posteriormente por 

los procedimientos convencionales. Vale mencionar que aparte de la tinción 

de rutina (H&E) se realizó también una tinción especial para demostrar 

fibrina (38). Otros pequeños trozos del tejido se emplearon para estudios 

bacteriológicos de rutina para comprobar esterilidad. 

Por otra parte, se examinaron las lesiones cutáneas de cada animal y 

también se tomaron fotografías de ellas. Asimismo, se tomaron pequeños 

trozos de la piel dañada para fijarlas en formalina al 10% amortiguada y 

procesarlas posteriormente por los procedimientos convencionales (38). 

Lavados Bronquioalveolares. Los LBA se llevaron a cabo en el pulmón 

izquierdo. Con una jeringa de 20 mi adaptada a un catéter, se depositaron en 

la tráquea 15 mi de SSF (dejando la pinza hemostática comprimiendo el 

bronquio que conducía al pulmón derecho), los cuales fueron posteriormente 

aspirados con la misma jeringa casi en su totalidad. Este procedimiento se 

llevó a cabo en seis ocasiones. Finalmente, se determinó el volumen total 

recuperado. Una muestra de este fluido se utilizó para determinar la cantidad 

total de células en un aparato automatizado (Nova Celltrak 2, Waltham, 

Mass). El fluido restante se centrifugó a 200 X g durante 20 min (H6000A 

rotor, RC3C Sorvall Centrifuge, DuPont, Wilmington, DE). El paquete 

celular se resuspendió en SSF para preparar frotis teñidos (DifF-Quick, 

American Scientific Products, McGaw Park, IL) y proceder a su conteo 



diferencial. Vale mencionar que la determinación total de las células se 

realizó por duplicado, de tal manera que de cada animal se obtuvieron dos 

valores y, por ende, también valores dobles del conteo diferencial. Lo 

anterior, con la intención de obtener un número mayor de observaciones. 

Finalmente, el sobrenadante se empleó para determinar el total de proteínas 

(10), utilizando reactivos comerciales (Biorad Laboratories, Richmon, CA), 

lo mismo que para determinar la concentración de deshidrogenasa láctica 

(Sigma Diagnostics, St. Louis, MO). 

Microbiología. Rutinariamente se tomaron pequeñas piezas del pulmón 

derecho para realizar su estudio bacteriológico. Las muestras se inocularon 

en agar trypticasa soya con 0.5% de sangre de borrego desfíbrinada (Dimed 

Corp., St. Paul, MN) y agar MacConkey (Difco, Lab., Detroit, MI). Las 

placas se incubaron por 48 horas a 37° C y se examinaron diariamente. 

Análisis Estadístico. Los resultados obtenidos de los LBA concernientes 

a total de células, macrófagos, PMN, linfocitos, monocitos, proteina y 

dehidrogenasa láctica, fueron comparados entre los diferentes grupos, 

empleando el análisis de varianza a través de un diseño completamente al 

azar (72). Posteriormente, cuando se demostraron diferencias entre los 

grupos, se realizó una comparación de las medias mediante la prueba de 

Scheffé (72). 



Cuadro 1.1 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

0 horas* 
Inoculación 
Endotraqueal 

0 horas* 
Inoculación 
Intradèrmica 

24 horas 
Inoculación 
Endovenosa 

36 horas 
Sacrificio 

Grupo 1 1.5 mi SSF no I ml SSF si 

Grupo 2 LPS E coli 
50 Mg/1 5 ral SSF 

no LPS £ coli 
100 ng/l ml SSF 

sì 

Grupo 3 LPS P h. 
50 ng/1.5 mi SSF 

LPS P. h. 
100 He/0.1 in] SSF 

1 ml SSF si 

Grupo 4 1.5 mi SSF LPS P h. 
100 jíg/0.1 ml SSF 

LPS P. h. 
100 fig/1 ml SSF 

si 

Grupo 5 LPS Ph 
50 ng/1.5 mi SSF 

LPS P. h. 
100 ng/0.1 ml SSF 

LPS P h. 
100 iig/1 ml SSF 

si 
si 

SSF: Solución Salina Fisiológica; LPS: Lipopoiisacárido de E. coU o de P. haemolytica (P h ), según 
corresponda 

* La inoculación endotraqueal y la intradénnica se realizaron simultáneas 7 correspondieron a las 
inoculaciones preparatorias. Sólo los grupos 3,4 y 5, que recibieron LPS de P. kaemolyOca fueron 
incluidos en el ensayo cutáneo. 

Resultados 

Serologia. Mediante la prueba de hemoaglutinacíón pasiva, se determinó 

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 casos, se incluyeron sueros control para corroborar los 

resultados de la prueba. 



Microbiología. Los estudios bacteriológicos resultaron negativos en la 

mayoría de los casos, y sólo en unos cuantos, se aisló Achromobacter sp. 

Lo anterior se consideró resultado de contaminación durante la manipulación 

de las muestras. 

Patología. Los animales del grupo 1 que recibieron SSF por ambas vías, 

no mostraron cambios macroscópicos (figura 1.1) ni microscópicos en sus 

pulmones (figura 1.2). 

Los conejos del grupo 3 que recibieron LPS de P. haemolytica por vía 

endotraqueal y luego SSF por vía endovenosa, presentaron un daño 

moderado en sus pulmones, caracterizado por falta de colapso, pequeñas 

áreas de consolidación de color rojizo-grisáceo y hemorragias (figura 1.3). 

Microscópicamente, estos animales presentaron congestión intersticial e 

infiltración de numerosos PMN. En muchas áreas se apreciaron numerosos 

bronquiolos y alveolos con severo edema alveolar, rico en proteina, 

acompañado de numerosos PMN. Las zonas de total consolidación 

correspondieron a hemorragias, necrosis, exudado serofibrinoso y abundante 

infiltración de PMN; también se reconoció edema y PMN infiltrando 

alrededor de algunos vasos sanguíneos. En algunos vasos sanguíneos de 

mediano calibre se apreció infiltración subendotelial de PMN (figuras 1.4 y 

1.5). 

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



Figura 1.1. Se muestran los pulmones sin cambios macroscópicos. Conejo 
perteneciente al grupo 1. 
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Figura l .2 Se observa la arquitectura normal en los alveolos. Conejo 
incluido en el grupo l. 160 X 



Figura 1.3. Se muestran pulmones con áreas hemorrágicas. Conejo 
perteneciente al grupo 3. 

Figura 1 4 Se observa una área de extensa consolidación y exudado en 
bronquiolos. Conejo perteneciente al grupo 3. 100 X. 



obstante, microscópicamente se reconoció congestión, infiltración difusa de 

PMN e histiocitos, lo mismo que focal asociada al sitio del inoculo (figura 

1.6). 

En los pulmones de los animales que recibieron SSF por via endotraqueal 

y luego LPS de P. haemolytica por vía endovenosa (grupo 4), se reconoció 

una discreta congestión en la mayoría de ellos Microscópicamente se 

apreció edema intersticial y en algunas áreas edema alveolar. Los PMN se 

observaron infiltrando en intersticio y sólo ocasionalmente en la luz de los 

alveolos. También se apreció edema e infiltración de PMN alrededor de 

algunos vasos sanguíneos. 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 presentó una RS típica, como cabría 

esperarla (figura 1.8). Histológicamente se reconocieron áreas de extensa 

hemorragia y necrosis, así como trombosis de los vasos sanguíneos 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, primero por vía 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 hemorrágicas fueron más notorias (figura 1.11). De igual forma, los 

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



Figura 1.5 Se observa una área de extensa consolidación y abundante 
infiltración de PMN. Conejo perteneciente al grupo 3. 100 X. 
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Figura 1.6 Se observa una área con abundante infiltración de PMN, 
necrosis y edema, en dermis. Conejo perteneciente al grupo 3. 
100 X. 



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

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



Figura I 9 Se muestra una reacción de Shwartzman típica. Conejo 
perteneciente al grupo 4 

Figura 1.10 Se observa una área con intensa hemorragia que involucra 
dermis. Conejo perteneciente al grupo 4. 40 X. 



Figura 1.11 Se observa trombosis y hemorragia en dermis con infiltración 
adyacente y difusa de PMN. Conejo perteneciente al grupo 4. 
100 X. 

Figura 1.12 Se observan pulmones turgentes y con áreas de consolidación. 
Conejo incluido en el grupo 5. 



zonas de mayor daño, caracterizadas por edema alveolar rico en proteína, 

necrosis, hemorragias y abundante infiltración de PMN, las tinciones 

especiales demostraron positividad para fibrina. Esta intensidad en la 

respuesta inflamatoria fue más 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, se observó trombosis 

parcialmente constituida en algunos vasos de mediano calibre (figura 1.14), 

lo cual resultó también más evidente en el grupo 5. Vale señalar que en estos 

grupos murió un animal en cada uno de ellos, mostrando intensas lesiones 

hemorrágicas en sus pulmones y también, en ríñones, hígado c intestino; 

estos hallazgos se consideraron indicativos de una reacción sistèmica. 

Finalmente, en el grupo 5 se presentó una RS en la piel de todos los 

animales. Las características histológicas fueron similares a las del grupo 4. 

Lavados Bronquioalveolares. Los análisis de varianza demostraron que 

existían 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 macrófagos, proteína y deshidrogenasa láctica, no 

mostraron diferencia entre los grupos (p>0.05). Sin embargo, cuando se 

realizó la prueba de Scheffé para identificar las diferencias entre las medias, 

se pudo constatar que sólo las comparaciones de PMN, linfocitos y 

monocitos, resultaban realmente diferentes entre los grupos. Al respecto, el 

grupo 3 mostró ser el que aportaba los valores más elevados, pero nunca 

diferentes del grupo 5. En la tabla 1.1 se presentan el total, la media y la 



Figura 1.13 Se observa una área con exudado serofíbrinoso en alveolos e 
intensa infiltración de PMN. Conejo perteneciente al grupo 5. 
100 X. 

Figura 1 14 Se observa positividad a la presencia de fibrina en una área de 
consolidación y necrosis. Conejo perteneciente al grupo 5. 160 
X. 
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Figura 1.15 Se muestra trombosis en una arteria de mediano calibre en una 
área de extensa consolidación. Conejo perteneciente al grupo 5. 
100 X. 

Figura 1.16 Se muestra una reacción de Shwartzman típica. Conejo 
perteneciente al grupo 5. 



Figura 1.17 Se observa trombosis en pequeñas venas de la dermis; asimismo 
intensa infiltración de PMN y edema. Conejo perteneciente al 
grupo 5. 100 X. 



desviación estándar de todas las variables en los diferentes grupos, en tanto 

que los procedimientos estadísticos se detallan en el apéndice A. 



Tabla 1 1 

COMPARACION DE LOS VALORES: TOTAL DE CELULAS, MACROFAGOS, PMN, 
LINFOCITOS, MONOCrrOS, PROTEINA Y DESHIDROGENAS A LACTICA, 

OBTENIDOS DE LBA EN LOS DIFERENTES GRUPOS 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 

Total de Células 11,300 13,400 15,500 10,500 10,900 T 
706.25 a 957.14 a 968.75 a 656.25 a 778.57 a M 
288.60 22434 532.56 189.62 361.99 DE 

Macrófagos 9,305 8,362 8,208 7,019 7,727 
581.56 a 597.28 a 513.00 a 438.68 a 551.92 a 
212.20 249.64 257.71 139.76 230.93 

PMN 1,779 4,957 6,665 3,013 2,701 
111.18 a 354.07 bc 416 56 c 188.31 ab 192.92 abc 
96 20 211.64 290 24 178.01 146.46 

Linfocitos 68 20 216 178 155 
4 25 ab 1.42 a 13 .50 c 11.12bc 11.07 abc 
5.73 3.63 13.21 6.33 7.64 

Monoatos 210 135 528 347 410 
13.12ab 9.64a 33.00c 21.68 abc 29.28 bc 
10.65 5.98 22 12 1162 16 45 

Proteina 4.17 6.77 • 6.69 4.88 3.67 
0 52 a 0.84 a 0 83 a 0.61 a 0 45 a 
0 2 7 0.77 0.59 0.65 0.29 

Deshidrogenasa 0 86 221 197 128 
Lactica O.OOa 10.75 a 27.62 a 24.62 a 16.00 a 

0.00 20.61 42.08 38.57 21.81 

T Total, M: Media, DE: Desviación Estándar Los valores han sido estimados por mi. 
Las literales iguales entre los grupos significan ausencia de diferencia, mientras que las 
literales distintas corresponden a diferencias significativas mediante la prueba de Scheffé. 



Discusión 

Las lesiones que caracterizan la severa neumonía fíbrinosa que se 

presenta en los casos de PN incluyen intensa exudación de fibrina en 

alveolos con trombosis de los capilares, áreas de hemorragia, necrosis con 

participación predominante de PMN y trombosis en linfáticos 

interlobulillares, al igual que en vasos sanguíneos (3,4,27,40,60,83). Dado 

que estas lesiones también forman parte de la RS (49,52,75) se ha propuesto 

que este fenómeno pudiera participar en la patogénesis de la lesión pulmonar 

(59). 

Por otra parte, las interacciones entre el LPS de P. haemolytica y los 

componentes tisulares del pulmón, también avalan la propuesta anterior, por 

ejemplo: durante la inducción de neumonía fíbrinosa mediante la 

administración endotraqueal de P. haemolytica, el LPS derivado, interactúa 

con las superficies epiteliales, macrófagos y PMN; pero también lo hace con 

PMN en intersticio, células endoteliales de capilares y macrófagos 

intravasculares del pulmón (88,90,91). Además, se ha detectado un 

desbalance en las actividades procoagulante y profibrinolítica de los 

macrófagos alveolares y de los PMN, recolectados de sitios con lesión 

neumónica inducida por P. haemolytica; este desequilibrio favorece el 

desarrollo de trombosis (17). Inclusive, P. haemolytica muerta lo mismo que 

su LPS, son capaces de provocar edema alveolar, exudación de fibrina y 



agregación de PMN y plaquetas en capilares, cuando se administran por vía 

respiratoria (88,89,90). 

Como puede apreciarse, los datos anteriores señalan la alta sensibilidad 

del pulmón al efecto del LPS de P. haemolytica, lo cual podría interpretarse 

como equivalente al efecto preparatorio en la RS. En tanto que, la 

demostración de elevados niveles plasmáticos de LPS, luego de la 

administración cndotraqucal del LPS de P. haemolytica (70) y el hecho de 

que la inoculación endovenosa de la bacteria también induzca lesiones en 

pulmón 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 pulmón del conejo, se ha descrito con lesiones 

predominantes hemorrágicas y de necrosis. La gravedad de las lesiones 

pulmonares, puede asociarse con cambios en otros órganos, particularmente 

en ríñones e hígado, causando, inclusive, la muerte de los animales (67). En 

cambio, en el presente experimento, las lesiones pulmonares fueron los 

cambios más significativos, salvo dos animales, uno en el grupo 2 y el otro 

en el 5, que murieron mostrando lesiones sistémicas. La diferencia puede ser 

explicada por las dosis empleadas, ya que en el experimento referido 

anteriormente se emplearon 2.5 mg de LPS de h'.coli como dosis de 

preparación y 0.8 como dosis desencadenante (67), mientras que aquí se 

emplearon 50 y 100 jig 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 suficientemente flogístico como para provocar lesiones, 



sin que existan complicaciones sistémicas en la mayoría de los animales 

inoculados. 

La RS en el pulmón, empleando LPS de P. multocida provocó intensas 

lesiones en los pulmones de conejos, caracterizadas por extensas zonas de 

consolidación notoriamente infiltradas por PMN, necrosis, hemorragias y, en 

algunos casos, trombosis (59). Sin embargo, en este estudio se empleó el 

LPS de una bacteria a la que el conejo es sumamente susceptible (68) y, por 

otra parte, se ignoró la presencia de anticuerpos naturales, lo cual debió 

haber influido en el desarrollo de la lesión; no obstante, la discusión se 

centró sobre la PN del ganado (59). En cambio, en el presente experimento, 

se empleó el LPS de P. haemolytica, una bacteria cuya patogenicidad está 

limitada casi exclusivamente a rumiantes, mientras que otros animales, 

incluyendo el conejo, no son naturalmente susceptibles (68). Además, se 

descarta la participación de anticuerpos naturales, conforme los resultados 

negativos en la prueba de hemoaglutinación pasiva. En consecuencia, puede 

afirmarse que las lesiones que aquí se indujeron corresponden 

exclusivamente al efecto flogístico 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 exudación 

de fibrina, como se había propuesto antes (59); sin embargo, queda de 

manifiesto que la sola inoculación endotraqueal provoca una reacción 

flogística en el pulmón superior a la endovenosa y que no se establece 

sinergismo entre ambas cuando se asocian en una RS. De hecho, la respuesta 

flogística reconocida mediante LBA, determina que la subsecuente 



inoculación endovenosa (desencadenante) en la RS, disminuye la intensidad 

de la respuesta inflamatoria endotraqueal. Esta situación contrasta con lo 

referido en el estudio previo en el que se indujo la RS en el pulmón, 

empleando LPS de P. multocida, porque en éste se apreció que las rutas de 

inoculación (primero endotraqueal y luego endovenosa), empleadas para 

provocar la RS, resultaban sinérgicas (59); sin embargo, no se evaluó la 

respuesta inflamatoria por medio de LBA (59), tal y como aquí sucedió. 

Con relación a la mayor contribución de la ruta endotraqueal en la 

generación de la respuesta inflamatoria del pulmón, puede mencionarse un 

estudio en borregos en donde se observó que el espacio alveolar es más 

flogístico que el endovenoso, ante la exposición 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 morfología ni en su función (92). 

Observaciones similares han sido realizadas en ratas, encontrándose una 

desproporcionada respuesta inflamatoria por PMN en ausencia de 

indicadores enzimáticos de daño celular en los LBA (44), lo cual 

corresponde con lo que aquí se encontró. 

Al respecto, pudiera ser también que la administración endotraqueal sea 

lo suficientemente flogística, de tal manera que la inoculación endovenosa 

subsecuente no aporta un estímulo mayor en la RS, o que se haya 

desarrollado un efecto de tolerancia temprana ante la administración 

endotraqueal del LPS de P. haemolytica y que ésto haya impedido la 

exposición plena de la respuesta inflamatoria esperada ante el desafío 

endovenoso subsecuente. Como se sabe, pequeñas dosis de LPS 



administradas previamente a un desafío 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 señalan a los rumiantes 

como los modelos más adecuados y casi exclusivos para el estudio de P. 

haemolytica y sus efectos patológicos (16); no obstante, en este experimento 

se demuestra que el conejo es también un modelo adecuado porque refleja 

ampliamente los efectos patológicos del LPS en su pulmón. Asimismo, 

queda de manifiesto la importancia de la endotoxina en el desarrollo del daño 

pulmonar; lo anterior, al considerar que empleando únicamente el LPS de la 

bacteria, pudo provocarse un daño 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 daño pulmonar en el ratón cuando se administra por vía 

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 

neumónicas y que la RS en el pulmón, refleja, en gran parte, las lesiones que 

se reconocen en los casos de PN; empero, es la ruta endotraqueal la que 

genera una respuesta flogistíca más intensa y, por lo tanto le corresponde una 

participación protagónica m&& relevante en el desarrollo de las lesiones 

neumónicas pulmonares. 



