CAPITULOI

INTRODUCCION GENERAL

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

Pasteurella como los microorganismos mas relacionados con ellas.

El térmuno; pasteurclosis neumonica (PN), se emplea para refcrirse a las
neumonias causadas por Pasteurella en todas las especies animales; sin

embargo, resulta particularmente importante en los bovinos.

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

padecumento.



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

de los efectos inflamatorios de su endotoxina (ET).

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

utilizados como animales de experimentacion.

Con anterioridad se han levado a cabo escasos, aunque importantes,
intentos por desarrollar un modelo de la PN en animales de laboratorio; no
obstante, sus resultados han sido desdefiados, quiza porque P. Aaemolytica
carece de patogenicidad para €stos animales y, en consecuencia, el daiio
tisular que se obtuvo en aquelios experimentos fue pricticamente nuio o no
guardaba similitud con lo que se aprecia en casos naturales de la
enfermedad.

Al considerar que el empleo de un modelo anmimal, aparte de los
rumiantes, resulta imprescindible para el estudio de la patogenesis del daiio
pulmonar causado por P. haemolytica, y que el lipopolisacarido (L.PS) de la
bactena ha demostrado ser el responsable de la mayoria de los efectos
inflamatorios, se llcvé a cabo este trabajo que tuvo como objetivo emplear al

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



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

mecanismos inflamatorios y lo que sucede naturalmente en la PN.



CAPITULO I

REVISION DE LA LITERATURA

Patogénesis del Dafio Pulmonar provocada por Pasteurella haemolytica.

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

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

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

presenta en el apéndice B.

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

no han sido tan ampliamente estudiados, probablemente porque su efecto



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

cuestionable (33).

La Leucotoxina

La leucotoxina (L.T) es una proteina termolabil, producida solamente
durante Ia fase de crecimiento logaritmico de la bactera, con efecta tdxico
especifico para leucocitos de rumiantes (1,18,68,78,91,96). Esta auténtica

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

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

citoplasmuicos, como la deshidrogenasa lactica (18).



La LT de P. haemolytica esta genéticamente relacionada con la
hemolisina de Actinabacillus plenrapneumoniae y la alfa-hemolisina de
Escherichia coli, estas citolisinas constituyen una familia de toxinas
codificadas por genes con alta homologia en las secuencias de su DNA (18).
Al parecer, las secuencias repeundas de nueve aminoacidos en estas
citolisinas, son los sitios de umdn con el Ca2+, imprescindible para su

actividad toxica (18).

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

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

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

Los efectos toxicas de la LT se han demostrado éin vifro en macrofagos,

neutréfilos, linfocitos, ¢élulas de linfomma y plaquetas (18,68,96). Asimismo,



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

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

vasoactivos en presencia de la LT (18).

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

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

La Endotoxina

La endotoxina (ET) ¢s el otro factor de virulencia considerado de

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



compatible con las lesiones que se reconocen en casos naturales de PN

(90,91).

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

Los mecanismos que generan la amplia gama de efectos patologicos
denvados de los LPS tanto a mivel celular como sistémico, son muy
complejos. Basicamente, el LPS puede interactuar con las membranas de las
células a través de receptores de los polisacandos ¢ directamente por la
insercion del lipido A; astmismo, puede ser internalizado por pinocitosis ¢
inclusive, cuando se encuentra ligado a lipoproteinas plasmaticas mediante
ceceptores  especificos (CD-14)  em  macrofagos  (46,62,91).
Subsecuentemente, el LPS puede activar la célula al funcionar como un
activador de las serinprotcasas, merced al lipido A; ademds, puede alterar la
membrana del reticulo endoplasmico, permitiendo la entrada de Ca2+ y la
consiguiente activacion de las rutas metabolicas dependientes. Inclusive el
LPS puede interactuar con la membrana mitocondrial externa, alterando el
gradiente de protones y, por ende, la glucolisis oxidativa. Esta situacidn
genera la activacion de la ruta anaerdbica de la glucolisis que conlleva la
produccion de dcido lactico y radicales de oxigeno, asi como la ruptura de

lisosomas (55,91).