Experimento 2 

Contribución Mayor del Inoculo por Via Respiratoria en el Desarrollo de la 
Reacción de Shwartzman en el Pulmón del Conejo 

Como se ha señalado en el trabajo anterior, la Reacción de Shwartzman 

(RS) en el pulmón del conejo, se considera un modelo de daño pulmonar 

compatible con lo que ocurre naturalmente en los casos de pasteurelosis 

neumónica (PN) del ganado (experimento 1). Por este motivo, se ha 

empleado en esta serie de experimentos el lipopolisacándo (LPS) de 

Pasteurello haemolytica, considerándose también que este compuesto es el 

factor de virulencia más importante de la bacteria en el desarrollo de la 

lesión pulmonar. 

En el experimento anterior se demostró, mediante lavados 

bronquioalveolares (LBA), que la afluencia de polimorfonucleares (PMN) a 

los espacios alveolares ñie mayor en los animales que únicamente recibieron 

el inoculo por vía endotraqueal, mientras que aquellos que recibieron además 

el inoculo endovenso 24 h después, para generar la RS en sus pulmones, 

tuvieron menor número de células (experimento 1); si bien, estadísticamente 

no hubo diferencias entre estos grupos (p>0.05). Lo anterior pudo deberse a 

un fenómeno de tolerancia temprana (experimento 1) o bien, simplemente, a 

que a la dosis empleada para la inoculación endotraqueal, la respuesta 

inflamatoria en el pulmón haya sido suficiente, sin que hubiera una mayor 



contribución del desafío endovenoso. En el presente experimento se ha 

explorado esta posibilidad y por esto, se ha incrementado a 100 |xg la dosis 

del LPS de P. haemolytica empleada en la inoculación endotraqueal. La 

intención fue comparar la respuesta flogística de la vía endotraqueal contra la 

endotraqueal y, subsecuentemente, la endovenosa, tal y como se ha descrito 

en la RS, evaluando tanto las células recobradas mediante LBA como 

proteína y deshidrogenasa láctica, así como los cambios histológicos como 

se realizó en el experimento anterior. 

Se emplearon 6 conejos Nueva Zelanda con las mismas características 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 determinó mediante la 

prueba de hemoaglutinación pasiva, la ausencia de anticuerpos contra el LPS 

de P. haemolytica. Finalmente, los procedimientos de inoculación, necropsia, 

LBA, recolección de muestras y proceso histológico, fueron semejantes a los 

realizados en el experimento anterior. Para el procedimiento estadístico de 

los valores obtenidos de los LBA, se empleó la prueba t4t" Student, 

mancomunando las varianzas (72). En el cuadro 2.1 se presenta el diseño 

experimental y en el apéndice A todos los procedimientos estadísticos. 



Cuadro 2.1 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

O horas 24 horas 36 horas 
Inoculación Inoculación Sacrificio 
Endotraqueal Endovenosa 

Grupo 1 LPS P.h. * 1 nú SSF ** si 
100 ng/1.5 mi SSF 

Grupo 2 LPS P.h. LPS P.h. si 
100 ng/1.5 mi SSF 100 ¿ig/1 mi SSF 

* LPS P.h. : Lipopolisacárido de Pasteurella haemoiytica 
** SSF: Solución Salina Fisiológica 

Las lesiones histológicas fueron similares a las que se reconocieron en el 

experimento previo; es decir, en ambos casos hubo neumonía intersticial con 

abundante exudado serofibrinoso en alveolos, zonas de consolidación 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 existió diferencia 

(p>0.05) en el número total de células, proteína ni deshidrogenasa láctica. 

Sin embargo, los macrófagos resultaron significativamente superiores 



(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 el sentido de que la inoculación endotraqueal genera 

una respuesta inflamatoria en el pulmón, similar a la que se provoca cuando 

además de ésta, se administra subsecuentemente un inoculo endovenoso, 

para generar tina RS. Es decir, la inoculación endovenosa posterior al 

inoculo endotraqueal, no contribuye a generar una mayor respuesta 

inflamatoria, por lo tanto, la capacidad de respuesta inflamatoria del pulmón 

es mayor por vía aerógena. 

Se concluye que en el modelo propuesto para generar la RS en el pulmón, 

la inoculación endotraqueal tiene una participación mayor que la subsecuente 

inoculación endovenosa, en la generación del daño pulmonar. 



Tabla 2.1 

COMPARACION DE LOS VALORES; TOTAL DE CELULAS, MACROFAGOS, PMN, 
PROTEINA Y DES HIDROGENAS A LACTICA, OBTENIDOS DE LBA EN LOS 

DIFERENTES GRUPOS 

Grupo 1 Grupo 2 

Total de Célalas 5,900 6,400 T 
983.33 a 1,066.66 a M 

98.31 103.27 DE 

Macrúfkgos 1,609 3,344 
268.16 a 557.33 b 

72.15 123.74 

PMN 4,195 2,956 
699.16 a 492.66 b 
168.42 126.62 

Proteina 4.60 2.19 
1.53a 0.73 a 
0.95 0.41 

Dcshidrogenasa 104 27 
Láctica 34.66 a 9 a 

3356 10.14 

T: Total, M: Media, DE: Desviación Estándar. Los valores han sido estimados por mi. 
Las literales iguales entre los grupos significan ausencia de diferencia, mientras que las 
literales disuntas corresponden a diferencias significativas mediante la prueba "t"Studcnt. 



Experimento 3 

Efecto de la Inmunización Pasiva Sobre la Reacción de Shwartzman en el 
Pulmón del Conejo Empleando Lipopolisacándo de 

Pasteurella haemolytica 

Resumen 

La reacción local de Shwartzman (RS) puede inducirse en el pulmón de 

conejos, empleando el lipopolisacárido (LPS) de Pasteurella haemolytica. 

Se ha considerado que las lesiones provocadas por este fenómeno reflejan, 

en gran parte, aquellas que se reconocen en casos naturales de pasteurelosis 

neumónica (PN) en el ganado bovino y en ovinos. En este estudio se 

examinó la influencia de la inmunidad pasiva en el desarrollo de las lesiones 

pulmonares provocadas por la RS. Se emplearon dos grupos de conejos, el 

primer grupo recibió 4 mi de suero hipcrinmune de conejo, preparado contra 

la cepa de P. haemolytica 82-25. El título de este suero contra el LPS de la 

bacteria fue de 1:2560, determinado por la prueba de hemoaglutinación 

pasiva. El segundo grupo no recibió suero hiperinmune, smo solución salina 

fisiológica (SSF). Veinticuatro horas después los grupos fueron subdivididos. 

La RS se provocó inoculando por vía endotraqueal 50 ng del LPS de la 

misma cepa de P. haemolytica y, 24 horas más tarde, administrando 100 ¿ig 

del mismo compuesto por vía endovenosa; a estos inóculos se les denominó 

preparatorio y desencadenante, respectivamente. Este procedimiento se 

realizó tanto con animales inmunizados como no inmunizados. Además, se 



incluyeron animales que recibieron solamente el inoculo preparatorio o el 

desencadenante. Todos los animales fueron sacrificados a las 36 h, lo que 

correspondió a 60 h posteriores a la inmunización pasiva o a la 

administración de SSF, según el caso. Secciones del pulmón derecho se 

emplearon para observar los cambios patológicos, mientras que el pulmón 

izquierdo se empicó para realizar lavados bronquioalveolares (LBA) y 

determinar el número total de células y su conteo diferencial, así como 

proteína y deshidrogenasa láctica. Las lesiones reconocidas en los pulmones 

de los animales con RS fueron similares en severidad a las que se registraron 

en los conejos que recibieron únicamente la inoculación endotraqueal del 

LPS. Los animales que recibieron la inmunización pasiva, presentaron una 

desproporción en las lesiones pulmonares, algunos mostraron lesiones 

discretas, pero en otros éstas fueron mucho más severas que en los animales 

que no recibieron inmunización. Por otra parte, se identificaron diferencias 

estadísticas entre los animales inmunizados y los no inmunizados, en lo que 

concierne a número total de células, conteos diferenciales de éstas y 

proteína, siendo los valores mayores para los conejos inmunizados. No se 

reconocieron diferencias en las determinaciones de deshidrogenasa láctica. 

Asimismo, pudo corroborarse que la respuesta inflamatoria por vía aerógena 

es más intensa que la endovenosa y, que por lo tanto, la inflamación 

pulmonar que se provoca en la RS, ocurre primordialmente por el inoculo 

endotraqueal. Inclusive, la respuesta inflamatoria inducida por la 

administración endotraqueal del LPS es la única que se potencializa cuando 

los animales han recibido la inmunización pasiva. 



Introducción 

Existen opiniones encontradas con respecto a la influencia de la 

inmunización pasiva sobre el desarrollo de las manifestaciones patológicas 

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 acción patológica de los LPS, mediante anticuerpos dirigidos 

contra las citocinas mediadoras (34,47). 

Los procedimientos de inmunización anteriormente referidos, también se 

han empleado para evaluar su acción sobre la RS, ya que ésta es considerada 

un buen indicador de los efectos patológicos de las endotoxinas 

(11,34,37,47). Recientemente, se ha propuesto que la RS inducida en el 

pulmón, presenta lesiones similares a las que ocurren naturalmente en la 

(PN) y, que por lo tanto, comparten mecanismos patológicos similares (59). 

En un modelo de pasteurelosis en el ratón, 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 inmunización 

pasiva sobre la respuesta inflamatoria generada por el LPS de P. 

haemolytica, en el pulmón de conejos mediante la RS. 



Material v Métodos 

Animales. Se emplearon 30 conejos Nueva Zelanda, machos de 2.2 kg 

de peso al inicio del experimento. Los animales se mantuvieron en 

condiciones convencionales con alimento comercial y agua ad hbitum. 

Serología. Previamente, se determinó en los conejos la presencia de 

anticuerpos contra el LPS de P. haemolytica, mediante una prueba de 

hemoaglutinación pasiva con eritrocitos de borrego adsorbidos con el LPS 

correspondiente (56). 

Lipopolisacárido. Se extrajo el LPS de una cepa de P. haemolytica tipo 

Al denominada 82-25. El procedimiento se realizó empleando una solución 

compuesta por fenol, cloroformo y éter de petróleo en proporción 2:5:8, 

respectivamente (32). 

Antisuero. La cepa 82-25 de P. haemolytica Al fue usada para preparar 

una vacuna. La bacteria fue cultivada durante toda una noche a 37UC en 10 

placas de dextrosa almidón agar (Difco Laboratories, Inc., Detroit, MI). El 

cultivo fue removido de las placas y suspendido en 50 mi de una solución 

salina 0.85% con 0.3% de fórmalina para mantenerse toda una noche a 

temperatura ambiente. Las células bacterianas muertas fueron sedimentadas 

por centrifugación a 7000 rpm por 5 min (5900 X g) (Sorvall Centrifuge, SS-

34 rotor, DuPont, Wilmington, DE) y luego vueltas resuspender en una 



solución salina con forraalina similar a la anterior. Las células fueron lavadas 

una vez más y subsecuentemente, se ajustó su concentración a 1.0 X 10 10 

UFC/ml, empleando un espectrofotómetro calibrado a 600 nm (Coleman 

Model 35, Spectrophotometer, Bacharach Inc., Pittsburgh, PA). 

Para preparar la vacuna se emplearon 16 mi de adyuvante incompleto de 

Freund (Difco Laboratories, Inc., Detroit, MI) depositados en un tubo de 50 

mi mantenido en agitación en hielo. Luego se añadieron 15 mi de solución 

salina con formalina y 1 mi de las células de P. haemolytica (1.0 X 1010 

UFC/ml) para emulsifícarse por sonifícación durante 1 min en hielo. La 

concentración final fue de 3 .1 X 108 UFC/ml de vacuna. 

Se vacunaron dos conejos machos de 2.5 kg, empleando 3.2 mi del 

biológico, siguiendo el procedimiento recomendado en la literatura (2). 

Posteriormente, se obtuvo el suero de estos animales cuyo título contra el 

LPS de P. haemolytica cepa 82-25 fue de 1:2560, determinado mediante la 

prueba de hemoaglutinación pasiva (56). 

Inmunización Pasiva. Se aplicaron 4 nú del suero hiperinmune por vía 

subcutánea a 15 conejos; los restantes recibieron SSF. 

Inoculación 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 inmunizaron. La RS se provocó inoculado por vía endotraqueal 

50 ^g del LPS de la misma cepa de P. haemolytica y 24 horas más tarde 



administrando lOOjag del mismo compuesto por vía endovenosa; a estos 

inóculos se les denominó preparatorios y desencadenantes, respectivamente. 

Este procedimiento se realizó tanto en animales inmunizados como no 

inmunizados. Además, se incluyeron animales que sólo recibieron el inoculo 

preparatorio o el desencadenante. Los procedimientos de la inoculación 

preparatoria y desencadenante se han descrito con anterioridad (experimento 

1). En el cuadro 3.1 se presenta el diseño experimental correspondiente. 

Necropsia v Recolección de las Muestras. Todos los animales fueron 

sacrificados a las 36 horas, lo que correspondió a 60 horas posteriores a la 

inmunización pasiva o la administración de SSF. Las particularidades del 

procedimiento ya han sido descritas, lo mismo que el manejo de las muestras 

para los procedimientos histológicos (experimento 1). 

Lavados Bronquioalveolares. El procedimiento de los lavados 

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

descrito con anterioridad (experimento l). 

Análisis Estadístico. Los resultados obtenidos de los LBA concernientes 

a total de células, macrófagos, PMN} linfocitos, monocitos, proteína y 

deshidrogenasa láctica fueron comparados entre los diferentes grupos, 

empleando el análisis de varianza a través de un diseño complemente al azar 

(72). Subsecuentemente, cuando se demostraron diferencias en los grupos, se 

realizó una comparación mediante contrastes (72), confrontando primero 

grupos inmunizados contra no inmunizados y luego, grupos que recibieron el 

LPS por diferentes vías, sin importar que fueran inmunizados o no. 



Cuadro 3.1 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

- 2 4 h 
Inmunización 
Pasiva* 

Oh 
Inoculación 
Endotraqueal 

24 h 
Inoculación 
Endovenosa 

36 h 
Sacrificio 

Grupo 1 oo LPS P.h 
50yg/1.5 ml SSF 

1 ml SSF si 

Grupo 2 no 1.5 mJ SSF LPS P h. 
100 ng/1 ml SSF 

sì 

Grupo 3 no LPS P.h. 
50 ng/1.5 ml SSF 

LPS P. h 
100 ng/1 ml SSF 

si 

Grupo la si LPS P.h. 
50fig/1.5 ml SSF 

I m i SSF si 

Grupo 2a si 1.5 ml SSF LPS .P. A. 
100 \xqj\ ml SSF 

si 

Grupo 3a si LPS P h 
50 ng/1.5 ml SSF 

LPS P h. 
lOO^g/l ml SSF 

si 

LPS P h = Lipopolisacándo de Pasleureüa haemoiytica 
SSF = Solución Salina Fisiológica 
* La Inmunización pasiva se realizó 24 horas antes de la inoculación endo traqueal Se inoculó por vía 
subcutánea, 4 mi de suero hiperimnune con titulo 1.2560 

Resultados 

Serologia. Mediante la prueba de hemoaglutinación pasiva se determinó 

que los animales de todos los grupos resultaron negativos al LPS de la cepa 

82-25 de P. haemoiytica. 



Patología. Los conejos del grupo 1 que recibieron LPS de P. 

haemolytica por vía endotraqueal y luego 24 horas más tarde SSF por vía 

endovenosa, presentaron cambios macroscópicos en sus pulmones, 

caracterizados por falta de colapso, pequeñas áreas de consolidación rojo-

grisáceo y hemorragias. Cambios similares a los anteriores se apreciaron en 

los animales del grupo la, quienes recibieron el LPS por las mismas vías, 

pero 24 horas antes fueron inmunizados pasivamente. No obstante, vale 

señalar que algunos de estos animales presentaron lesiones hemorrágicas 

más intensas en sus pulmones (figura 1). 

Microscópicamente se apreció, tanto en los animales del grupo 1 como 

del grupo l a, congestión en septos alveolares con infiltración de numerosos 

PMN. En la mayoría de los bronquiolos y alveolos se observó un edema rico 

en proteína acompañado de numerosos PMN. En las zonas de consolidación 

se observó necrosis, hemorragias y un exudado serofibnnoso, también con 

numerosos PMN (figuras 3.1 y 3.2). 

En los pulmones de los animales del grupo 2 que recibieron SSF por vía 

endotraqueal y posteriormente LPS por vía endovenosa, se apreció, 

macroscópicamente, congestión y falta de colapso. Microscópicamente se 

observó edema intersticial, y en algunas áreas, alveolar. Los PMN se 

encontraron infiltrando los septos y sólo ocasionalmente la luz alveolar. 

Estos cambios fueron similares para el grupo 2a (figuras 3.3 y 3,4). 

Los animales de los grupos 3 y 3a que recibieron el LPS, primero por vía 

endotraqueal y luego endovenosa, presentaron lesiones macroscópicas y 



Figura 3.1 Pulmones que se muestran turgentes con hemorragias y áreas 
consolidación. Conejo perteneciente al grupo la. 

Figura 3.2 Se observa una área consolidada con abundante exudado 
serofibrinoso y numerosos PMN infiltrando. Conejo 
perteneciente al grupo la 60 X. 



Figura 3.3 Se muestra una área de consolidación con necrosis y exudado 
serofibrinoso. Conejo perteneciente al grupo la. 100 X. 

Figura 3.4 Se observa una área con abundante edema alveolar. Conejo 
perteneciente al grupo 2a. 100 X. 



Figura 3.5 Se presenta una área parcialmente consolidada con abundantes 
PMN infiltrando septos alveolares y también exudado en la luz 
alveolar. Conejo perteneciente al grupo 2a. 160 X. 

Figura 3.6 Se observa una área con intensa infiltración de PMN y 
abundante exudado serofibrinoso. Conejo perteneciente al 
grupo 3a. 100 X. 