Particularizando sobre los efectos patoldgicos de los LPS, o mas
especificamente del lipido A, sobre las células endoteliales, puede decirse
que inducen alteraciones en su forma hasta provocar picnosts y disminuyen
la sintesis de DNA, RNA y proteinas. Estos efectos pucden debersc a la
activacion propia de las células por mecanismos dependientes de la
proteincinasa C y el consiguiente recambio aumentado de fosfoinositol.
Asimismo, debe considerarse que las celulas asi activadas pueden generar
una amplia gama de mediadores proinflamatorios como factor de activacion
plaquetaria (PAF), derivados del acido araquidénico (prostaciclina PGI2,
prostaglandina E2, PGE2), factor tisular (TF), mhibidor del activador del
plasmindgeno ¢ [L-1 (91).

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

evento (20).

Mediante técmicas sofisticadas de microscopia electronica se han
registrado los acontecimientos que ocurren en neumocitos [ expuestos a
LPS in vitro. Por principio, existe una acumulacion inicial del LPS en las

microvellosidades de la célula, probablemente ligado a receptores
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especificos; posteriormente, hay internalizacion de las moléculas las cuales
forman discretos cumulos en el citoplasma; luego, se aprecia su localizacion
condensada en ¢l mtenor del nacleo en areas libres de cromatina; asimismo,
en algunas areas de la membrana se demuestra acumulacion de LPS y su
asoclacion con tubulina en dreas adyacentes. [.0s sucesos descritos
anteriormente, resultan evidentes a partir de 60 min y estan acompafiados de
un agrandamuento del reticulo endoplasmico y de la membrana nuclear, lo

mismo que de alteraciones en las mitocondrias (64).

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

produccion de 1L~1 (39).

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

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

parecer la [L-1 posee un efecto wflamatonio mas potente que el TNF (81).

Como va se sefiald, los efectos inflamatorios derivados de la estimulacién
de los macrofagos se ejerce mayormente a través de citoctnas, que 4 su vez
atraen y/o activan a los PMN (IL-1, IL-8 y TNF), inducen la expresion de
moléculas de adhesion en estas céhulas (familia de moléculas de adhesion
CD-18 [integrinas]), lo mismo que en las células endoteliales (moléculas de
adhesion ELAM-1 ¢ ICAM-1); igualmente, generan actividad procoagulante
en las superficies endoteliales (TF o tromboplastina, factor V, inlibidor del
activador del plasminégeno y PAF) y, finalmente, participan en el control
de! flujo sanguineo mediante substancias vasodilatadoras (PGI2) (6,46,62 ).

No obstante, los macréfagos activados por ET, ya sea que ésta s¢
administre por via endotraqueal o endovenosa, tambi¢n 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 accion basica se ¢jerce por la regulacion negativa
sobre la produccion de TNE (82). Por otra parte, en animales y humanos que
sufren de procesos sépticos e inflamatorios, se ha demostrado la produccidn

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

admimistracion endotraqueal de LPS (80).

Los PMN no resultan activados directamente por los LPS; sin embargo,
en pequerias cantidades, los LPS sensibilizan a estas células para desarrollar
una potente respuesta en presencia de un segundo agonista. De esta forma,
el factor CS5a del complemento, factores quimioticticos bactcrianos
(oligopeptidos formilados), lecucotrienos (LTB-4) y citocinas (IL-1, TNF,
IL-8 y posiblemente también los factores estimulantes de la colonizacion
[CSFEs]), pueden actuar como agonistas secundarios y favorecer la respuesta
exacerbada de los PMN (91). Empero, resulta evidente que estos agonistas
secundarios (con excepcion de los factores quimoticticos bacterianos),

también son inducidos por los propios LPS.

Los PMN, asi activados, son los responsables del dafio ttsular al liberar
radicales toxicos de oxigeno y enzimas lisosomales; sin embargo, también
contribuyen a perpetuar el estimulo flogistico al producir elios mismos L1,
PAF y LTB-4 (6,73,91). Otro fendmeno derivado del efecto de las citocinas
sobre los PMN es la expresion de moléculas de adhesion, indispensables
para la acumulacion de estas células en los sitios donde se requiere de la
rcspuesta inflamatoria (26,46). Finalmente, los PMN pueden también
regular la respuesta inflamatoria al producir por su cuenta IL-6 (80,82).
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A mivel molecular, la activacion de los PMN, luego de la ligadura de un
factor quumiotactico a su receptor, se debe a una proteina que a su vez une
GTP al complejo agonista-receptor previamente formado; subsecuentemente,
ocurre la hidrolisis del fosfatidilinositol mediante fosfolipasas A2 y C, dando
lugar a fosfatos de inositol y diacilglicerol. En consecuencia, hay una
elevacion del calcio libre en el citosol y la activacion de la proteincinasa C

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

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

Los LPS pueden también activar a los linfocitos, los cuales participan en
la respuesta inflamatoria al generar TNF, interferon gamma (IFN-8) y CSFs.
Estos mediadores pueden, a su vez, activar macrofagos y asi favorecer el
evento flogistico (55,91). Por otra parte, el papel de los linfocitos en los
mecanismos de defensa especificos, es decir, en la respuesta inmune, es

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



14

al estimular a los macrofagos, la liberacion de I1-1 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 s¢ menciond, los LPS pueden activar los diferentes mediadores
sistémicos de la respuesta inflamatoria. Por ejemplo, el complemento puede
resultar activado por accion de los LPS, tanto por la via cldsica como por la
ruta alterna. Como se recordard, ¢l lipido A actia como activador de las
serinproteasas y, en consecuencia, puede activar la fraccion Clq del
complemento en ausencia de anticuerpos. Esta activacion conduce a la
generacion de la fraccidn convertasa (C4-2) de C3 y toda la cascada
dependiente, Asimismo, los LPS promueven la ligadura del factor B con
pequeilas cantidades de C3b activando la ruta alterna; por otra parte, los
polisacindos componentes de la fraccion O de fos LPS, pueden generar [a
produccion de la convertasa de C3, estableciéndose los ingredientes para la
activacion alterma (55). Finalmente, debe considerarse la importante
participacion de las anafilatoxinas (C3a, C5a) en la instauracion del evento
flogistico a través de su efecto vasoactivo y de quimiotaxia scbre los PMN;

asimismo, la accidn de C3b como opsonina (46,535).

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

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

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

reiterativas que exacerban ¢l eveato.

Se ha propuesto que el dafio tisular quc se obscrva en la PN es
precisamente un €jemplo del imbalance entre los mecanismos anteriormente
expuestos, En efecto, los macrofagos alveolares de las zonas afectadas del
pulmoén, tuvieron hasta 30 veces mds actividad procoagulante que los
macrofagos de las dreas no afectadas y 37 veces més que macrofagos de
pulmones normales; en cambio, cuando s¢ comparé la actividad
profibrinolitica de leucocitos pulmonares (macréfagos alveolares y PMN,
prncipalmente) obtentdos de zonas afectadas y de no afectadas, se aprecid
una actividad 23 y 4 veces menor, respectivamente, en comparacion con
células mnormales (17). Ademds, mediante procedimientos d¢
imnmunchistoquimica, se demostré una intensa reactividad a la tromboplastina

(TF), tanto en macrofagos como en células alveolares de areas con severa

inflamacion (17).

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

haemolytica en las superficies alveolares, desarrolla una senie de eventos
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flogisticos dependientes de la activacion de los macréfagos pulmonares,
tanto de los alveolares como de los intravasculares. Esta activacion genera
una serie de factores proinflamatrios, dentro de los cuales se destacan la TL-1
y el TNF. El fenémeno mflamatonio resultantc c¢s ¢l reflejo de una
complicada interaccion de los componentes inflamatorios derivados tanta de
¢élulas como del plasma; su retroactivacion reiterada v su traslape en
efectos, conduce a la generacion de un dafio tisular exacerbado en el pulmén.
Todo parece indicar que ¢l LPS de P. haemolytica tiene un efecto

protagénico mas importante que la LT,



CAPITULOIII

PLAN DE TRABAJO

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

constituyeron en los objetivos particulares.

Se supuso que las lesiones provocadas tanto por la reaccion de
Shwarstman como por el terdémeno de Arthus, tendrian respectivamente,
scmejanzas con las lesiones que sc observan en casos naturales de PN. De
confirmarse las hipotesis anteriores, podria entonces presumirse la
participacion de mecanismos patogénicos relacionados con estos fenomenos
inflamatorios expenmentales, en el desarrollo de las lesiones neumonicas de

la PN.

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

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

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

presentar en el Capitulo I'V cada experimento por separado.