Figura 3.7 Se presenta una área parcialmente consolidada con abundante 
exudado serofibrinoso y obliteración de capilares. Conejo 
perteneciente al grupo 3 a. 160 X. 



microscópicas similares a las de los grupos 1 y la; sin embargo, las 

hemorragias fueron más notorias y la presencia de un exudado alveolar 

serofíbnnoso fue más consistente. Asimismo, las lesiones vasculares fueron 

más evidentes, reconociéndose vasculitis y trombosis (figuras 3.5 y 3.ó). 

Lavados Bronciuioalveolares. Los análisis de varianza demostraron que 

existían diferencias entre los grupos, cuando se compararon total de células 

(pcO.005), macrófagos (p<0.05), PMN (p<0.005), linfocitos (p<0.005), 

monocitos (p<0.005) y proteína (p<0.005); no hubo diferencias cuando se 

comparó deshidrogenasa láctica (p> 0.1). A partir de lo anterior se buscó el 

ongen de estas diferencias mediante constrastes, lo que demostró que la 

inmunización contribuyó a generar las diferencias, salvo en el caso de los 

PMN y la proteína. Estas diferencias se debieron a que la cantidad de 

células recuperadas de los lavados fue mayor en los conejos inmunizados. En 

el caso de los PMN y la proteina, las diferencias se originaron de la ruta de 

administración del LPS, resultando que la ruta endotraqueal es más flogistica 

que las otras. De hecho, se demostró, tanto en animales inmunizados como 

no inmunizados, que la ruta endotraqueal es más flogistica, y que cuando los 

animales han sido previamente inmunizados aún puede apreciarse una 

respuesta mayor. En la tabla 3.1 se resumen estos datos, mientras que en el 

apéndice A se presentan todos los procedimientos estadísticos. 



Tabla 3.1 

COMPARACION DE LOS VALORES: TOTAL DE CELULAS, MACROFAGOS, PMN, 
LINFOCITOS, MONOCITOS, PROTEÍNA Y DESHIDROGENASA LACTICA, 

OBTENIDOS DE LBA EN LOS DIFERENTES GRUPOS 

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

Total de Células 
1235* 

9,700acei* 
970 
533.43 

124 
5,600adg 

560 
96.60 

134 
7,000afg 

700 
402 76 

1235 
I5,300bcq 
1,53U 

794.49 

124 
7,600bdg 

760 
271.62 

134 
7,500bfg 

750 
84.98 

Macrófagos 5,136atsi 
513.60 
256.96 

4,072acg 
407.20 
163.17 

4,730aeg 
473.00 
218.82 

7,054bcei 
705.40 
220.30 

6,538bcg 
653.80 
229.56 

5,936beg 
593.60 
74.60 

PMN 4,103acei 
410.30 
296.17 

l,237adg 
123.70 
138.80 

I,996afg 
199.60 
173.49 

6,3S8acej 
688.80 
561.92 

713adg 
71.30 
38 78 

l,273afg 
127.30 
49.72 

Linfocitos 172acei 
17.20 
14.71 

92adg 
9.20 
5.45 

77afg 
7.70 
6.23 

445bcq 
44 50 
3102 

125bdg 
12.50 
35.61 

105bfg 
10.50 
6.41 

Mo nocí tos 348acei 
34.80 
17.71 

219adg 
21.90 
8.41 

233afg 
23.30 
14.84 

l,06Sbcej 
106.80 
86.98 

3llbdg 
31 10 
26 54 

223bfg 
22 30 
12.22 

Pioteína 3 lüacei 
0.62 
0.42 

3 21acg 
0.64 
0.84 

2.16afg 
0.43 
0.26 

9 40acej 
188 
0 88 

5.20acg 
1.04 
0.79 

l.97afg 
0 39 
0.41 

Deshidrogenasa 
Láctica 

48** 
9.60 

13.60 

7U 
14.00 
24 68 

115 
23 00 
25 32 

359 
71.80 
43.21 

89 
17.80 
17.52 

123 
2460 
37.75 

T: Total; M: Media; DE: Desviación Estándar. Los valores han sido estimados por mi. 
* Los números están relacionados con las literales y representan los coatrastes y ias significancias, 

respectivamente, así. en el contraste 1 se comparan los grupos 1, 2 y 3 V$, la, 2a y 3a, en el 2 los 
grupos 1 y la Vs. 2 y 2a, en el 3 los grupos 1 y la Vs 3 y 3a, en el 4 lus grupos 2 y 2a Vs. 3 y 3a y en 
el 5 el grupo 1 Vs. la. Por consiguiente, las literales a y b , c y d , e y f , g y h e i y j , representan las 
comparaciones de los contrastes respectivos. Las literales iguales entre los grupos significan ausencia 
de diferencia, mientras que las literales distintas corresponden a diferencia significativa. En este 
caso, se emplearon los valores totales para realizar los contrastes. 

" No se realizaron contrastes en el caso de deshidrogenasa láctica, porque no se reconocieron 
diferencias significativas entre los grupos a partir del análisis de varianza. 



Discusión 

En el presente experimento la administración 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 apreciación concuerda con otras investigaciones en 

donde se refiere que la inmunización pasiva no disminuye los efectos 

patológicos de las endotoxinas (23,47,95). También concuerda con un 

estudio en ovinos, en el que se demostró que la inmunización pasiva no 

reduce los efectos patológicos de un desafío por aerosol con P. haemolytica 

(86). 

Con base en lo anterior, puede afirmarse que los anticuerpos producidos 

mediante procedimientos de inmunización rutinarios, utilizando bacterinas 

convencionales de P. haemolytica, no ofrecen protección cuando se utilizan 

para proveer de un estado de inmunidad pasiva contra las neumonías por P. 

haemolytica. Por el contrario, la respuesta inflamatoria y el daño pulmonar 

fueron más 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 experimento se explorará esta 

posibilidad empleando también al conejo como modelo. 



Por otra parte, las lesiones que aquí se produjeron son compatibles con 

las referidas en los experimentos 1 y 2, y también a las descritas en modelos 

de inflamación pulmonar mediados por complejos inmunes (54,97). La razón 

de estas semejanzas en las lesiones pulmonares, a pesar de las diferencias en 

la patogenia del daño pulmonar, quizá radique en que la respuesta 

inflamatoria en el pulmón, al igual que en otros tejidos, es estereotipada y no 

permite vislumbrar diferencias a partir del cuadro inflamatorio agudo (59). 



Experimento 4 

Inducción de la Reacción de Arthus en el Pulmón del Conejo Empleando 
Lipopolisacárido de Pasteurella haemolytica 

Resumen 

Se ha propuesto que un fenómeno de hipersensibilidad compatible con 

una reacción de Arthus (RA) puede participar en los mecanismos patológicos 

de la severa bronconeumonía fíbrinopurulenta que caracteriza a la 

pasteurelosis del ganado (PN). Por otra parte, se ha referido que el 

lipopolisacárido (LPS) de esta bacteria es quien contribuye mayormente en el 

desarrollo del daño pulmonar. Con base en lo anterior, se realizó el presente 

experimento que tuvo como objetivo provocar en el pulmón del conejo, una 

respuesta inflamatoria a través de un fenómeno hipersensible compatible con 

la RA, empleando el LPS de Pasteurella haemolytica. El procedimiento 

consisitió en inmunizar a un grupo de conejos con una bacterina de P. 

haemolytica, acompañada de adyuvante incompleto de Freund; también se 

incluyeron animales que se inmunizaron con albúmina de bovino y otros dos 

grupos que solo recibieron el adyuvante. Se constató mediante pruebas de 

hemoaglutinación pasiva y precipitación en agar que los animales 

inmunizados reaccionaban positivamente; hasta entonces, se procedió a 

desafiar a todos los animales por vía endotraqueal. Fueron desafiados con el 

LPS de P. haemolytica tanto un grupo que había sido inmunizado con la 



bacterina como otro que recibió solamente el adyuvante; el grupo que fue 

inmunizado con albúmina fue desafiado con este antígeno y, finalmente, un 

grupo que solamente había recibido el adyuvante fue desafiado con solución 

salina fisiológica (SSF). Los animales se sacrificaron a las 12 h posteriores 

al desafio. Sus pulmones, derecho e izquierdo, fueron empleados para 

realizar patología y lavados bronquioalveolares (LBA), respectivamente. Los 

estudios de patología demostraron que la respuesta inflamatoria más intensa 

ocurrió en los animales que fueron desafiados con el LPS de P. haemolytica. 

Los análisis estadísticos realizados con las células recobradas mediante 

LBA, confirmaron los hallazgos patológicos; sin embargo, lograron además 

demostrar que los animales que habían sido inmunizados con la bacterina 

tuvieron la respuesta flogística más importante. Con base en estos resultados, 

se afirma que la respuesta inmune inducida por la bacterina contribuye a 

generar una respuesta inflamatoria más intensa ante un desafío endotraqueal 

con el LPS de la bacteria. 

Introducción 

La severa neumonía fibrinopurulenta asociada a la infeción por P. 

haemolytica es una de las enfermedades que más pérdidas causa en la 

ganadería de Norteamérica. Buscando disminuir estas pérdidas se han 

desarrollado diversos inmunógenos, tales como bacterinas, vacunas vivas o 

químicamente modificadas, biológicos preparados con sobrenadantes de 

cultivos o con subunidades, así como también vacunas recombinantes; sin 

embargo, tanto en condiciones experimentales como en estudios de campo, 

la eficacia de estos biológicos ha sido inconsistente (9,25,50,51). 



En términos generales, la respuesta inmune contra P haemolytica, 

inducida por bacterinas tradicionales de células completas es 

contraproducente (25,50). Se ha propuesto que esta condición puede reflejar 

un fenómeno de hipersensibilidad compatible con la RS (58). Al respecto, se 

han reconocido depósitos de complejos inmunes en casos de PN (42). 

Recientemente, se ha referido un modelo de daño pulmonar en el conejo, 

empleando LPS de P haemolytica para provocar una reacción de 

Shwartzman (experimento 1). Las características 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 inflamatoria derivada de la administración del LPS 

por vía aerógena, contribuye preponderantemente en la generación del dafío 

pulmonar (experimentos 1 y 2). Además, cuando se administra suero 

hiperinmune contra P. haemolytica previo al desafio endotraqueal con el 

LPS de la bacteria, la respuesta inflamatoria es aún más grave (experimento 

3). Con la influencia de estos antecedentes, se ha desarrollado el presente 

experimento que tuvo como objetivo inducir un daño en el pulmón 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 se mantuvieron 

en condiciones convencionales y se les administró agua y alimento comercial 



ad libiium. Los animales se distribuyeron en 4 grupos de 8 animales cada 

uno, como se verá más adelante. 

Lioopolisacárido. Se extrajo el LPS de una cepa de P. haemolytica tipo 

Al, denominada 82-25. El procedimiento se realizó empleando una solución 

compuesta por fenol, cloroformo y éter de petróleo en proporción 2:5:8, 

respectivamente (32). Este LPS fue similar al-empleado en los experimentos 

1.2y 3. 

Preparación de la Bacterina. La cepa 82-25 de P. haemolytica Al se 

empleó para preparar la bacterina. El procedimiento ha sido descrito 

previamente en el experimento 3. 

Preparación de los Inmunógenos. Se prepararon tres inmunógenos, todos 

incluyendo adyuvante incompleto de Freund (Difco Laboratories, Inc., 

Detroit, MI). El primero se preparó empleando 16 mi del adyuvante 

mezclado con 16 mi de solución salina 0.85% con 0.3% de formalina. El 

segundo inmunógeno se preparó empleando 16 mi del adyuvante y 16 mi de 

solución salina 0.85% conteniendo 0.3% de formalina y 50 mg de albúmina 

sérica de bovino (RIA Grade, Fraction V, Sigma Chemical Co., St. Louis, 

MO). El tercer inmunógeno se preparó empleando 16 mi del adyuvante y 15 

mi de solución salina 0.85% conteniendo 0.3% de formalina y 1 mi de P. 

haemolytica (1.0 X 1010 UFC/ml); la concentración final de este inmunógeno 

fae 3.1 X 108 UFC/ml. Todas las mezclas descritas fueron emulsificadas por 

sonificación durante 1 min en hielo. 



Procedimiento de inmunización. Los animales se inmunizaron siguiendo 

un protocolo para obtener sueros hiperinmunes descrito previamente (2). 

Cada animal recibió 6.4 mi del inmunógeno; en los grupos correspondientes 

se administraron 10 mg de albúmina o 2.0 X 109 UFC por animal. En el 

cuadro 4.1 se presenta el diseño experimental. 

Serología. Se realizaron dos estudios serológicos, el primero 

correspondió a las muestras que se colectaron justo durante la segunda 

inmunización y el segundo se realizó antes del desafio a los 30 días. Para los 

grupos 2 y 4 se utilizó la prueba de hemoaglutinación pasiva empleando 

eritrocitos de ovino adsorbidos con el LPS de P. haemolytica (56), tai y 

como se realizó en los experimentos anteriores. Por otra parte, a los animales 

del grupo 3 se les practicó una prueba de precipitación en gel de agar (15). 

Desafio. Todos los animales fueron desafiados por la ruta endotraqueal 

recibiendo 1.5 mi de inoculo, el grupo l recibió SSF solamente; el Grupo 2 

recibió 50 ng del LPS de P. haemolytica; los animales del grupo 3 fueron 

desafiados con 50 ¿ig de albúmina sérica de bovino y, por último, el grupo 4 

recibió también 50 del LPS. El procedimiento de inoculación ha sido 

descrito previamente en los experimentos anteriores. Vale señalar, además, 

que los animales recibieron una inoculación intradérmica de albúmina (grupo 

3) o LPS (grupo 4) con la intención de provocar una RA como indicador. 

Estos inóculos correspondieron a 100 ng del LPS o de albúmina, contenidos 

en 0.1 mi de SSF. 



Necropsia y Recolección de las Muestras. Todos los animales fueron 

sacrificados a las 12 h posteriores al desafío endotraqueal. Las 

particularidades del procedimiento ya han sido descritas, lo mismo que el 

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

Lavados Bronauioalveolares. El procedimiento de los LBA y el manejo 

de las muestras, también se han descrito con anterioridad (experimento 1), 

con la excepción de que no se realizaron determinaciones de proteína ni de 

deshidrogenasa láctica. 

Análisis Estadístico. Los resultados obtenidos de los LBA concernientes 

a total de células, macrófagos, PMN, linfocitos y monocitos, fueron 

comparados entre los diferentes grupos, empleando el análisis de varianza a 

través de un diseño completamente al azar (72). Subsecuentemente, cuando 

se demostraron diferencias entre los grupos se procedió a comparar las 

medias mediante la prueba de Scheffé (72). 



Cuadro 4.1 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

Día 0 
Primera 

Inmunización** 

Día 15 Día 30 Día 30 
Segunda* Desafio* Sacrificio 
Inmunización* * Endotraqueal 

Grupo l 

Grupo 2 

Grupo 3 

Grupo 4 

Salma 

Salina 

Albúmina 

LPS 

Salina 

Salina 

Albúmina 

LPS 

SSF si 

LPS si 

Albúmina*** si 

LPS*** si 

« 
*** 

Durante la segunda inmunización y previo al desafio, se 
tomaron muestras de sangre para realizar estudios serológicos. En los 
grupos 2 y 4 se realizó hemoaglutinación pasiva contra el LPS P. 
haemolytica y en el grupo 3 precipitación en gel de agar. 
Se administraron 3.2 mi del inmunógeno en cada inmunización. 
Justo al tiempo de desafío los animales de estos grupos recibieron una 
inoculación intradérmica de LPS o albúmina según correspondía, para 
provocar una RA. 



Resultados 

Serología. Los títulos más altos de anticuerpos contra el LPS de P. 

haemolytica, se obtuvieron de las muestras colectadas antes del desafio en 

el grupo 4. La mayoría de los animales respondieron con títulos elevados, 

los valores más comunes fueron 1:1280 y 1:2560; sólo dos animales 

presentaron títulos de l 320. En los animales del grupo 2 el título mayor fue 

de 1:5 en dos animales. 

En el grupo inmunizado con albúmina también se reconocieron franjas de 

precipitación bien definidas en todos los animales, justo al momento de su 

desafio. 

Patología. Los conejos del grupo l no presentaron lesiones en sus 

pulmones, ni macroscópica ni microscópicamente. En el grupo 2 se 

apreciaron macroscópicamente pequeñas áreas de consolidación rojo-

grisáceas con hemorragias; lesiones similares se observaron en los animales 

del grupo 4, pero en éstos las hemorragias fueron más notorias. En el grupo 3 

se apreció congestión en la mayoría de los casos y sólo en algunos la 

consolidación se limitó al hilio de los pulmones. Microscópicamente las 

lesiones en el grupo 2 correspondieron a congestión e infiltración intersticial 

de PMN; sin embargo, en las zonas de mayor daño se observaron áreas de 

necrosis, hemorragias, intensa exudación de PMN y exudado serofibrinoso 



Figura 4.1 Se presenta una área con arquitectura alveolar normal. Conejo 
perteneciente al grupo 1. 100 X. 

Figura 4.2 Se muestran pulmones turgentes congestionados y con áreas de 
consolidación. Animal perteneciente al grupo 2. 



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

Figura 4.4 Se observan una área de intensa consolidación con zonas de 
necrosis y exudado serofíbrinoso. Animal perteneciente al 
grupo 2. 60 X. 



Figura 4.5 Se presenta una área de consolidación y necrosis con 
positividad a la presencia de fibrina. Conejo perteneciente al 
grupo 4. 100 X. 

Figura 4.6 Se observa trombosis de una arteria en una área de 
consolidación. 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. 

Figura 4.8 Se observa vasculitis y trombosis en pequeños vasos sanguíneos 
en una área de la dermis con intenso edema. Animal 
perteneciente al grupo 3. 160 X. 



en alveolos. En el grupo 4 las lesiones fueron similares pero la exudación 

serofibrinosa fue más abundante, además, se apreció trombosis y/o vasculitis 

en algunos vasos sanguíneos. En el grupo 3 las lesiones histológicas se 

caracterizaron por un abundante edema alveolar y, en algunas áreas, 

hemorragia. La participación exudativa de los PMN fue menor, sin embargo, 

se reconocieron abundantes macrófagos. En algunos casos se apreció edema 

e infiltración perivascular de PMN. En las figuras 4.1-4.6 se muestran los 

cambios anteriormente reseñados. 

Las lesiones en la piel de los animales de los grupos 3 y 4 se apreciaron a 

simple vista, siendo las del grupo 4 las más intensas. Microscópicamente, en 

el grupo 4 se apreció una severa reacción caracterizada por abundante 

infiltración de PMN asociada a necrosis, edema y hemorragia; asimismo, se 

identificó vasculitis y trombosis. En el grupo 3 las lesiones fueron similares a 

las del grupo 4, pero se pudo apreciar que el edema fue más intenso. En las 

figuras 4.7-4.10 se presentan los cambios anteriormente reseñados. 