CAPITULO IV

TRABAJO EXPERIMENTAL

Experimento 1

[uduccion de la Reaccion de Shwartzman en el Pulmén del Conejo

Empleando Lipopolisacando de Pasteurellia huemaolytica

Resumen

Se indujo 1a reaccion de Shwartzman (RS) en el pulmén de congjos con
interés de comparar las lesiones provocadas con las que se presentan,
paturalmente, en la pasteurelosis neumdénica (PN) y, en su caso, proponer
una patogenia simifar. Para inducirla primero se admimstrd una dosis
preparatoria de lipopolisacarido (LPS) de Pasteurella haemolytica (50ug)
por via endotraqueal, seguida 24 h mds tarde, por una dosis provocativa del
mismo LPS (100 pg) por via endovenosa. Doce horas después los animales
se sacrificaron. El pulmon derecho se empled para e¢studios de
lustopatologia, mientras que el izquierdo para realizar lavados
bronquicalveolares (LBA). Para comparacion se incluyeron grupos que
recibieron solamente ¢l LPS de P. haemolytica por via cndotraqueal o

endovenosa (la inoculacion faltante correspondid a solucion salina fisiologica
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[SSE]), asi como también otro grupo al que se administto LPS de
Escherichia coli tal y como se describié al principio y otro mas que recibid
SSF de la misma manera. Las lesiones mas notorias comrespondieron a los
animales que recibieron LPS de P. haemolytica por via endotraqueal y a los
animales que se les provocd la RS, empleando tanto el LPS de P.
haemolytica como ¢l de E. coli, si bien en éstos Gltimos fueron menos
intensas. Las lesiones consistieron en cougestidén, hemorragias y areas de
consolidacion. Microscopicamente se aprecio una neumonia intersticial con
abundante exudado serofibnnoso en alveolos; asimismo, dreas de
consolidacion compuestas por hemorragias, necrosis y un intenso infiltrado
de polimorfonucleares (PMN). Los animales a los que se indujo la RS
presentaron ademas hemorragias perivasculares y trambosis. Los animales
que recibicron el LPS de P. haemolytica por via endovenosa presentaron
solamente neumonia interstical y el grupo que recibié SSF por ambas vias no
presentd lesiones. Por otra parte, no se reconocieron diferencias entre los
grupos en lo que concierne a numero total de células, macrofagos, proteina y
deshidrogenasa lactica, obtenidos mediante LBA; sin embargo, los PMN,
monocitos y linfocitos si resultaron diferentes, particularmente en los
amimales que recibieron el LPS de P. haemolytica por via endotraqueal y en
los que se les indujo la RS con el msmo LPS. Se concluye que el LPS de P.
haemolytica es capaz de provocar una reaccion flogistica en €l pulmon tanto
por via endotraqueal como endovenosa, aunque la respuesta ¢s mucho mas
mtensa en [a primera; asimismo, que la RS no provoca una respuesta
inflamatona mas mtensa que la sola moculacion endotraqueal del LPS de 2.
haemalytica. Finalmente, que el conejo es un buen modelo para evaluar la

respucsta inflamatoria pulmonar provocada por €l LPS de P. haemolytica.
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Introduccidn

El dafio tisular generado por la respuesta inflamatoria en el pulmon es una
de las formas mas 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 Gram negativas (62), son los principales responsables

en muchos de estos casos (65,91).

Evidencias clinicas y experimentales sugieren que la activacion del
complemento, particularmente [a fraccion C5, y los PMN, participan en el
desarrollo del dafic pulmonar mediado por LPS (65,77). Sin embargo, mas
recientemente, ha quedado de ‘man'Lﬁesto la relevancia de la mterleucina-1
(IL-1 ) y del factor de necrosis tummoral (TNF) en estos eventos inflamatorios
(65,80,81,87). De hecho, se estima que los LPS ¢jercen su accidn primordial
indirectamente a través de células sensibilizadas por éstos y la consiguiente
induccion de mediadores proinflamatorios. Al respecto, se considera a los
macrofagos, tanto a los alveolares como a los intravasculares, como las

células mas importantes en la promocion del dafio tisular en el pulmon
(81,91).

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

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

Tanto las caracteristicas fisicoquimicas comqa las propiedades broldgicas
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 biologicas mas notables del LPS de P. haemoiytica (63).

La RS es un fendmeno inflamatorio semejante a tma reaccion alérgica,
inducida sobre todo por LPS y originalmente descrita en la piel del congjo.
Este fendmeno resuita de un imbalance en los mecanismos de coagulacion y
fibnnolisis con la participacion también del complemento y los PMN
(49,52,75). Mas recicntemente se ha demostrado que la IL-1 y el TNF

participan de manera relevante (7,53).

La RS puede ser local o generalizada dependiendo de la ruta de
administracién de la primera dosis de LPS (inoculacion 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 via endovenosa (inoculacioén desencadenante). En la RS
local aparecera una lesion hemorragica y necrotizante en ¢l area de la piel
que recibid la inoculacion preparatoria. En la forma generalizada ¢l animal
sufrird de un fenémeno de coagulacion intravascular diserinada, similar al
shock séptico (49,52). Ademas, también se ha descrito una forma univisceral
de la RS en la cual ¢l drgano blanco, sea el niion, ¢l higado o el pulmén,

tecibe el indeulo preparatorio (49).
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Recientemente, se ha logrado provocar la RS en ¢l pulmon de conejos,
empleando [.PS de P. muliocida (59). Con base en los resultados obtenidos
en ese experimento, se propuso que la RS podria estar involucrada en la
patogénesis de la PN (59). En el presente trabajo se prosigue con la
experiencia adquirida, pero ahora empleando ¢l LPS obtenido de P
haemolytica tipo Al la bacteria mayormente asociada con el desarrollo de
las lesiones pulmonares caracteristicas de la PN; lo anterior, buscando
confirmar tanto la hipdtesis previa para explicar la patogenia del

padecimiento, como la utilidad del conegjo para este proposito.

Material vy Métodos

Lipopolisacéridos. Se extrajo el LPS de una cepa de £. haemolytica tipo

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

IL) como vehiculo para las inoculaciones,

Animales. Se emplearon 40 congjos Nueva Zelanda, machos de 2.2 kg de
peso al inicio del experimento (Small Stock Industries, Pea Ridge, AR). Los
animales s¢ mantuvieron ¢n condiciones convencionales con alimento

comercial y agua ad libitum.
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Serologia. Previamente, se determind en los conejos la presencia de
anticuerpos hacia los LPS de E. coli (Grupo 2) y P. haemolytica (grupos 3,
y 5), empleando una prueba de hemoaglutinacion pasiva con eritrocitos de
borrego adsorbidos con los LPS respectivos (560). El procedimuento fue como
sigue; los eritrocitos fueron lavados tres veces con una solucion 0.01 M PBS,
pH 7.2 y ajustada a una suspensidn al 1%. Los LPS de P. haemolbytica y de
E. coli fueron aiiadidos a cada una de las suspensiones en cantidades de 50
ng; subsccuentemente, fueron incubados a 37°C durante una hora.
Posteriormente, los eritracitos fueron nuevamente lavados en tres ocasiones
con PBS pH 7.2 y ajustados a una suspension de 0.5%. A continuacion, se
realizaron diluciones dobles seriadas del suero dec los congjos en un volumen
de 50 ul de PBS en microplacas. A estas diluciones se aitadieron 50 ul de los
eritroaitos  sensibilizados. Luego las microplacas fueron agitadas en un
agitador automatico (Microtiter Plate Shaker, Lab-line Instruments, Inc.),
para ser incubadas por 2 h en un cuarto con temperatura controlada a 37°C.

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

disefio experimental correspondiente.

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

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

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

animales de los grupos carmrespondientes.

Necropsia. A las 36 h posteriores al indcule preparatorio (12 h después
del desencadenante), los conejos fueron amestesiados con pentobarbital
sadico (Sleepaway, Fort Dodge Laboratories, Inc., Fort Dodge, 1A) y luego
desangrados por seccion de los grandes vasos abdominales. A coptinuaciOn,
se abrid¢ la cavidad toracica para exponer los pulmongs; en este punto la
traquea fue comprimida con unas pinzas hemostaticas. Todo el paquete
visceral se extrajo cwidadosamente y se registraron las lesiones

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

bacterioldgicos de rutina para comprobar estenlidad.

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

procesarlas posteriormente por los procedimientos convencionales (38).