Lavados Bronquioalvcolares. Los análisis de varianza demostraron que 

existían diferencias significativas entre los grupos cuando se 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 

macrófagos. La prueba de SchefFé para identificar la diferencia entre las 

medias demostró que el grupo 4, seguido por el 2, aportaban los valores más 

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 



resumen los datos anteriores, mientras que los procedimientos estadísticos se 

presentan en el apéndice A. 



Tabla 4.1 

COMPARACION DE LOS VALORES; TOTAL DE CELULAS, MACROFAGOS, 
PMN, LINFOCITOS Y MONOCITOS, OBTENIDOS DE LBA 

EN LOS DIFERENTES GRUPOS 

Grupa 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 

Total de Células 17.600 
1,100.00a 

294.39 

26,150 
1,634.37b 

601.86 

23,000 
l,437.50ab 
492.44 

34,800 T 
2,175.00c M 

556.77 DE 

Macròfago« 12,101 
756.31a 
239.15 

12,962 
810 12a 
339.7b 

10,689 
668.06a 
168.97 

14,141 
883 81a 
3X0 90 

PMN 4,979 
311.18a 
161.44 

12,701 
793.81b 
505.93 

11,115 
694.68ab 
371.08 

20,102 
1,256.37c 

649.00 

Linfocitos 98 
6.12a 
4.70 

136 
8.50ab 
6.87 

300 
18.75b 
14.87 

136 
8.50ab 

12.52 

Monocttos 432 
27 00a 
16 17 

359 
22.43a 
19.62 

901 
56.31b 
15.87 

427 
26.68a 
22.39 

T: Total, M: Media; DE: Desviación Estándar. Los valores han sido estimados por mi. Las literales 
iguales eatre los grupos significan ausencia de diferencia, mientras que las literales distintas 
corresponden a diferencia significativa, mediante la prueba de Se beffe 



Discusión 

Dada la interacción multietiológica de virus y bactenas en el desarrollo de 

la PN, se han desarrollado diversos biológicos para proteger al ganado 

contra este síndrome; entre los más 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 clínicas de la enfermedad y de la severidad de las lesiones 

pulmonares, los intentos por desarrollar el biológico ideal contra P. 

haemolytica aún persisten (25,50,78). 

La respuesta inmune humoral generada por la inmunización con 

bacterinas convencionales, ha demostrado su ineficiencia para proteger 

consistentemente contra la PN (25,50). Inclusive, se ha observado que el uso 

de bacterinas 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 fagocitosis desproporcionada de las bacterias, 

las cuales permanecen viables en el interior de las células fagocitarias y son 

capaces de Usarlas por la producción de su leucotoxina, generándose, 

entonces, un mayor daño tisular (93,94). 

Recientemente se ha descrito un modelo en el conejo en el que se ha 

demostrado que el daño pulmonar causado por Pasteurella multocida, ocurre 

más intensamente cuando los animales han sido inmunizados con una 



bacterina convencional (58). Con base en estos resultados y comparándolos 

con la información previamente referida (93,94), se propuso que esta 

reacción adversa era compatible con un fenómeno de hipersensibüidad de 

tipo m a manera de una RA (58). 

£n el presente estudio se vuelve a examinar este modelo en el conejo; sin 

embargo, a diferencia con el modelo anterior (58), aquí se ha empleado una 

bacterina contra P. haemolytica para inmunizar a los animales, además se 

constató la producción de altos títulos de anticuerpos contra el LPS de la 

bacteria, el cual también se usó para desafiarlos. 

Los resultados obtenidos en este estudio son similares a las observaciones 

en becerros (21,22,31,93,94) y conejos (58), en el sentido de que la 

inmunización con bacterinas convencionales genera una respuesta inmune 

que no contribuye a disminuir el daño pulmonar, sino por el contrario, 

participa agravando las lesiones de la PN. Sin embargo, en este estudio, a 

diferencia de todos los demás, el desafío se llevó a cabo únicamente con el 

LPS de la bacteria, lo que confirma la importancia de este factor de 

virulencia en la generación del daño tisular (29,88,89,90,91), sobre todo si se 

toma en cuenta que P. haemoiytica no posee capacidad de virulencia 

significativa para el conejo (68). 

Asimismo, estos resultados también son compatibles con lo referido en 

otros estudios en los que se ha provocado daño pulmonar empleando 

complejos inmunes (28,54,84,85), o la fracción C5 del complemento 

activada (28,77,84), si bien, las lesiones que aquí se provocaron aparecen 



más intensas. De hecho, la respuesta inflamatoria de los pulmones de los 

animales del grupo 3 en los que se empleó albúmina, fue menor que los 

grupos en los que se empleó LPS (grupos 2 y 4). Finalmente, los resultados 

son también compatibles con los datos que se obtuvieron en los tres 

experimentos anteriores; la explicación puede estar dada por la 

administración endotraqueal del LPS, que de por sí constituye un fuerte 

estímulo flogístico. 

La infección natural con P. haemolytica produce usualmente una 

inmunidad de buena calidad y larga duración en comparación a la inducida 

por vacunas (50). Esta inmunidad presente en animales naturalmente 

expuestos a la bacteria les permite, inclusive, resistir un desafío experimental 

(21). Las diferencias entre esta inmunidad natural y la adquirida por 

vacunación puede deberse a las distintas rutas de exposición (intranasal en la 

exposición natural y parenteral en la vacunación) o a la producción de ciertos 

antígenos in vivo que no se producen durante la preparación m vitro de los 

biológicos (50). 



CAPITULO V 

DISCUSION 

Con anterioridad se ha mencionado que los animales de laboratorio no 

son adecuados como modelos de la PN; este punto de vista se fundamenta en 
s 

la falta de patogenicidad de P. haemolytica para estos animales 

(16,48,94). No obstante, debido a que los trabajos con rumiantes son 

costosos, los intentos para desarrollar un modelo de la enfermedad en 

animales de laboratorio aún persisten. Este fue el objetivo fundamental de 

este trabajo. 

Por principio, se escogió al conejo porque es el animal de elección para 

inducir tanto la RS (49,75) como la RA (19,79); además, ya se tenían 

experiencias previas sobre la inducción de ambos fenómenos en el pulmón 

de este animal (57,58,59). 

En segundo lugar, se trabajó con el LPS de P. haemolytica porque, entre 

sus factores de virulencia, el LPS parece ser el responsable de la mayor parte 

de las lesiones pulmonares (90,91). Además, sus actividades biológicas, 

incluyendo la RS, han sido reconocidas plenamente (41,63). La leucotoxina, 

el otro factor de virulencia importante de la bacteria, ejerce su patogenicidad 

específicamente contra leucocitos de rumiantes (68), por lo cual no cabría 



esperar efecto en el pulmón del conejo; de hecho, se ha señalado una falta de 

actividad patológica de la leucotoxina en el pulmón de la rata (45). 

En los cuatro trabajos que se incluyen en esta disertación, se ha 

demostrado que el conejo es un excelente modelo para el estudio de la PN; 

esta afirmación se basa en los resultados obtenidos. Por ejemplo, en el 

experimento 1 se establece la similitud de las lesiones provocadas por la 

inoculación ET y ET/EV (Shwartzman) con las lesiones reconocidas en 

casos naturales de PN en el ganado. Al respecto, la observación de una 

alveolitis serofíbrinosa con intensa infiltración de PMN, necrosis y 

hemorragia, además de trombosis y daño vascular, concuerda con las 

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

En el experimento 2 se constató lo que se había apreciado en el primer 

experimento: la inoculación endotraqueal contribuye más que la subsecuente 

inoculación endovenosa en la generación de la RS en el pulmón; es decir, la 

respuesta inflamatoria generada por la inoculación 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 inoculación endovenosa. Esta apreciación 

es compatible con lo que se ha observado en ovinos cuando se compara la 

intensidad de su respuesta inflamatoria pulmonar ante un desafío 

endotraqueal o endovenoso con LPS de E. coli (92). En estos animales 

también se demostró que la vía aerógena responde inflamatoriamente con 

mayor intensidad que la ruta endovenosa (92). Igualmente, en becerros, la 

inoculación endotraqueal de endotoxina de P. haemolytica causa una 



exudación alveolar de PMN, mayor que cuando el LPS se administra por vía 

endovenosa (70). 

Los resultados del experimento 3, en el que se demostró que la respuesta 

inflamatoria pulmonar resulta más intensa cuando los animales han recibido 

previamente suero hiperinmune, a manera de inmunización pasiva, también 

concuerda con observaciones hechas en experimentos con ovinos (71,86). 

Finalmente, las observaciones sobre los efectos desfavorables de la 

inmunización del ganado con bacterinas convencionales contra la PN 

(25,50), son compatibles con los resultados del experimento 4, en el que se 

demostró que la hiperinmunización con una bacterina convencional de P. 

haemolytica, agrava la respuesta inflamatoria del pulmón ante un desafío con 

el LPS de la bacteria por vía endotraqueal. Asimismo, apoyan la propuesta 

de que una reacción de tipo Arthus activa pueda provocar estas lesiones en el 

pulmón (57,58). 

Las compatibilidades señaladas anteriormente, reiteran la utilidad del 

conejo como modelo animal para el estudio de la PN, pero además, 

confirman la importancia del LPS de la bacteria en la patogenia del 

padecimiento. 

En los cuatro experimentos que aquí se realizaron, se utilizó el LPS de la 

bacteria; es por esto que las lesiones histológicas comparten semejanzas 

notables, a pesar de que los mecanismos para generar el daño sean 

diferentes. Por otra parte, se ha referido con anterioridad que la RA y la RS 

poseen similitud patológica a pesar de ser completamente diferentes en los 



mecanismos que intervienen en ellas (74). Probablemente las similitudes se 

deban a que tanto en una como en otra, se producen citocinas, 

particularmente IL-1 y TNF que pueden participar como un común 

denominador en la generación del daño tisular (7,8,53,84,85). Otra situación 

que no debe ignorarse es la activación del complemento y la participación de 

los PMN en ambos fenómenos (49,52,53,75,79,85,86). Finalmente, se ha 

señalado que la respuesta inflamatoria aguda es una respuesta estereotipada, 

por lo que no pueden asignársele características distintivas (59), sobre todo, 

en el pulmón, que es un órgano que responde intensamente a los estímulos 

flogísticos (69). 

Por último, 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 fracción R del 

LPS o contra las citocinas mediadoras, la administración de polimixina B y el 

ensayo con el lípido X; las ultimas tres con la intención de bloquear o 

disminuir los efectos adversos del LPS. 



CAPITULO VI 

CONCLUSIONES 

Tanto la reacción de Shwartzman como la reacción de Arthus pueden 

inducirse en el pulmón del conejo empleando el LPS de P. haemolytica, y 

sus características patológicas reflejan en gran parte las lesiones que se 

presentan en casos naturales de pasteurelosis neumónica en el ganado; en 

ambas, el papel protagónico dominante en la respuesta flogística pulmonar, 

le corresponde a la administración endotraqueal del LPS, 

El conejo es un modelo animal adecuado para el estudio de los 

tnecanimos que operan en la generación del daño pulmonar, mediado por el 

LPS de P. haemolytica. 
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APENDICE A 

PROCEDIMIENTOS ESTADISTICOS 



EXPERIMENTO 1 

T o t a l d e C é l u l a s 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 
1 1 , 3 0 0 1 3 . 4 0 0 1 5 , 5 0 0 1 0 , 5 0 0 1 0 . 9 0 0 

7 0 6 . 2 5 9 5 7 . 1 4 9 6 8 . 7 5 6 5 6 . 2 5 7 7 8 . 5 7 
2 8 8 . 6 0 2 2 4 . 3 4 5 3 2 . 5 6 1 8 9 . 6 2 3 6 1 . 9 9 

2 
? 

9 ' 2 3 0 . 0 0 0 1 3 1 4 8 0 . 0 0 0 1 9 * 2 7 0 , 0 0 0 7 ' 4 3 0 . 0 0 0 1 0 ' 1 9 0 . 0 0 0 
n 16 14 16 16 14 

Modelo Y i j = u + T i + E i j 

AHDEVA 

Fuente d e 
Variación g l SC CM F F t 

a 0 . 0 5 
Tra tamien tos 4 1 ' 2 7 0 , 5 9 6 . 8 1 3 1 7 , 6 4 9 . 2 0 2 . 6 8 * > 2 . 5 3 
Error 7 1 8 4 0 0 . 9 8 2 . 1 4 1 1 8 , 3 2 3 . 6 9 
Total 75 9 ' 6 7 1 . 5 7 8 . 9 5 

Comparación de l a s M e d i a s p o r e l P r o c e d i m i e n t o d e S c h e f f é 

Modelo S s y i . - y i . ' = F a ( 0 . 0 5 . 4 / 6 0 g í ) s 2 y i . - y i . ' 

Grupo 3 Grupo 4 
9 6 8 . 7 5 - 6 5 6 . 2 5 - 3 1 2 . 5 < 3 8 6 . 8 8 

Grupo 4 Grupo 1 Grupo 5 Grupo 2 Grupo 3 

No se r e c o n o c e n d i f e r e n c i a s e n t r e l a s m e d i a s ; l a d i f e r e n c i a 
detectada en e l a n á l i s i s de v a r i a n z a . r e s u l t a d é b i l c u a n d o s e 
comparan l a s m e d i a s m e d i a n t e e l p r o c e d i m i e n t o de S c h e f f é . 

M a c r ó f a g o s A l v e o l a r e s 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 G r u p o 5 
i 9 . 3 0 5 8 . 3 6 2 8 . 2 0 8 7 , 0 1 9 7 . 7 2 7 
y 5 8 1 , 5 6 5 9 7 . 2 8 5 1 3 4 3 8 . 6 8 5 5 1 . 9 2 
| l 212.20 2 4 9 . 6 4 2 5 7 . 7 1 1 3 9 . 7 6 2 3 0 . 9 3 
« 6 - 0 8 6 . 9 0 3 5 ' 8 0 4 , 6 7 0 5 * 2 0 6 . 9 8 2 3 * 3 7 2 . 1 8 1 4 * 9 5 8 , 0 3 5 
n 16 14 16 16 14 

L 



Modelo Y i j - u + T i + E i j 

a n d e v a 

Fuente d e 
C r i a c i ó n g l SC CM F F t 

a 0 . 0 5 
Tra tamientos 4 2 4 9 , 1 5 5 . 8 2 6 2 , 2 8 8 . 9 5 1 . 2 7 < 2 . 0 4 
E r r o r 7 1 3 ' 4 6 8 , 225 . 1 7 4 8 . 8 4 8 . 24 
Total 75 3 ' 7 1 7 , 3 8 0 . 9 9 

P o l i m o r f o n u c l e a r e s 

1 ? 
s 
Ix l 

n 

Grupo 1 
1 . 7 7 9 

111.18 
9 6 . 2 0 

336 .639 2 
16 

G r u p o 2 
4 . 9 5 7 

3 5 4 . 0 7 
2 1 1 . 6 4 

3 3 7 . 4 7 3 
14 

Grupo 3 
6 . 6 6 5 

4 1 6 . 5 6 
2 9 0 . 2 4 

4 - 0 3 9 . 9 8 1 ] 
1 6 

Grupo 4 
3 . 0 1 3 

1 8 8 . 3 1 
1 7 8 . 0 1 

0 4 2 , 7 2 5 
16 

Grupo 5 
2 . 7 0 1 

1 9 2 . 9 2 
1 4 6 . 4 6 

7 9 9 , 9 5 7 
14 

Modelo 

ANDEVA 

Y i j = u + T i + E i j 

Fuente de 
Variación 

Tra tamientos 
Error 
Total 

g l SC 

4 1 ' 0 1 0 , 1 3 5 . 3 1 
71 2 ' 7 3 8 , 9 6 5 . 6 8 
75 3 ' 7 4 9 , 1 0 0 . 9 9 

CM 

2 5 2 , 5 3 3 . 8 2 
3 8 . 5 7 6 . 9 8 

F F t 
a 0 . 0 0 5 

6 . 5 * * > 4 . 1 4 

Comparación de l a s M e d i a s p o r e l P r o c e d i m i e n t o d e S c h e f f é 

Modelo S s y i . - y i . < f t Fcc ( 0 . 0 5 , 4 / 6 0 g l ) s 4 y : 

Grupo 3 Grupo 1 
4 1 6 . 5 6 1 1 1 . 1 8 - 3 0 5 . 3 8 > 220 . ,90 
Grupo 3 Grupo 4 
4 1 6 . 5 6 1 8 8 . 3 1 = 228. .25 > 220 .90 
Grupo 3 Grupo 5 
4 1 6 . 5 6 1 9 2 . 9 2 - 2 2 3 . 6 4 < 228 .66 
Grupo 2 Grupo 1 
3 5 4 . 0 7 1 1 1 . 1 8 = 235 . 8 9 > 228 .66 
Grupo 2 Grupo 4 
3 5 4 . 0 7 1 8 9 . 3 1 - 165 . 76 < 228 . 66 

Grupo 1 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 2 Grupo 3 



El grupo 3 e s r e a l m e n t e d i f e r e n t e d e l o s g r u p o s 4 y 1 , p e r o n o l o 
es de l o s g r u p o s 2 y 5 ; a s u v e z e l g r u p o 2 e s s e m e j a n t e a l o s 
grupos 4 y 5 , l o s c u a l e s n o s o n d i f e r e n t e s d e l 1 . 