Lavados Bronguioalveolargs. Los LBA se llevaron a cabo en el pulmon
izquierdo. Con uma jeringa de 20 ml adaptada a un catéter, se depositaron en
la traquea 15 ml de SSF (dejando la pinza hemostatica comprimiendo el
bronquio que conducia al pulmdn derecho), los cuales fueron posteriormente
aspirados con la misma jeringa casi en su totalidad. Este procedimiento se
llevé a cabo en sels ocasiones. Finalmente, se determind el volumen total
recuperado. Una muestra de este fluido se utilizo para determinar la cantidad
total de células en un aparato automatizado (Nova Celltrak 2, Waltham,
Mass). El fluido restante se centrifugo a 200 X g durante 20 min (H6000A
rotor, RC3C Sorvall Centrifuge, DuPont, Wilmungton, DE). El paquete
celular se resuspendid en SSF para preparar frotis tefiidos (Diff-Quick,
American Scientific Products, McGaw Park, IL) ¥ proceder a su conteo
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diferencial. Vale mencionar que la determinacion total de las células se
realizo por duplicado, de tal manera que de cada animal se obtuvieron dos
valores y, por ende, también valores dobles del contea diferencial. Lo
anterior, con la intencion de obtener un nimero mayor de observaciones.
Finalmente, el sobrenadante se empled para determinar el total de proteinas
(10), utilizando reactivos comerciales (Biorad Laboratories, Richmon, CA),
o mismo que para determinar la concentracion de deshidrogenasa ldctica

{Sigma Diagnostics, St. Louis, MO).

Microbiologia. Rutinariamente se tomaron pequefias piezas del pulmdn

derecho para rcalizar su estudio bacterioldgico. Las muestras s¢ inocularon
en agar trypticasa soya con 0.5% de sangre de borrego desfibrinada (Dimed
Corp., St. Paul, MN)} y agar MacConkey (Difco, Lab., Detroit, MI). Las

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

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

grupos, se realizo una comparacion de las medias mediante la prueba de

Scheffé (72).



Cuadre 1.1
DISENQ EXPERIMENTAL
0 horas* 0 horas® 24 horas 36 horas
[noculacion Inoculacion Inoculacton Sacnficio
Endotraqueal Intradérmica Endovenosa
Grupo 1 1.5 ml §8F no I mi SSF si
Grupol LPSE coli no LPS E. coli si
50 ug/1.5 ml SSF 100 pg/1 ml SSF
Grupo3  LPSP h LBS P h. 1 ml SSF si
50 ng/1.5 mt SSF 100 pg/0.1 ml SSF
Grupo 4 1.5 ml $8F LPS P h, LPS £ A sL
100 pg/0.1 ml SSF 100 pg/1 ml SSF
GrupoS LPSPhA LPS P A LPS PAa st
50 pg/1.5 ml SSF 100 pg/0.] ml SSF 100 pg/l ml SSF s

58F: Solucion Salina Fisioldgica, LES: Lipopolisacdrido de £, coli o de P. haemolytica (P. A.), segiin
corTesponda.

* La inoculacidn endotraqueal v la intradémtica se realizaren simultdneas y correspondieron a las
inoculaciones prepatatorias. S6lo los grupos 3, 4 ¥ 5, que recibieron LPS de £. khaemolvtica fueran
incluidos en ¢l ensayo cutdnes.

Resultados

Serologiy. Medsante la prueba de hemoaglutinacion pasiva, se determiné

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 mcluyeron sueros control para corroborar los

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

de las muestras.

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

pulmones (figura 1.2).

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

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

Microscopicamente, estos animales presentaron congestion intersticial ¢
infiltraciéon de numerosos PMN. En muchas areas se apreciaron numerosos
bronquiolos y alveolos con severo edema alveolar, rico en proteina,
acompafiado de numerosos PMN. Las zonas de total consolidacidon
correspondicron a hemorragias, necrosis, exudado serofibrinoso y abundante
infiltracion de PMN; también se¢ reconocid edema y PMN infiltrando
alrededor de algunos vasos sanguineos. En algunos vasos sanguineos de
mediano calibre se aprecid inflitracion subendotelial de PMN (figuras 1.4 y
1.5).

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



Se muestran los pulmones sin cambios macroscopicos. Conejo

perteneciente al grupo 1.
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Figura 1.1.

Figura 1.2 Se observa la arquitectura normal en los alveolos. Conejo

incluido en el grupo 1. 160 X
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Figura 1.3. Se muestran pulmones con 4reas hemorragicas. Conejo
perteneciente al grupo 3.