L i n f o c i t o s 

G r u p o 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 G r u p o 5 
2 6 8 20 216 178 1 5 5 
y 4 . 2 5 1 . 4 2 1 3 . 5 0 1 1 . 1 2 1 1 . 0 7 
s 5 . 7 3 3 . 6 3 1 3 . 2 1 6 . 3 3 7 . 6 4 

7 8 2 200 5536 2582 2 4 7 5 
n 16 14 16 16 1 4 

Modelo Y i j - u + T i + E i j 

ANDEVA 

Fuente d e 
Variación g l SC CM F F t 

a 0 . 0 2 5 
Tra t amien tos 4 9 5 3 . 8 3 2 3 8 . 4 5 3 . 6 4 * > 3 . 0 1 
Error 71 4 , 6 4 5 . 1 1 6 5 . 4 2 
Total 75 5 , 5 9 8 . 9 4 

Comparac ión de l a s M e d i a s p o r e l P r o c e d i m i e n t o d e S c h e f f é 

Modelo S s y i . - y i . ' - F a ( 0 . 0 5 , 4 / 6 0 g l ) s * y i . - y i . ' 

G r u p o 3 Grupo 2 
1 3 . 5 0 — 1 . 4 2 - 12 . 0 8 > 9 . 4 1 
G r u p o 3 G r u p o 1 
1 3 . 5 0 - 4 . 2 5 = 9 . 2 5 > 9 . 0 9 
G r u p o 3 Grupo 5 
1 3 . 5 0 - 1 1 . 0 7 - 2 . 4 3 < 9 . 4 1 
G r u p o 4 Grupo 2 
1 1 . 1 2 - 1 . 4 2 « 9 . 70 > 9 . 4 1 
G r u p o 4 Grupo 1 
1 1 . 1 2 — 4 . 2 5 - 6 . 8 7 < 9 . 0 9 

Grupo 2 Grupo 1 Grupo 5 Grupo 4 G r u p o 3 

El Grupo 3 e s d i f e r e n t e d e l o s g r u p o s 1 y 2 , p e r o no d e l o s 
{Pupos 5 y 4 . A s u v e z l o s g r u p o s 4 y 5 c o m p a r t e n s i m i l i t u d con 
®1 grupo 1 . F i n a l m e n t e , e l g r u p o 2 e s s e m e j a n t e a l o s g r u p o s 1 y 



Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 G r u p o 4 Grupo 5 
2 210 135 528 347 410 
y 1 3 . 1 2 9 . 6 4 3 3 2 1 . 6 8 2 9 . 2 8 
s 1 0 . 6 5 5 . 9 8 2 2 . 1 2 1 1 . 6 2 1 6 . 4 5 

4 , 4 5 8 1 , 7 6 7 2 4 , 7 6 6 9 , 5 5 3 1 5 , 5 2 8 
n 14 16 16 14 

Modelo Y i j - u + T i + E i j 

ANDEVA 

Fuente d e 
Variac ión g l SC CM F F t 

a 0 . 0 0 5 
T r a t a m i e n t o s 4 6 , 0 5 5 . 5 2 1 , 5 1 3 . 8 8 7 . 1 3 * * > 4 . 1 4 
Error 71 1 5 , 0 5 7 . 2 7 2 1 2 . 0 7 
Total 75 2 1 , 1 1 2 . 7 9 

Comparac ión d e l a s m e d i a s p o r e l P r o c e d i m i e n t o d e S c h e f f é 

Modelo S s y i . - y i . ' - ^ t F a ( 0 . 0 5 , 4 / 6 0 g l ) s ^ y i . - y i . ' 

G r u p o 3 Grupo 2 
3 3 - 9 . 6 4 - 2 3 . 3 6 > 1 6 . 9 5 

G r u p o 3 Grupo 1 
3 3 - 1 3 . 1 2 - 1 9 . 8 8 > 1 6 . 3 7 

G r u p o 3 Grupo 4 
3 3 - 2 1 . 6 8 - 1 1 . 3 2 < 1 6 . 3 7 

G r u p o 5 Grupo 2 
2 9 . 2 8 - 9 . 6 4 - 1 9 . 6 4 > 1 7 . 5 0 

G r u p o 5 Grupo 1 
2 9 . 2 8 - 1 3 . 1 2 - 1 6 . 1 6 < 1 6 . 9 5 

Grupo 2 Grupo 1 Grupo 4 G r u p o 5 Grupo 3 

21 g rupo 3 e s d i f e r e n t e d e l o s g r u p o s 2 y 1 , p e r o no l o e s de l o s 
grupos 4 y 5 ; a s u v e z e s t o s g r u p o s no s o n d i f e r e n t e s d e l g r u p o 1 
y el g r u p o 2 e s s i m i l a r a l o s g r u p o s 1 y 4 . 

P r o t e i n a 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 G r u p o 4 Grupo 5 
4 . 1 7 6 . 7 7 6 . 6 9 4 . 8 8 3 . 6 7 
0 . 5 2 0 . 8 4 0 . 8 3 0 . 6 1 0 . 4 5 
0 . 2 7 0 . 7 7 0 . 5 9 0 . 6 5 0 . 2 9 
2 . 7 0 9 . 9 4 8 . 0 5 5 . 9 3 2 . 2 8 
8 8 8 8 8 



Modelo Yi j = u + Ti + E i j 

ANDEVA 

Fuente d e 
Variación g l SC CM f F t 

Tratamientos 4 1 .G2 0 . 2 5 0 . 8 3 < ^^GSl 
Error 35 1 0 . 7 5 0 . 3 0 
Total 39 1 1 . 7 7 

D e s h i d r o g e n a s a L á c t i c a 

Grupo 1 Grupo 2 G r u p o 3 Grupo 4 Grupo 5 
2 0 86 2 2 1 197 128 
y 0 1 0 . 7 5 2 7 . 6 2 2 4 . 6 2 16 
s 0 2 0 . 6 1 4 2 . 0 8 3 8 . 5 7 21 81 
2x4 0 3 , 8 9 8 1 8 . 5 0 1 1 5 , 2 6 7 5 . 3 8 0 
n 8 8 8 8 8 

Modelo Yi j - u + Ti + E i j 

ANDEVA 

Fuente de 
Variación g l SC CM F F t 

cc 0 . 1 
Tratamientos 4 3 . 9 4 3 . 1 4 9 8 5 . 7 8 1 . 1 8 < 2 . 0 9 
Error 35 2 9 , 1 1 7 . 2 6 8 3 1 . 9 2 
Total 39 3 3 , 0 6 0 . 4 0 



EXPERIMENTO 2 

T o t a l de C é l u l a s 

Grupo 1 Grupo 2 
2 5 . 9 0 0 6 , 4 0 0 
y 9 8 3 . 3 3 1 . 0 6 6 . 6 6 
s 9 8 . 3 1 1 0 3 . 2 7 
2x 5 ' 8 5 0 . 0 0 0 6 ' 8 8 0 . 0 0 0 
n 6 6 

Se procedió a mancomunar l a s v a r i a n z a s m e d i a n t e e l p r o c e d i m i e n t o 
s igu ien te : 

Sp2 - < n l - l ) SI* -t- ( n 2 - l ) S21/ n i + n2 - 2 

Sp* - 1 0 , 1 6 4 . 7 7 

£1 e s t a d í s t i c o de p r u e b a f u e : 

t - ( x l - x2) - (u 1 - u.2) / < Spa / n i + Sp1 / n 2 

t = - 1 . 4 3 

La reg la de d e c i s i ó n f u e ; 

t a 0 , 0 5 . 6 + 6 - 2 g l • 2 . 2 2 

- 2 . 2 2 < - 1 . 4 3 < 2 . 2 2 

Se acepta l a h i p ó t e s i s n u l a ; no hay d i f e r e n c i a en l o c o n c e r n i e n t e 
3 cé lu l a s t o t a l e s e n t r e l o s d o s g r u p o s . 

M a c r ó f a g o s A l v e o l a r e s 

Grupo 1 Grupo 2 
2 1 . 6 0 9 3 . 3 4 4 
y 2 6 8 . 1 6 5 5 7 . 3 3 
s 7 2 . 1 5 1 2 3 . 7 4 
Zx2 4 5 7 . 5 1 1 1 ' 9 4 0 . 2 8 8 
n 6 6 

Se procedió a mancomunar l a s v a r i a n z a s m e d i a n t e e l p r o c e d i m i e n t o 
s iguiente: 

Sp*- ( n l - l j S i a + < n 2 - l j S21 / n i + n2 - 2 

S p 1 - 1 0 , 2 5 9 . 6 0 



El e s t a d í s t i c o de p r u e b a f u e : 

t - ( x l - x 2 ) - («1 - u2) / >T Sp l / n i + Spa / n 2 

t - - 4 . 9 4 

La regla de d e s i c i ó n f u e : 

t a 0 . 0 5 . 6 + 6 2 g l - 2 . 2 2 

- 4 . 9 4 > - 2 . 2 2 

Se rechaza l a h i p ó t e s i s n u l a ; e x i s t e d i f e r e n c i a s i g n i f i c a t i v a en 
lo concern ien te a m a c r ó f a g o s a l v e o l a r e s e n t r e l o s d o s g r u p o s . En 
este caso e l g r u p o 2 e s mayor que e l g r u p o 1, 

P o 1 i r n o r f o n u c l e a r e s 

Grupo 1 Grupo 2 
2 4 . 1 9 5 2 , 9 5 6 
y 6 9 9 . 1 6 4 9 2 . 6 6 
s 1 6 8 . 4 2 1 2 6 . 6 2 
2x 4 3 ' 0 7 4 . 8 4 1 1 ' 5 3 6 . 4 8 8 
n 6 6 

Se procedió a mancomunar l a s v a r i a n z a s m e d i a n t e e l p r o c e d i m i e n t o 
siguiente: 

Sp l - Cn l -1 ) SI* + (n2 1] S 2 1 / n i t n2 -2 

Sp l ' 2 2 , 1 9 8 . 9 5 

El e s t a d í s t i c o de p r u e b a f u e ; 

t = ( x l - x2) - (#1 - u2) / * Sp1 / n i + Sp1 / n 2 

t - 2 . 4 0 

La regla de d e c i s i ó n f u e : 

t oc 0 . 0 5 , 6 + 6 - 2 g l - 2 . 2 2 

2 . 4 0 > 2 . 2 2 

Se rechaza l a h i p ó t e s i s n u l a ; e x i s t e d i f e r e n c i a s i g n i f i c a t i v a en 
lo c o n c e r n i e n t e a p o l i m o r f o n u c l e a r e s e n t r e i o s d o s g r u p o s . En 
este caso e l g r u p o 1 e s mayor que e l g r u p o 2. 



P r o t e i n a 

Grupo 1 Grupo 2 
2 4 . 6 0 2 , 1 9 
y 1 . 53 0 . 7 3 
s 0 . 9 5 0 , 4 1 

8 . 8 5 1 . 9 4 
n 3 3 

Se p roced ió a mancomunar l a s v a r i a n z a s m e d i a n t e e l p r o c e d i m i e n t o 
s igu ien te : 

Sp* = ( n l - 1 ) S I 1 + Cn2-1) S2* / n i + n2 - 2 

Sp* - 0 . 5 3 

El e s t a d í s t i c o de p r u e b a f u e : 

t = ( x l - 5e2) - i u l - u2) / < Sp2 / n i + Sp4 / n 2 

t = 1 . 3 5 

La reg la de d e c i s i ó n f u e ; 

t a 0 . 0 5 , 3 + 3 - 2 g l = 2 . 7 7 

- 2 . 7 7 < 1 . 3 5 < 2 , 7 7 

Se acepta l a h i p ó t e s i s n u l a ; no h a y d i f e r e n c i a en lo c o n c e r n i e n t e 
a pro te lna e n t r e l o s d o s g r u p o s . 

D e s h i d r o g e n a s a L á c t i c a 

Grupo 1 Grupo 2 
2 104 27 
y 3 4 . 6 6 9 
s 3 3 . 5 6 1 0 . 1 4 
2x* 5 , 8 5 8 449 
n 3 3 

Se procedió a mancomunar l a s v a r i a n z a s m e d i a n t e e l p r o c e d i m i e n t o 
s iguiente: 

Sp* - ( n l - 1 ) SI 3 + ( n 2 - l ) S 2 1 / n i + n2 - 2 

Sp* = 6 1 4 . 5 4 

El e s t a d í s t i c o de p r u e b a f u e : 

t = ( x l - x2) - Cul - u2) / < Sp1 / n i + Sp l / n 2 

t = 1 . 2 6 



La r e g l a d e d e c i s i ó n f u e : 

t a 0 . 0 5 , 3 + 3 - 2 g l =• 2 . 7 7 

- 2 . 7 7 < 1 . 2 6 < 2 . 7 7 

Se a c e p t a l a h i p ó t e s i s n u l a ; no h a y d i f e r e n c i a en l o c o n c e r n i e n t e 
a d e s h i d r o g e n a s a l á c t i c a e n t r e l o s g r u p o s . 



EXPERIMENTO 3 

T o t a l d e C é l u l a s 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 
2 9.700 5 . 6 0 0 7,000 
y 970 560 700 
a 533.43 9 6 . 6 0 4 0 2 . 7 6 

i r970.000 3 ' 2 2 0 . 0 0 0 6 ' 3 6 0 . 000 
ti 10 10 10 

Grupo l a 
1 5 , 3 0 0 

1 , 5 3 0 
7 9 4 . 4 9 

G r 7 P 6nn a G r u p o 
7 ' 6 0 0 7 . 5 0 0 

750 
271.62 84.98 

2 9 ' 0 9 0 . 0 0 0 6 4 4 0 , 0 0 0 S ' 6 9 0 . 0 0 0 
1 0 10 10 

Modelo Y i j 

AííPSVA 

= U + Ti + Eij 

Fuente de 
Variación 

Tratamientos 
Error 
Total 

g l SC 

5 5 ' 9 6 6 . 8 3 3 . 3 3 
54 1 C 5 1 5 . 0 0 0 . 0 0 
59 1 6 ' 4 8 1 , 8 3 3 . 3 3 

CM 

1 ' 1 9 3 , 3 6 6 . 6 6 
1 9 4 . 7 2 2 . 2 2 

F F t 

et 0 . 0 0 5 
6 . 1 2 * * > 3 . 7 6 

Grupo 1 
9,700 

1 
1 
1 
0 
1 

Grupo 2 
5, 600 

1 
-1 

0 
1 
0 

C o n t r a s t e s 
Grupo 3 Grupo l a 

7 , 0 0 0 

1 
0 

- 1 
- 1 

o 

1 5 , 3 0 0 

- 1 
1 
1 
0 

- 1 

Grupo 2a 
7 . 6 0 0 

- 1 
- 1 

0 
1 
0 

Q-
C o n t r a s t e s ( c o n t i n u a c i ó n ) 

Grupo 3a 
7 , 5 0 0 

- 1 
0 

- 1 
- 1 

o 

I c i y i . r S c i * Q / r Ici7- S SIQ)/3Z F F t 
c 1 / 1 0 g l c 

-8100 a 0 . 0 5 1 -8100 10(6 ) 1 1 0 9 3 , 5 0 0 1 '093,500/CME 5 .61* > 4 . 9 6 
2 11,800 10(4) 3 ' 4 8 1 , 0 0 0 3 ' '481,000/CME 17, , 87**> 

a 0 . 0 0 5 
1 2 . 8 3 

3 10,500 10(4) 2 ' 7 5 6 , 2 5 0 2 ' 756.250/CKE 14. 15**> 
<X 0.005 
1 2 . 8 3 

-1.300 a 0 . 1 1 -1.300 1 0 ( 4 ) 4 2 , 2 5 0 42,250/CME 0.21< 3 . 2 9 
» -5 ,600 a 0 . 0 2 5 
5 -5 ,600 10(2 ) 1 ' 5 6 8 . 0 0 0 1 '568 ,000 /CME 8 . 05** > 6 . 9 4 

!1 contraste i p a r a c o m p a r a r e l « f e c t o d e l a i n m u n i z a c i ó n p a s i v a 
m los t r e s g r u p o s c o n t r a i o s o t r o s t r e s que no f u e r o n 
ranu tuzados, d e m o s t r ó que l o s p r i m e r o s t u v i e r o n v a l o r e s m a y o r e s ; 



sin embargo , l a s d i f e r e n c i a s mds s i g n i f i c a t i v a s s e r e c o n o c i e r o n 
en l o s c o n t r a s t e s 2 y 3 en donde s e d e m u e s t r a que l a i n o c u l a c i ó n 
endo t r a q u e a 1 ( s i n i m p o r t a r que 1 o s anima 1 e s f u e r a n o no 
inmunizados) e s más f l o g í s t i c a . En c a m b i o , en e l c o n t r a s t e 4 no 
se d e m u e s t r a d i f e r e n c i a e n t r e l a i n o c u l a c i ó n e n d o v e n o s a y l a 
e n d o t r a q u e a l , s e g u i d a de l a e n d o v e n o s a ( r e a c c i ó n de Shwar tzman) . 
F ina lmente , e l c o n t r a s t e 5 d e m u e s t r a que l a i n o c u l a c i ó n 
e n d o t r a q u e a l , puede e x a c e r b a r s e s i g n i f i c a t i v a m e n t e cuando l o s 
animales han r e c i b i d o l a i n m u n i z a c i ó n p a s i v a . 

M a c r ó f a g o s A l v e o l a r e s 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo l a Grupo 2a Grupo 3a 
I 5 , 1 3 6 4 , 0 7 2 4 , 7 3 0 7 , 0 5 4 6 , 5 3 8 5 , 9 3 6 
y 5 1 3 . 6 0 4 0 7 . 2 0 4 7 3 . 0 0 7 0 5 . 4 0 6 5 3 . 8 0 5 9 3 . 6 0 
s 2 5 6 . 9 6 1 6 3 . 1 7 2 1 8 . 8 2 2 2 0 . 3 0 2 2 9 . 5 6 74 . 60 
Sx* 

3*232 ,112 1 ' 8 9 7 , 7 5 2 2 ' 6 6 8 , 2 4 6 5 ' 4 1 2 , 7 0 8 4 * 7 4 8 , 8 3 8 3 ' 5 7 3 , 7 0 2 
n 10 10 10 10 10 10 

Modelo Y i j - u + T i + E i j 

ANDEVA 

Fuente de 
V a r i a c i ó n g l SC CM F F t 

a 0 . 0 5 
T r a t a m i e n t o s 5 6 0 7 , 6 1 8 . 3 3 1 2 1 , 5 2 3 . 6 6 2 . 9 4 * > 2 . 3 7 
Er ro r 54 2 ' 2 2 6 , 0 5 4 . 4 0 4 1 , 2 2 3 . 2 2 
Total 59 2 ' 8 3 3 , 6 7 2 . 7 3 

C o n t r a s t e s 
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo l a Grupo 2a Grupo 3a 

5 , 1 3 6 4 . 0 7 2 4 , 7 3 0 7 , 0 5 4 6 , 5 3 8 5 , 9 3 6 
C 
1 1 1 1 
2 1 - 1 0 
3 1 0 -1 
4 0 1 - 1 
5 1 0 0 

- 1 - 1 - 1 
1 - 1 0 
1 0 - 1 
0 i - i 

- 1 0 0 



C o n t r a s t e s ( c o n t i n u a c i ó n ) 
Q- SS(Q)= 

Z c i y i . r S c i 2 , Q / r 2 c i z SS(Q) / s z 
F F t 

o 1 / 1 0 g l c 
- 5 5 9 0 

a 0 . 0 1 
1 - 5 5 9 0 1 0 ( 6 ) 5 2 0 , 8 0 1 . 6 6 520 ,801 .66 /CME 1 2 . 6 3 ** > 1 0 . 0 4 

1580 
a 0 . 1 0 

2 1580 1 0 ( 4 ) 6 2 , 4 1 0 . 0 0 62 ,410 .00 /CME 1 . 5 0 < 3 . 2 9 

1524 
a 0 . 1 0 

3 1524 1 0 ( 4 ) 5 8 , 0 6 4 . 4 0 58 ,064 .40 /CME 1 . 4 0 < 3 . 2 9 
a 0 . 1 0 

4 - 5 6 1 0 ( 4 ) 7 8 . 4 0 78.40/CME 0 . 0 0 < 3 . 2 9 

- 1 9 1 8 
a 0 . 0 5 

5 - 1 9 1 8 1 0 ( 2 ) 1 8 3 , 9 3 6 . 2 0 183 ,936 .20 /CME 4 . 4 6 < 4 . 9 6 

El c o n t r a s t e 1 p a r a c o m p a r a r e l e f e c t o d e l a i n m u n i z a c i ó n p a s i v a 
en l o s t r e s g r u p o s c o n t r a l o s o t r o s t r e s que no f u e r o n 
i n m u n i z a d o s , f u e e l Cínico que d e m o s t r ó d i f e r e n c i a s . En e s t e c a s o , 
l o s a n i m a l e s i n m u n i z a d o s a p o r t a r o n v a l o r e s m a y o r e s q u e l o s no 
i n m u n i z a d o s . 

P o l i m o r f o n u c l e a r e s 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo l a Grupo 2a Grupo 3a 
I 4 , 1 0 3 1 , 2 3 7 1 , 9 9 6 6 , 8 8 3 713 1 , 2 7 3 
y 4 1 0 . 3 0 1 2 3 . 7 0 1 9 9 . 6 0 6 8 8 . 8 0 7 1 . 3 0 1 2 7 . 3 0 
s 2 9 6 . 1 7 1 3 8 . 8 0 1 7 3 . 4 9 5 6 1 . 9 2 3 8 . 7 8 4 9 . 7 2 

2 * 4 7 2 , 9 6 1 3 2 6 , 4 1 3 6 6 9 , 2 9 6 7 * 5 8 6 , 3 1 0 6 4 , 3 7 7 1 8 4 , 3 0 3 
n 10 10 10 10 10 10 

Modelo Y i j - u + T i + E i j 

ANDEVA 

F u e n t e d e 
V a r i a c i ó n g l SC CM F F t 

a 0 . 0 0 5 
T r a t a m i e n t o s 5 2 * 7 9 6 , 6 1 1 . 9 4 5 5 9 , 3 2 2 . 3 8 7 . 3 4 * * > 3 . 7 6 
E r r o r 54 4 ' 1 1 1 , 4 3 6 . 3 9 7 6 , 1 3 7 . 7 1 
T o t a l 59 6 * 9 0 8 , 0 4 8 . 3 3 



C o n t r a s t e s 

F t 
1 / 1 0 g l 
a 0 .10 
< 3 . 2 9 
a 0 . 0 0 5 

2 9 , 0 4 1 1 0 ( 4 ) 2 ' 0 4 3 , 4 9 2 . 0 2 2 ' 0 4 3 , 4 9 2 . . 02/CME 26 .83**>12 . . 8 3 
a 0 . 005 

3 7 , 7 2 2 1 0 ( 4 ) 1 ' 4 9 0 , 7 3 2 , 1 0 1 ' 4 9 0 , 7 3 2 . ,10/CME 19. . 57** >12. . 83 
a 0, . 10 

4 - 1 3 1 9 1 0 ( 4 ) 4 3 , 4 9 4 . 0 2 4 3 , 4 9 4 . . 02/CME 0. . 5 7 < 3 . .29 
a 0, .05 

5 - 2 , 7 8 5 1 0 ( 2 ) 3 8 7 , 8 1 1 . 2 5 3 8 7 , 8 1 1 , . 25/CME 5, . 09* > 4, .96 

En e s t e c a s o no e x i s t e d i f e r e n c i a e n t r e l o s g r u p o s i n m u n i z a d o s y 
los no i n m u n i z a d o s ( c o n t r a s t e 1 ) ; l a s d i f e r e n c i a s s e p r e s e n t a n 
cuando s e compara l a r u t a d e i n o c u l a c i ó n e n d o t r a q u e a l c o n t r a l a 
endovenosa y c o n t r a l a e n d o t r a q u e a l s e g u i d a de l a e n d o v e n o s a 
( r e a c c i ón d e Shwar t zman ) e n l o s c o n t r a s t e s 2 y 3 , 
r e s p e c t i v a m e n t e , s i n i m p o r t a r s i l o s a n i m a l e s f u e r o n o no 
i n m u n i z a d o s . En c a m b i o , no h a y d i f e r e n c i a c u a n d o s e compara l a 
i n o c u l a c i ó n e n d o v e n o s a c o n t r a l a e n d o t r a q u e a l s e g u i d a d e l a 
endovenosa ( c o n t r a s t e 4) . F i n a l m e n t e , l a i n o c u l a c i ó n 
e n d o t r a q u e a l e s c a p a z d e e x a c e r b a r s e c u a n d o p r e v i a m e n t e s e 
inmuniza a l o s a n i m a l e s ( c o n t r a s t e 5 ) . 

L i n f o c i t o s 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo l a Grupo 2a Grupo 3a 
2 172 92 77 4 4 5 125 105 
y 1 7 . 2 0 9 . 2 0 7 . 7 0 4 4 . 5 0 1 2 . 5 0 1 0 . 5 0 
s 1 4 . 7 1 5 . 4 5 6 . 2 3 3 1 . 0 2 3 5 . 6 1 6 . 4 1 

4 , 9 0 6 1 , 1 1 4 943 2 8 , 4 6 3 1 , 8 8 3 1 , 4 7 3 
T I 10 10 10 10 10 10 

H o d e l o Y i j - u + T i + E i j 

1 1 1 - 1 - 1 - 1 
1 - 1 0 1 - 1 0 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo l a Grupo 2a Grupo 3 a 
4 , 1 0 3 1 , 2 3 7 1 , 9 9 6 6 , 8 8 8 713 1 , 2 7 3 

C 
1 
2 
3 1 0 - 1 1 0 - 1 
4 0 1 - 1 0 1 - 1 
5 1 0 0 - 1 0 0 

C o n t r a s t e s ( c o n t i n u a c i ó n ) 

Z c i y i . r Z c i Q / r Z c i z S S ( Q ) / s * F 

C 
1 - 1 , 5 3 8 1 0 ( 6 ) 3 9 , 4 2 4 . 0 6 3 9 , 4 2 4 . 0 6 / C M E 0 . 5 1 



F u e n t e d e 
V a r i a c i ó n gi SC 

T r a t a m i e n t o s 5 8,644 .94 
E r r o r 54 11,916 .79 
T o t a l 59 20,561 .73 

CM 

1 , 7 2 8 . 9 8 
220.68 

F F t 
a 0 . 0 0 5 

7 . 8 3 * * > 3 . 7 6 

C o n t r a s t e s 
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo l a Grupo 2a Grupo 3a 

c 
172 92 77 445 125 105 

1 1 1 1 - 1 - 1 - 1 
2 1 - 1 0 1 - 1 0 
3 1 0 - 1 1 0 - 1 
4 0 1 - 1 0 1 - 1 
5 1 0 0 - 1 0 0 

C o n t r a s t e s ( c o n t i n u a c i ó n ) 
Q- S S ( Q ) -

S c i y i . r S c i * Q / r S c i S S ( Q ) / s * F F t 
1 / 1 0 g l 

C a 0 . 0 2 5 
1 - 3 3 4 1 0 ( 6 ) 1 . 8 5 9 . 2 6 1 ,859 .26 /CME 8 . 4 2 * * > 6 . 9 4 

a 0 . 0 0 5 
2 400 10 (4 ) 4 , 0 0 0 . 0 0 4 ,000 .00 /CME 1 8 . 1 2 * * > 1 2 . 8 3 

a 0 . 0 0 5 
3 435 1 0 ( 4 ) 4 , 7 3 0 . 6 2 4 ,730 .62 /CME 2 1 . 4 3 * * > 1 2 . 8 3 

a 0 . 1 0 
4 35 1 0 ( 4 ) 3 0 . 6 2 30.62/CME 0 . 1 3 < 3 . 2 9 

a 0 . 0 0 5 
5 - 2 7 3 1 0 ( 2 ) 3 , 7 2 6 . 4 5 3 ,726 .45 /CME 1 6 . 8 8 * * > 1 2 . 8 3 

El c o n t r a s t e 1 p a r a c o m p a r a r e l e f e c t o d e l a i n m u n i z a c i ó n p a s i v a 
en l o s t r e s g r u p o s c o n t r a l o s o t r o s t r e s que no f u e r o n 
i n m u n i z a d o s d e m o s t r ó a l t a s i g n i f i c a n c i a . Lo mismo s u c e d i ó e n l o s 
c o n t r a s t e s 2 y 3 en donde s e comparó l a r u t a d e a d m i n i s t r a c i ó n 
e n d o t r a q u e a l d e l LPS c o n t r a l a r u t a e n d o v e n o s a y e n d o t r a q u e a l 
s e g u i d a de l a e n d o v e n o s a ( r e a c c i ó n d e S h w a r t z m a n ) , en d o n d e s e 
d e m o s t r ó que l a r u t a e n d o t r a q u e a l e s l a más i n t e n s a ( s i n i m p o r t a r 
que l o s a n i m a l e s f u e r a n o no i n m u n i z a d o s ) . En c a m b i o , e l 
c o n t r a s t e 4 no d e m o s t r ó d i f e r e n c i a s e n t r e l a r u t a e n d o v e n o s a y l a 
e n d o t r a q u e a l s e g u i d a de l a e n d o v e n o s a . F i n a l m e n t e , en e l 
c o n t r a s t e 5 s e c o n f i r m a que l a r u t a e n d o t r a q u e a l p u e d e g e n e r a r 
una r e s p u e s t a mayor c u a n d o l o s a n i m a l e s h a n s i d o p r e v i a m e n t e 
i n m u n i z a d o s . 



Grupo 1 
2 348 
y 3 4 . 8 0 
s 1 7 . 7 1 
Sx* 1 4 , 9 3 6 
n 10 

Grupo 2 
219 

2 1 . 9 0 
8 . 4 1 

5 , 4 3 3 
10 

Grupo 3 
233 

2 3 . 3 0 
1 4 . 8 4 

7 , 4 1 1 
10 

Grupo l a 
1,068 

1 0 6 . 8 0 
8 6 . 9 8 

182,160 
10 

Grupo 2a 
311 

3 1 . 1 0 
2 6 . 5 4 

1 6 , 0 1 3 
10 

Grupo 3a 
223 

2 2 . 3 0 
12.22 

6 , 3 1 7 
10 

Modelo Y i j - u + T i + E i j 

ANDEVA 

F u e n t e d e 
V a r i a c i ó n g l SC CM F F t 

a 0 . 0 0 5 
T r a t a m i e n t o s 5 5 4 , 8 8 2 . 7 4 1 0 , 9 7 6 . 5 4 7 . 2 9 * * > 3 . 7 6 
E r r o r 54 8 1 , 2 2 7 . 2 0 1 , 5 0 4 . 2 0 
T o t a l 59 1 3 6 . 1 0 9 . 9 4 

C o n t r a s t e s 
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo l a Grupo 2a Grupo 3a 

/•* 
348 219 233 1068 311 223 

1 1 1 1 - 1 - 1 - 1 
2 1 - 1 0 1 - 1 0 
3 1 0 - 1 1 0 - 1 
4 0 1 - 1 0 1 - 1 
5 1 0 0 - 1 0 0 

C o n t r a s t e s ( c o n t i n u a c i ó n ) 
Q- S S ( Q ) - , 

2 c i y i . r 2 c i z Q / r 2 c i* S S ( Q ) / s * F F t 2 c i y i . 
1 / 1 0 g l 

C a 0 . 0 2 5 
1 - 8 0 2 1 0 ( 6 ) 1 0 , 7 2 0 . 0 6 10 ,720 .06 /CME 7 . 12**> 6 . 9 4 

a 0 . 0 0 5 
2 886 1 0 ( 4 ) 1 9 , 6 2 4 . 9 0 10 ,624 .90 /CME 1 3 . 0 4 * * > 1 2 . 8 3 

cc 0 . 0 0 5 
3 960 1 0 ( 4 ) 2 3 , 0 4 0 . 0 0 23 ,040 .00 /CME 1 5 . 31** > 1 2 . 8 3 

a 0 . 1 0 
4 74 10 (4 ) 1 3 6 . 9 0 136.90/CME 0. 09 < 3 . 2 9 

a 0 . 0 0 5 
5 - 7 2 0 1 0 ( 2 ) 2 5 , 9 2 0 . 0 0 25 ,920 .00 /CME 1 7 . 2 3 * * > 1 2 . 8 3 

En e s t e c a s o l o s v a l o r e s de s i g n i f i c a n c i a e n c o n t r a d o s en l o s 
c o n t r a s t e s f u e r o n s i m i l a r e s a l a c o m p a r a c i ó n a n t e r i o r . 



Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo l a Grupo 2a Grupo 3a 
2 3 . 1 0 3 . 2 1 2 . 1 6 9 . 4 0 5 . 2 0 1 . 9 7 
y 0 . 6 2 0 . 6 4 0 . 4 3 1 . 8 8 1 . 0 4 0 . 3 9 
s 0 . 4 2 0 . 8 4 0 . 2 6 0 . 8 8 0 . 7 9 0 . 4 1 
Sx2 2 . 6 4 4 . 9 2 1 . 2 0 2 0 . 7 7 7 . 9 1 1 . 4 5 
n 5 5 5 5 5 5 

Mode lo 

ANDEVA 

Fuente de 
V a r i a c i ó n 

T r a t a m i e n t o s 
E r r o r 
T o t a l 

Y i j » u + T i + E i j 

gi 
5 

24 
29 

SC 

7 , 8 7 
10.12 
1 7 . 9 9 

CM 

1 . 5 7 
0 . 4 2 

3 . 7 3 * * 

F t 
a 0 . 0 2 5 

> 3 . 1 5 

C o n t r a s t e s 
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo l a Grupo 2a Grupo 

n 
3 . 1 0 3 . 2 1 2 . 1 6 9 . 4 0 5 . 2 0 1 . 9 ' 

1 1 1 1 - 1 - 1 - 1 
2 1 - 1 0 1 - 1 0 
3 1 0 - 1 1 0 - 1 
4 0 1 - 1 0 1 - 1 
5 1 0 0 - 1 0 0 

C o n t r a s t e s ( c o n t i n u a c i ó n ) 
Q= SSCQ)-

Z c i y i . r S c i * Q / r 2c i* S S ( Q ) / s z F F t 
1 / 5 g l 

C a 0 . 0 5 
1 - 8 . 1 0 5 ( 6 ) 2 . 1 8 2.18/CME 5 . 2 0 < 6 . 6 1 

a 0 . 1 0 
2 4 . 0 9 5 ( 4 ) 0 . 8 3 0.83/CME 1 . 9 9 < 4 . 0 6 

a 0 . 0 5 
3 8 . 3 7 5 ( 4 ) 3 . 5 0 3.50/CME 8 . 3 4 * > 6 . 6 1 

a 0 . 1 0 
4 4 . 2 8 5 ( 4 ) 0 . 9 1 0.91/CME 2 . 1 8 < 4 . 0 6 

a 0 . 0 5 
5 6 . 3 0 5 ( 2 ) 3 . 9 6 3.96/CME 9 . 4 5 * > 6 . 6 1 

En e s t e c a s o , s ó 1 o 1 o s c o n t r a s t e s 3 y 5 d e m o s t r a r o n 
s i g n i f i c a n c i a ; en e l p r i m e r o s e d e m o s t r ó una r e s p u e s t a mayor d e 
l a i n o c u l a c i ó n e n d o t r a q u e a l e n c o m p a r a c i ó n d e l a e n d o t r a q u e a l 
s e g u i d a de l a e n d o v e n o s a ( r e a c c i ó n d e S h w a r t z m a n ) , s i n i m p o r t a r 
que l o s a n i m a l e s f u e r a n o no i n m u n i z a d o s y e n e l s e g u n d o s e 
c o n s t a t ó que l a i n o c u l a c i ó n e n d o t r a q u e a l p u e d e e x a c e r b a r s e c u a n d o 
l o s a n i m a l e s h a n s i d o p r e v i a m e n t e i n m u n i z a d o s . 



D e s h i d r o g e n a s a L á c t i c a 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo l a Grupo 2a Grupo 3a 
4 8 70 115 359 89 123 

9 . 6 0 1 4 . 0 0 2 3 . 0 0 7 1 . 8 0 1 7 . 8 0 2 4 . 6 0 
1 3 . 1 6 2 4 . 6 8 2 5 . 3 2 4 3 . 2 1 1 7 . 5 2 3 7 . 7 5 

1 , 1 5 4 3 , 4 1 8 5 , 2 1 1 3 3 , 2 4 7 2 , 8 1 3 8 , 7 2 9 
5 5 5 5 5 5 

Modelo Y - u + T i + E i j 

ANDEVA 

F u e n t e de 
V a r i a c i ó n g l SC CM F F t 

a 0 . 1 0 
T r a t a m i e n t o s 5 1 , 2 1 2 . 1 0 2 4 2 . 4 2 0 . 1 8 < 4 . 06 
E r r o r 24 3 1 , 0 0 8 . 7 0 1 , 2 9 2 . 0 2 
T o t a l 29 3 2 , 2 2 0 . 8 0 



y 
S 
Zx2 

n 

Grupo 1 
1 7 . 6 0 0 

1,100.00 
2 9 4 . 3 9 

20'660,000 
16 

EXPERIMENTO 4 

T o t a l de C é l u l a s 

Grupo 2 
2 6 . 1 5 0 

1 . 6 3 4 . 3 7 
601.66 

4 8 ' 1 7 2 , 5 0 0 
16 

Grupo 3 
2 3 , 0 0 0 

1 , 4 3 7 . 5 0 
4 9 2 . 4 4 

3 6 ' 7 0 0 , 0 0 0 
16 

Grupo 4 
3 4 , 8 0 0 

2 , 1 7 5 . 0 0 
5 5 6 . 7 7 

8 0 ' 3 4 0 , 0 0 0 
16 

Modelo 

ANDEVA 

Y - y + T i + E i j 

F u e n t e de 
V a r i a c i ó n 

T r a t m i e n t o s 
E r r o r 
T o t a l 

g l SC 

3 9 ' 7 2 0 , 1 1 7 . 2 0 
60 1 5 * 0 2 1 , 0 9 3 . 7 0 
63 2 4 * 7 4 1 , 2 1 0 . 9 0 

CM 

3 * 2 4 0 , 0 3 9 . 0 6 
2 5 0 , 3 5 1 . 5 6 

F F t 
a 0 . 0 0 5 

1 2 . 9 4 * * > 4 . 7 3 

Comparac ión de l a s m e d i a s Empleando e l P r o c e d i m i e n t o d e S c h e f f é 

Modelo S s y i , - y i . ' - < f t Fcc( 0 . 0 5 , 3 / 6 0 ) s ^ y i . - y i . ' 

Grupo 
2 , 1 7 5 . 

4 
,00 

Grupo 
1 , 1 0 0 . 

1 
00 = 1 , 0 7 5 . .00 > 509 , . 03 

Grupo 
2 , 1 7 5 . 

4 
,00 

Grupo 
1 , 4 3 7 . 

3 
,50 - 737, .50 > 509, . 03 

Grupo 
2 , 1 7 5 . 

4 
,00 

Grupo 
1 , 6 3 4 . 

2 
,37 « 540, . 6 3 > 509, . 03 

Grupo 
1 , 6 3 4 , 

2 
.37 

Grupo 
1 , 1 0 0 . 

1 
,00 = 534, . 37 > 509 . . 0 3 

Grupo 
1 . 6 3 4 , 

2 
. 37 

Grupo 
1 . 4 3 7 . 

3 
,50 ' 196 .87 < 509 . 0 3 

Grupo 
1 , 4 3 7 . 

3 
.50 

Grupo 
1 , 1 0 0 , 

1 
,00 - 337 .50 < 509 . 0 3 

Grupo 1 Grupo 3 Grupo 2 Grupo 4 

El g r u p o 4 e s r e a l m e n t e d i f e r e n t e a t o d o s l o s d e m á s . El g r u p o 2 y 
e l 3 no s o n d i f e r e n t e s , m i e n t r a s que e l 1 y e l 3 t a m p o c o l o s o n . 



M a c r ó f a g o s A l v e o l a r e s 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
2 1 2 , 1 0 1 1 2 , 9 6 2 1 0 , 6 8 9 1 4 . 1 4 1 
y 7 5 6 . 3 1 8 1 0 . 1 2 6 6 8 . 0 6 8 8 3 . 8 1 
s 2 3 9 . 1 5 3 3 9 . 7 8 1 6 8 . 9 7 3 8 0 . 9 0 
Zx1 1 0 ' 0 1 0 . 0 8 3 1 2 ' 2 3 2 , 5 9 8 7 ' 5 6 9 , 1 9 7 1 4 ' 6 7 4 , 3 2 9 
n 16 16 16 16 

Modelo Y í j - y + T i + E i j 

ANDEVA 

F u e n t e de 
V a r i a c i ó n g l SC CM F F t 

a 0.10 
T r a t a m i e n t o s 3 3 4 6 , 5 0 6 . 0 5 1 1 5 , 5 0 2 . 0 1 1 . 3 3 < 2 . 1 8 
E r r o r 60 5 ' 1 9 4 , 3 1 6 . 5 6 8 6 , 5 7 1 . 9 4 
T o t a l 63 5 ' 5 4 0 , 8 2 2 . 6 1 

P o l i m o r f o n u c l e a r e s 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Z 4 , 9 7 9 1 2 . 7 0 1 1 1 , 1 1 5 2 0 , 1 0 2 
y 3 1 1 . 1 8 7 9 3 . 8 1 6 9 4 . 6 8 1 , 2 5 6 . 3 7 
s 1 6 1 . 4 4 5 0 5 . 9 3 3 7 1 . 0 8 6 4 9 . 0 0 
Zx* 1 ' 9 4 0 , 3 5 7 1 3 ' 9 2 1 . 8 3 3 9 ' 7 8 6 , 9 7 3 3 1 ' 5 7 3 . 6 8 0 
n 16 16 16 16 

Modelo Y i j - u + T i + E i j 

ANDEVA 

F u e n t e de 
v a r i a c i ó n g 1 SC CM F F t 

a 0 . 0 0 5 
T r a t a m i e n t o s 3* 7 * 2 5 0 , 6 4 4 . 9 2 2 X 4 1 6 , 8 8 1 . 6 4 1 1 . 4 9 * * > 4 . 7 3 
E r r o r 60 1 2 ' 6 1 4 , 1 2 6 . 0 6 2 1 0 , 2 3 5 . 4 3 
T o t a l e s 63 1 9 ' 8 6 4 , 7 7 0 . 9 8 

Comparac ión de l a s m e d i a s Empleando e l P r o c e d i m i e n t o d e S c h e f f é 

Modelo S s y i . - y i . ' = < f t Fa ( 0 . 0 5 , 3 / 6 0 g l ) s * y i . - y i . ' 

Grupo 4 Grupo 1 
1 , 2 5 6 . 3 7 - 3 1 1 . 1 8 « 9 4 5 . 1 9 > 4 6 6 . 4 6 

Grupo 4 Grupo 3 
1 , 2 5 6 . 3 7 - 6 9 4 . 6 8 - 5 6 1 . 6 9 > 4 6 6 . 4 6 
Grupo 4 Grupo 2 
1 , 2 5 6 . 3 7 - 7 9 3 . 8 1 - 4 6 2 . 5 6 < 4 6 6 . 4 6 



Grupo 2 
7 9 3 . 8 1 

Grupo 2 
7 9 3 . 8 1 

Grupo 3 
6 9 4 . 6 8 

Grupo 1 
3 1 1 . 1 8 

Grupo 3 
6 9 4 . 6 8 

Grupo 1 
3 1 1 . 1 8 

4 8 2 . 6 3 > 4 6 6 . 4 6 

- 9 9 . 1 3 < 4 6 6 . 4 6 

3 8 3 . 5 0 < 4 6 6 . 4 6 

Grupo 1 Grupo 3 Grupo 2 Grupo 4 

El grupo 4 e s d i f e r e n t e de l o s g r u p o s 3 y 1, p e r o no l o e s d e l 
grupo 2; a su v e z e l g r u p o 2 e s d i f e r e n t e d e l g r u p o 1 p e r o no d e l 
3; los g rupos 3 y 1 no s o n d i f e r e n t e s . 

2 
y 
s 
Sx* 
n 

Grupo 1 
98 

6 .12 
4 . 7 0 

932 
16 

Grupo 
136 

8 . 5 0 
6 

1 , 8 6 4 
16 

L i n f o c i t o s 

2 

.87 

Grupo 3 
300 

18 .75 
1 4 . 8 7 

8 , 9 4 2 
16 

Grupo 4 
136 

8 . 5 0 
1 2 . 5 2 

3 . 5 0 8 
16 

Y i í • u + Ti + E i j Mofielo 

ANDEVA 

Fuente de 
Variación g l 

Tratamientos 3 
Error 60 
Total 63 

SC 

1 . 5 2 3 . 1 9 
6 , 7 0 8 . 7 5 
8 , 2 3 1 . 9 4 

CM 

5 0 7 . 7 3 
111.81 

F F t 
a 0 . 0 1 

4 .54** > 4 . 1 3 

Comparación de l a s M e d i a s Empleando e l P r o c e d i m i e n t o de S c h e f f é 

Modelo S s y i . - y i . ' « í í t Fo: ( 0 . 0 5 . 3 / 6 0 g l ) s l y i . - y i . ' 

Grupo 3 
1 8 . 7 5 _ 

Grupo 1 
6 . 1 2 - 12 .63 > 10 ,75 

Grupo 3 
1 8 . 7 5 

Grupo 2 
8 . 5 0 - 10 .25 < 10 .75 

Grupo 3 
1 8 . 7 5 _ 

Grupo 4 
8 . 5 0 - 10 .25 < 10 .75 

Grupo 4 
8 . 5 0 _ 

Grupo 1 
6 . 1 2 - 2 .38 < 10 .75 



Grupo 1 Grupo 2 

El grupo 3 e s d i f e r e n t e d e l g r u p o 1 . p e r o no l o e s de l o s g r u p o s 
2 y 4; a su v e z e l g r u p o 1 e s s i m i l a r a l o s g r u p o s 2 y 4 . 

M o n o c i t o s 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
í 432 359 901 427 
Y 2 7 . 0 0 2 2 . 4 3 5 6 , 3 1 2 6 . 6 8 
s 1 6 . 1 7 1 9 . 6 2 1 5 . 8 7 2 2 . 3 9 
IX1 15 ,588 1 3 , 8 3 1 5 4 . 5 1 7 18 .919 
n 16 16 16 16 

Modelo Y i j - u + T i + E i j 

ANDEVA 

Fuente de 
Variación g l SC CM F F t 

o: 0 . 0 0 5 
Tratamientos 3 1 1 . 6 9 3 . 4 2 3 , 8 9 7 . 8 0 11 .13*» > 4 . 7 3 
Error 60 2 1 . 0 0 2 . 8 2 3 5 0 . 0 4 
Total 63 3 2 , 6 9 6 . 2 4 

Comparación d é l a s M e d i a s Empleando e l P r o c e d i m i e n t o de S c h e f f é 

Modelo S s y i . - y i . ' « < ft Fa ( 0 . 0 5 , 3 / 6 0 g l ) s * y i . - y i . ' 

Grupo 3 Grupo 2 
56 . 31 - 2 2 . 4 3 = 33 .88 > 19. .03 

Grupo 3 Grupo 4 
56 . 31 - 2 6 . 6 8 - 29 .63 > 19. .03 

Grupo 3 Grupo 1 
56 . 31 - 2 7 . 0 0 - 29 . 31 > 19 .03 

Grupo 1 Grupo 2 
2 7 . 0 0 - 2 2 . 4 3 - 4 .57 < 19 .03 

Grupo 2 Grupo 4 Grupo 1 Grupo 3 

En este caso e l ú n i c o g r u p o d i f e r e n t e e s e l 3 



APENDICE B 

EL COMPLEJO RESPIRATORIO DE LOS BOVINOS 



EL COMPLEJO RESPIRATORIO DE LOS BOVINOS 

Introducción 

Las neumonías constituyen uno de los principales problemas de salud en 

los bovinos. Entre las pérdidas que ocasionan se incluyen la muerte de los 

animales enfermos, los elevados costos de los tratamientos, el bajo 

rendimiento de los animales con secuelas, decomisos en el rastro, y, además, 

el costo derivado de la aplicación de biológicos y otros fármacos para 

controlar estas enfermedades. 

En los Estados Unidos de Norteamérica se estima que la Pasteurelosis 

Neumónica (PN) o más propiamente dicho, el Complejo Respiratorio Bovino 

(CRB), ocasiona pérdidas anuales por 800 millones de dls.; en otros países 

como Canadá y España, las pérdidas atribuidas al CRB se incluyen también 

entre las más relevantes. En México, a pesar de que no existen aún 

evaluaciones al respecto, las pérdidas se estiman igualmente considerables. 

El presente escrito tiene como objetivo la presentación de los puntos más 

relevantes de la patogenia, diagnóstico y control del CRB. 



Antecedentes 

El CRB es un padecimiento neumónico en el que intervienen varios 

agentes infecciosos (multietiológico), favorecido por diversas factores 

(multifactonal) que provocan estrés en el animal. Es pertinente mencionar 

que los términos Fiebre de bmbarque y Pasteurelosis Neumónica ya no son 

tan apropiados, puesto que el transporte no constituye el único factor 

predisponente ni las bacterias del género Pasteurella son los únicos 

microorganismos involucrados. Por otra parte, el concepto Síndrome 

Respiratorio Bovino resulta adecuado para referirse al conjunto de 

manifestaciones clínicas derivadas del CRB. En cambio, se excluyen del 

CRB a todos aquellos padecimientos confinados al tracto respiratorio 

superior, tales como el Granuloma Nasal y la Laringotraqueitis Necrótica del 

Ternero. Asimismo, otros padecimientos neumónicos del ganado que ocurren 

esporádicamente, como la Neumonía Embólica por Trombosis de la Vena 

Cava, las Neumonías Granulomatosas por Mycobacterium sp. o por 

Coccidioides immitts y la Neumonía Verminosa por Dictyocaulus sp., no se 

consideran dentro del CRB. De igual manera, tampoco se incluyen aquí a los 

numerosos padecimientos neumónicos agrupados dentro de las Neumonías 

Intersticiales Atípicas. Por lo tanto, a pesar de que el concepto CRB es 

amplio, éste se limita a los padecimientos neumónicos exudativos de índole 

bacteriano, luego que se han alterado los mecanismos de defensa del pulmón, 

por condiciones estresantes y/o infecciones virales. 



El Concepto Multifactorial 

Con relación al concepto multifactorial del CRB, se ha mencionado que 

los factores propios de la alta tecnifícación en la producción intensiva de 

bovinos de carne, constituyen de por sí condiciones favorables para la 

presentación del CRB. En efecto, el transporte prolongado, el hacinamiento, 

la mezcla en el corral de animales de diferentes edades y, en general, 

cualquier otra condición que impida drásticamente el patrón de 

comportamiento normal en los animales, propiciará las condiciones de estrés; 

inclusive, procedimientos de manejo convencionales en el corral de engorda, 

como la castración y el descornado, han demostrado ser suficientemente 

estresantes. El estado de estrés implica la instauración de una reacción 

neuroendócrina que conlleva la liberación de esteroides de la corteza 

adrenal. Cuando el estímulo que provoca esta reacción se prolonga, la 

liberación de esteroides endógenos, principalmente Cortisol, disminuirá la 

capacidad del animal para establecer una respuesta inmune adecuada. Sí a 

estas condiciones estresantes se le añade una higiene deficiente y una 

elevada humedad relativa (>80%), existe una mayor posibilidad de que se 

presenten enfermedades respiratorias, debido al alto grado de contaminación 

y a la mayor supervivencia de los microorganismos en el medio. 

Otra situación de gran relevancia es la nutrición de los animales. 

Recientemente, se ha demostrado que las deficiencias de vitaminas y 

minerales traza, influyen desfavorablemente en la capacidad de respuesta 



inmune; si bien, no se ha determinado con exactitud la manera en que esto 

ocurre. Por último, cuando los animales ingieren alimentos contaminados con 

micotoxinas, particularmente aflatoxinas y toxina T2, puede deprimirse 

también su capacidad inmunitaria; de esta forma, estas micotoxicosis no 

acontecerían de manera clínica evidente, sino favoreciendo la presentación 

de otros padecimientos relacionados con la inmunodcpresión 

(micotoxicosis secundaria), entre los que se incluiría a las neumonías. 

El Concepto Multietiológico 

Como ya se ha mencionado, para la presentación del CRB se amerita de 

factores predisponentes y de una interacción 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 luego como oportunistas, después de que se ha desarrollado la 

infección inicial. Las investigaciones al respecto, han demostrado que los 

virus pueden ser considerados como agentes primarios, mientras que las 

bacterias como secundarios. En el cuadro 1 se presenta una relación de los 

agentes infecciosos considerados de mayor relevancia en el CRB. 



Cuadro 1 

PRINCIPALES AGENTES INFECCIOSOS ASOCIADOS CON EL CRB 

Rinotraqueítis Infecciosa Bovina (DBR)* Pasteurella haemolytica (Al)* 

Virus Respiratorio S inciti al Bovino (BRSV) A 

Adenovirus Bovino A 

* Aislados en México. 
'•Demostrada su presencia mediante estudios serológicos. 

Otros virus tales como Rhinovirus, Enterovirus y Reovirus, se estiman de 

menor importancia en el CRB; por otra parte, aunque el virus de la Fiebre 

Catarral Maligna también afecta el tracto respiratorio de los bovinos, 

provoca una patología tan particular y severa, que su inclusión en el CRB, 

quizá no se justifique. 

Virus Bacterias 

Parainfluenza 3 (PI3)* 
Diarrea Viral Bovina (BVD)* 

Pasteurella multocida A* 
Haemophilus somnus* 

En lo que concierne a las bacterias que participan en el CRB, es menester 

señalar que otras, como Corynebacterium pyogenes, Streptococcus sp., 

pueden también intervenir, pero su participación es eventual. Otra situación 



deriva de las infecciones por Mycoplasma (M- bovis, M. dispar) y 

Chlamydia psittaci, puesto que las neumonías que provocan son de tipo 

proiiferativo (linfoproliferativo) y no exudativo (exudativo intersticial y 

bronconeumonia), como ocurre en las lesiones neumónicas que caracterizan 

al CRB, a menos que luego se compliquen estos procesos neumónicos 

iniciales con las bacterias de mayor importancia en el Complejo. El término 

Neumonía Euzoótica se emplea para referirse a estas neumonías, las cuales 

ocurren mayormente en becerros mantenidos en hacimiento en lugares 

encerrados y con mala ventilación. 

Interacción Virus-Bacteria 

Las bacterias involucradas en el CRB, pueden ser recuperadas de la 

mucosa nasal y faríngea de bovinos sanos; sin embargo, estas mismas 

bacterias pueden colonizar el tracto respiratorio inferior, particularmente 

bronquiolos y alvéolos, bajo ciertas condiciones que disminuyen la 

capacidad de deténsa. Estas condiciones adversas pueden ser algún factor 

estresante, una ligera infección respiratoria viral o ambos. 

En los bovinos normales, lo mismo que en otros animales domésticos y 

de laboratorio, la remoción bacteriana pulmonar es prácticamente total a las 

8 horas posteriores a un desafío masivo por aerosol. Por ejemplo, becerros 

desafiados con aerosol de P. haemolyíica, 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 algún virus (4 o 6 días 

antes con los virus IBR o Pi3, respectivamente), los mecanismos de 



depuración pulmonar son incapaces de eliminar las bacterias, generándose 

entonces una neumonía. 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 pulmón, ocurre sobre el macrófago alveolar. Al respecto, se ha 

demostrado un fenómeno de hipersensibilidad, denominado citotoxicidad, 

sobre los macrófagos que expresan antígenos virales sobre su superficie. En 

este caso, resulta paradójico que al momento en que la respuesta inmune 

humoral comienza a presentarse significativamente (6 a 8 días posteriores al 

inicio de la infección viral), los anticuerpos dirigidos contra los virus, 

destruyen a los macrófagos que se han convertido en el blanco de la 

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

Además de lo anterior, los virus pueden ocasionar otras alteraciones en 

los mecanismos de defensa del pulmón, tales como la destrucción de la 

carpeta mucociliar, la producción de edema, daño sobre neumocitos I y H, 

esto último con la consecuente alteración del surfactante e, inclusive, la 

generación de eventos inflamatorios, dependientes de un fenómeno 

hipersensible en el que participan IgE, células cebadas y substancias 

vasoactivas liberadas por éstas; es decir, el virus, en este caso el BRSV, 

actúa como alérgeno. En el cuadro 2 se presenta un resumen de los efectos 

más significativos de la infección viral sobre los mecanismos de defensa en 

el pulmón. 



Cuadro 2 

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

Aumento en la susceptibilidad a la adhesión y colonización bacteriana. 
Disminución de la eliminación bacteriana por la carpeta mucociliar. 
Disminución de los niveles del surfactante. 
Disminución de la actividad fagocítica de los macrófagos por alteraciones en: 
Quimiotaxis, Adhesión de partículas, Ingestión, Fusión fagosoma-lisosoma, 
Acción lítica y degradación intracelular y Niveles de enzimas lisosomales. 

Factores de virulencia de la bacteria 

En lo que concierne a las bacterias, se ha demostrado que éstas son las 

verdaderas responsables de la severidad del cuadro neumónico en el CRB, 

de hecho, una infección respiratoria viral sin complicaciones, transcurre por 

lo general inaparente o discreta. Las bacterias más importantes son las del 

género Pasieure.Ua, aunque recientemente también ha tomado relevancia 

Haemophilus somnus, microorganismo causante de la Meningoencefahtis 

Tromboembólica. Otras bacterias que pueden intervenir eventualmente eu el 

CRB, se estiman de menor relevancia. 



Pasteurella haemolytica se considera de mayor importancia que P. 

multocida en el CRB. En el primer caso se trata del tipo Al , mientras que 

para P. multocida se hace referencia al tipo A. Vale mencionar aquí que los 

tipos B y E de P. multocida, causante de la Septicemia hemorrágica, no han 

sido demostrados en los bovinos en América, por lo tanto, esta enfermedad 

debe ser considerada exótica. 

Con relación a P. haemolytica, se ha propuesto que previo a la 

colonización bacteriana del tracto respiratorio inferior, se requiere de una 

abrupta conversión en el tracto respiratorio superior, de la forma comensal 

de la bacteria (serotipo 2 u otros, albergadas naturalmente en fosas nasales y 

tonsilas) a la forma patógena (serotipo 1). Esta conversión se presentaría 

durante condiciones de estrés y/o infecciones virales en el animal, porque P. 

haemolytica Al , a diferencia de los serotipos comensales, expresaría en su 

superficie factores que le permitirían la adhesión y colonización en el tracto 

respiratorio superior después que ha sido alterado, para luego, a partir de 

este foco primario de infección, diseminarse hacia el pulmón. Vale señalar 

también que la expresión de estos factores de adhesión y colonización de P. 

haemolytica Al , podría estar asociada a la regulación conjunta de otros 

factores de virulencia de la bacteria. 

Los factores de virulencia de P. haemolytica considerados de mayor 

importancia son su leucotoxina y el lipopolisacárido. La leucotoxina (LT) es 

un exotoxina citotóxica para los leucocitos de los rumiantes y también 

para los macrófagos alveolares. Este efecto selectivo de la citotoxina, quizá 

explique la virulencia de P. haemolytica para los rumiantes y su ausencia de 



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 típicos efectos sobre las 

membranas celulares. 

Por otra parte, se ha demostrado que los lipopolisacáridos bacterianos 

(LPS), componentes primordiales de la pared de las bacterias Gram 

negativas, pueden ejercer un efecto inflamatorio considerable cuando se 

instilan en el pulmón. Este efecto inflamatorio también ocurre cuando se 

emplean los LPS de P. haemolytica y P. multocida, que además alteran las 

propiedades del surfactante alveolar, favoreciendo el desarrollo de la lesión 

neumónica. Más recientemente, ha sido demostrado que a partir de la 

inoculación por vía aérea de P. haemolytica, su LPS puede atravesar la 

barrera epitelial e interactuar con las células endoteliales y los macrófagos 

intravasculares del pulmón, generando una significativa respuesta 

inflamatoria en la que se comprometen otros mecanismos de homeostasis 

que también intervienen en la respuesta inflamatoria, tales como los de la 

coagulación y fíbrinolisis, lo mismo que el sistema del complemento. 

Inclusive, se ha demostrado que P. haemolytica puede inducir la producción 

del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) cuando se incuba con macrófagos 

alveolares. Como se sabe, el TNF es una citocina que tiene múltiples 

propiedades entre las que destaca su enorme capacidad flogística. 

La importancia de los polimorfonucleares neutrófílos (PMN) en el 

desarrollo del daño pulmonar es tan relevante que cuando se priva 

experimentalmente a los bovinos de estas células, la lesión que corresponde 



a un desafío masivo con P. haemolytica se ve notablemente disminuida. De 

lo anterior, se desprende la apreciación de que el macrófago alveolar, 

participa mayormente en la depuración bacteriana e interactúa 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 daño tisular en el pulmón sobrepasa los beneficios originales 

de la inflamación. 

Lesiones 

La lesión más representativa del CRB es la neumonía; esta neumonía 

resulta ser la mayoría de los casos, de tipo agudo, intersticial y exudativa, 

conforme al criterio histopatológico actual para la clasificación de las 

neumonías. Eventualmente, la neumonía es de tipo bronconeumonía aguda o 

una mezcla con la anterior. Se ha estimado que cuando interviene en la 

lesión neumónica P. haemolytica, se presenta el primer tipo de neumonía, 

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 participación de Mycoplasma bovis, M. 

dispar y Chlamydia psittaci, pueden dar lugar a una neumonía de tipo 

agudo linfoproliferativa, la cual eventualmente evolucionará hacia neumonía 

exudativa, mayormente bronconeumonía, cuando también intervienen 

Pasteurella sp. o H. somnus. 



Particularizando sobre la neumonía aguda intersticial y exudativa, 

considerada la más representativa del CRB, cabe mencionar que también se 

hace referencia a ella como neumonía fíbrinosa, en la clasificación 

anatomopatológica. Lo anterior se debe a que su respuesta inflamatoria 

exudativa es predominantemente de tipo fibrinoso. Este exudado cubre la 

pleura de las regiones craneoventrales del pulmón; además, también existe 

una patente consolidación en estas zonas. La lesión es por lo general 

asimétrica y se presenta un daño más considerable en el pulmón derecho. 

Comúnmente se involucran los lóbulos apicales y cardíacos de ambos 

pulmones y el lóbulo accesorio y la parte adyacente del diafragmático del 

pulmón derecho. Eventualmente, cuando la lesión ha evolucionado por algún 

tiempo, se aprecian patentes adherencias de fibrina entre la pleura parietal y 

la visceral. Las secuelas más comunes son secuestros abscedados de las 

zonas más dañadas. 

Microscópicamente se observa una severa pleuritis fíbrinosa o 

fibrinopurulenta. Los vasos linfáticos de los septos interlobulillares muestran 

notorios trombos de fibrina. Los bronquios y bronquiolos mayores lucen 

necrosis y descamación del epitelio y, eventualmente, un exudado 

fibrinopurulento. Los alvéolos aparecen engrosados en sus septos y 

hemorrágicos; asimismo, se aprecia una severa infiltración por PMN, tanto 

en septos como participando en la exudación alveolar. En zonas de severo 

daño la consolidación y necrosis no permiten distinguir la arquitectura 

alveolar. Estas zonas de intenso daños se encuentran parcialmente 

demarcadas por células necróticas arremolinadas. En estas zonas puede 

también apreciarse vasculitis y trombosis de algunas pequeñas venas. En 



otras áreas, con menos daño, se pueden reconocer edema, fibrina, 

macrófagos activos y PMN en la luz de los alvéolos; además, pueden 

identificarse colonias bacterianas. 

Cuando la participación bacteriana corresponde a P. multocida o a H. 

somnus, las características de la lesión neumónica cambian 

considerablemente, al grado de manifestarse como bronconeumonía franca; 

es decir, la exudación bronquial y bronquiolar es más copiosa y el exudado 

es mayormente mucopurulento. La bronquiectasia es la secuela más 

importante en esta neumonía. 

Como se ha visto, las bacterias son en sí las responsables mayores de la 

morfología del daño pulmonar; sin embargo, eventualmente pueden 

identificarse algunas evidencias indicativas de la participación viral en la 

lesión. Estas evidencias corresponden a la formación de cuerpos de inclusión 

que se presentan en el citoplasma de las células del epitelio bronquial y 

bronquiolar, así como en macrófagos, lo que resulta compatible con 

infecciones por Paramyxoviridae, sean debidas a PI3 (Paramyxovirus) o 

BRSV (Pneumovirus). Además, en estos casos también se aprecia a nivel 

alveolar la coalescencia de células del epitelio o de macrófagos, a las que se 

les denomina sincitios. Por otra parte, pueden observarse cuerpos de 

inclusión intranucleares en células del epitelio de bronquios, tráquea y 

mucosa nasal, en casos de EBR. 

Otras de las lesiones que pueden reconocerse en el CRB, además de la 

neumonía, son traqueítis y rinitis fibrinonecrótica que por lo general 



corresponden a IBR. Por otra parte, cuando las lesiones respiratorias se 

acompañan de estomatitis ulcerativa y de otras lesiones semejantes en el 

tracto digestivo, pudiera tratarse de BVD, debiendo ser considerada también 

Fiebre Catarral Maligna. 

Signos Clínicos 

Las manifestaciones clínicas del CRB no ocurren sino hasta 6 o 10 días 

posteriores al arribo de un lote nuevo o la presentación de la condición 

estresante. Por lo general, la morbilidad oscila entre 5 y 40 %, mientras que 

la mortalidad fluctúa 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 caídas y los 

ojos entreabiertos. También puede apreciarse que los animales muestran 

cierta apatía cuando se les observa dentro del corral e incluso no miran de 

frente al observador, quizá por la molestia que les causa el mover el cuello. 

Algunos animales pueden presentar salivación, debido también a la molestia 

que les causa el deglutir. Por lo general, el morro está congestionado, reseco 

y costroso; asimismo, hay fiebre, conjuntivitis y lagrimeo. La frecuencia 

respiratoria está aumentada, aunque por lo general aún sin disnea. A 

continuación, 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 lesión neumónica 



progresa en gravedad, la disnea se hace patente, el animal respira por la boca 

teniendo la cabeza extendida y abduciendo los miembros anteriores. 

Eventualmente se presenta diarrea. En la auscultación pueden reconocerse 

ruidos bronquiales y roces pleurales en la región craneoventral, sobre todo 

del pulmón derecho, no obstante, cuaudo la lesión de consolidación 

es total, los sonidos respiratorios pueden estar ausentes. Los animales 

afectados severamente, mueren por lo general entre los primeros 25 días de 

ambo al engordadero, luego de un curso de 3 a 8 días. Usualmente el 

problema en el lote transcurre de 3 a 4 semanas. 

Diagnóstico 

El diagnóstico clínico no resulta por lo general difícil cuando se 

reconocen varios animales representativos del problema; sin embargo, el 

diagnóstico integral resulta todo lo contrario, lo cual va en relación de la 

etiología múltiple del CRB. 

En efecto, aunque con base en las lesiones pulmonares en los animales 

muertos, puede suponerse cual es la bacteria involucrada con el problema, 

resulta generalmente difícil establecer la identidad del agente etiológico 

primario que, como ya sabemos, es un vinis. Para este propósito la 

observación histopatológica es muy necesaria, aunque no siempre pueden 

encontrarse evidencias que sugieran a un agente viral en particular; no 

obstante, la patología resulta imprescindible como parte del diagnóstico y 

nunca debe omitirse. En lo que concierne a los estudios virològico de 

aislamiento, éstos son sin duda los que determinarían al agente etiológico 



primario, desafortunadamente su realización no se encuentra al alcance de la 

mayoría de los laboratorios en México y sus procedimientos son costosos y 

tardados. En este sentido, las técnicas de inmunofluorescencia para 

demostrar al antígeno viral en el tejido, quizá sean las más rápidas y 

eficientes, pero tampoco son rutinarias y sólo se realizan en laboratorios 

especializados del país. Los análisis bacteriológicos, en cambio, son más 

accesibles y confirmarían la presencia de la bacteria involucrada, además de 

indicar, cventualmentc, la terapia antimicrobiana más adecuada con base en 

estadios de sensibilidad a los antibióticos. Por último, el conocimiento de la 

diseminación de una o varias infecciones virales en un lote de animales, 

ayudaría a establecer las medidas para su control, pero desafortunadamente, 

las técmcas serológicas mediante las cuales se consigue lo anterior, tampoco 

se llevan a cabo en todos los laboratorios del país. En resumen, el 

diagnóstico integral en los casos de CRB, no se consigue con facilidad 

mediante los medios de que se dispone actualmente en México, sin embargo, 

los estudios de patología ofrecen una valiosa ayuda. 

Casos Locales 

En el laboratorio de Patología de la Facultad de Medicina Veterinaria de 

la Universidad Autónoma de Nuevo León, se han diagnosticado 28 casos de 

neumonías representativas del CRB; estos casos corresponden a brotes de la 

enfermedad registrados entre 1986 y 1994. Todos, con excepción de uno, 

ocurrieron en corrales de engorda. En varios de estos casos existen 

evidencias histopatológicas de infección viral por Paramyxoviridae. Algunos 

estudios serológicos que se han llevado a cabo en el Veterinary Diagnostic 



Laboratory del College of Veterinary Medicine en College Station, Texas 

A&M University, han demostrado que los animales son reactores a CBR, PI3, 

BRSV, P. haemolytica y H. somnus. El único caso que no ha ocurrido en 

corral de engorda, se presentó en becerros alojados en jaulas dentro de un 

cobertizo, en condiciones desfavorables, tal y como se ha referido para los 

brotes de Neumonía Enzoótica. 

Tratamiento 

Se ha demostrado que cuando se logran identificar las primeras 

manifestaciones del CRB en los animales enfermos, la mayoría de los 

tratamientos antimicrobianos, insaturados durante este período, son eficaces, 

sobre todo, si se continúan por lo menos 48 horas después de que los signos 

clínicos hayan desaparecido. Es decir, la mortalidad en el CRB puede ser 

minimizada cuando se administra a tiempo de terapia antimicrobiana, 

mientras que los tratamientos aplicados luego de 48 horas de iniciado el 

padecimiento, por lo general, resultan infructuosos, inclusive en algunos 

casos sólo se prolonga el curso de la enfermedad; asimismo, cuando los 

tratamientos se suspenden tempranamente, pueden favorecerse las recaídas y 

la presentación de secuelas graves. 

Entre los antimicrobianos más recomendables para el tratamiento del 

CRB, se encuentran: penicilina-estreptomicina, ampicilina, amoxicilina, 

tetraciclinas y sulfonamidas; cuando la severidad del caso lo amerite pueden 

también emplearse neomicina y spectinomicina. Cabe mencionar que deben 

ser consideradas pruebas de sensibilidad bacteriológica a los antibióticos, en 



La instauración de la terapia antunicrobiana. Por otra parte, no se cuenta con 

datos suficientes que apoyen en empleo de los corticosteroides como 

auxiliares en el tratamiento de las neumonías en el CRB; en cambio, los 

antiflamatorios no esteroidales (flunixina, meglumina) han demostrado 

beneficios. 

En el caso de la administración de antimicrobianos a niveles profilácticos, 

con la intención de disminuir la gravedad de un brote de CRB o de impedir 

las manifestaciones en el caso de los animales en período de incubación, las 

opiniones son bastante contradictorias en inclusive desfavorables. Por 

ejemplo, en un experimento en el que se provocaron lesiones neumónicas 

típicas del CRB, mediante la aplicación del virus de IBR seguido 4 días 

después por P. haemolytica, ambos en aereosol, se administró una dosis de 

oxitetraciclina de larga acción 24 horas antes del desafio bacteriano, 

demostrándose que en los animales, así tratados, la ocurrencia de la lesión 

neumónica se retardaba, pero acontecía tan severa como en los animales que 

ao habían recibido el tratamiento con el antibiótico; mientras que la 

aplicación del mismo antibiótico en presentación convencional en dosis 

terapéuticas, era efectiva cuando se administraba, tanto al mismo día del 

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

Cuando debido al número de animales afectados en un corral (25% o 

más), se justifique el tratamiento masivo, se puede emplear sulfametazina, 

sulfamcrazina o sulfatiazol en el agua de bebida; de igual forma, la 

clortetraciclina puede administrarse en el alimento. No obstante, estas 

ventajosas alternativas no reemplazan a la terapia individual de los animales 



clínicamente enfermos, debido a que éstos no consumen suficientes 

cantidades de agua y/o alimento. 

Prevención 

Los procedimientos para prevenir el CRB mediante biológicos, son sin 

duda el área de mayor interés y debate actualmente. Por principio, existe la 

opinión, bastante justificada, de que las bacterinas contra Pasteurella para 

prevenir el CRB, no cumplen con este propósito y, que inclusive 

paradójicamente, los animales inmunizados muestran una susceptibilidad 

mayor a padecer las lesiones neumónicas. Se ha propuesto, en este sentido, 

que los animales al recibir una inmunización parenteral con estos biológicos, 

desarrollan una buena respuesta inmune humoral sistèmica, la cual al actuar a 

nivel alveolar, favorece una fagocitosis desproporcionada de Pasteurella por 

los macrófagos , debido al efecto opsomzantc de estos anticuerpos (IgG) 

sobre las bacterias; luego, las grandes cantidades de microorganismos 

fagocitados no pueden ser digeridas por los macrófagos, favoreciéndose la 

multiplicación bacteriana y la muerte celular por las toxinas que se producen. 

Asimismo, es probable que también se favorezca la respuesta inflamatoria 

por mecanismos de hipersensibilidad en donde participan complejos 

inmunes Por otra parte, existe también la opinión de que las bacterinas 

contra Pasteurella, pueden ser mejoradas mediante ciertos adyuvantes y el 

empleo de la proporción adecuada de bacterias en la dosis. Además, se ha 

señalado que la aplicación de estos inmunógenes por vía respiratoria, 

confiere una respuesta inmune más adecuada, porque esta es la ruta natural 

por donde se adquiere la infección. No obstante, quizá la solución dependa 



más directamente de la producción de un biológico que induzca a la 

formación de anticuerpos protectores y que también neutralicen la 

leucotoxina de P. haemolytica, al parecer, esto podrá conseguirse en un 

futuro cercano con el empico de biológicos preparados con bacterias vivas o 

modificadas químicamente, 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 infección 

bacteriana, este criterio se fundamenta en el hecho de que los virus IBR, PI3, 

BRSV, BVD e inclusive Adcnovirus, han demostrado favorecer la infección 

bacteriana en el pulmón. En efecto, ha sido documentada la resistencia a un 

desafio con el virus de IBR seguido de P. haemolytica, administrados en 

aerosol, en animales previamente inmunizados con una vacuna de virus 

modificado contra [BR-PI3 o con virus inactivado contra IBR. En el caso del 

BRSV aún no existen evidencias substanciales que avalen el uso de estos 

biológicos en el campo, si bien la mayoría de los informes son favorables. Al 

parecer la única demostración confirmada de efecto adverso por el empleo 

de un itimunógeno viral, corresponde al virus de BVD; al respecto, se ha 

demostrado un efecto mmunosupresor del biológico contra BVD que 

contiene virus modificado, debido precisamente a que aún conserva 

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

Resumiendo lo anterior, puede decirse que el empleo de bacterinas 

convencionales de Pasteurella para el control del CRB no es recomendable, 



mientras que la vacunación contra los virus resulta, al parecer, más 

adecuada. 
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