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

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

ocluyéndolas (figura 1.7).

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

este proceso inflamatorio (figura 1 9 y 1.10).

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

cambios histologicos fueron similares a los del grupo 3; sin embargo, en las
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Figura 1.5 Se observa una area de extensa consolidacion y abundante
infiltracion de PMN. Conejo perteneciente al grupo 3. 100 X.

Figura 1.6 Se observa una area con abundante infiltracion de PMN,
necrosis y edema, en dermis. Conejo perteneciente al grupo 3.
100 X.
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Figura 1.7 Se muestran pulmones turgentes y congestionados. Conejo
perteneciente al grupo 4.

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



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

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

i

o

Figura 1.12 Se observan pulmones turgentes y con areas de consolidacion.

Conejo incluido en el grupo 5.

36



37

zonas de mayor dafio, caractenzadas por edema alveolar rico en proteina,
necrosis, hemorragias y abundante mfiltracion de PMN, las tinciones
especiales demostraron positividad para fibrina. Esta intensidad en la
respuesta inflamatoria fue mas manifiesta en los animales del grupo 5
(figuras 1.12 y 1.13). Por otra parte, aunque las lesiones vasculares en estos
grupos fueron similares a las anteriormente descritas, s¢ observd trombosis
parcialmente constituida en algunos vasos de mediano calibre (figura 1.14),
lo cual resulto también mas evidente en el grupo 5. Vale sefialar que en estos
grupos murié un ammal en cada unc de ellos, mostrando imiensas lesiones
hemorragicas ¢n sus pulmones y también, en rifiones, higado ¢ intestino;

estos hallazgos se consideraron indicativos de una reaccidn sistémica.

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

Lavados Bronquioalveolares. Los andlisis de vartanza demostraron gue

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

diferentes del grupo 5. En la tabla 1.1 se presentan el total, la media y la
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Figura 1.13 Se observa una area con exudado serofibrinoso en alveolos e
intensa infiltracion de PMN. Conejo perteneciente al grupo 5.
100 X.

Figura 1.14 Se observa positividad a la presencia de fibrina en una area de
consolidacion y necrosis. Conejo perteneciente al grupo 5. 160
X



39

'_..9 ‘.n\t-'r
. x4 !-%r'r *

Wy ..»r "“

Figura 1.15 Se muestra trombosis en una arteria de mediano calibre en una
area de extensa consolidacion. Conejo perteneciente al grupo 5.
100 X.

Figura 1.16 Se muestra una reaccion de Shwartzman tipica. Conejo
perteneciente al grupo 5.
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‘s Twriables oo Jos difereses grupos, en. tanto

«! apéndice A.

S8 ORI ¢n

Figura 1.17 Se observa trombosis en pequefias venas de la dermis; asimismo
intensa infiltracién de PMN y edema. Conejo perteneciente al
grupo 5. 100 X.
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desviacion estandar de todas las variables en los diferentes grupos, en tanto

que los procedimientos estadisticos se detallan en el apéndice A.
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Tabla 1.1

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

Grupol  Grupo2  Grupo3  Grupod4  Grupo S
Total de Células 11,300 13,400 15,500 10,500 10,900 T
70625a 95714a 968.75a 65625a 77857a M
23860 224 34 532.56 189.62 361,99 DE
Macrofagos 9,305 8,362 8,208 7,019 7,727
58156a 59728a 51300a 438682 55192a
212.20 249.64 257.71 139.76 23093
PMN 1,779 4957 6,665 3,013 2,701
111.13a  35407bc 41656¢c 13831ab 19292 abc
96 20 211.64 29024 176.01 146.45
Linfocitos 63 20 216 178 155
425ab 142a 1350c¢ 11.12bc L1.07 abc
5.73 3.63 13.21 633 7.64
Monocitos 210 135 528 347 410
13.12 ab 3643 33.00¢ 2E68abc 2928Dbc
10.65 5.9%8 2212 11.62 16 .45
Proteina 4.17 6.77 5.69 4388 367
052a 0.84 a 083a 06la 045a
027 0.77 0.59 0.65 0.29
Deshidrogenasa Q 36 221 197 128
Lactica 000a 10.75a 27.62a 2462 a 16.00 a
0.00 20.61 42.08 38.57 2131

T: Tatal, M: Media, DE: Dasviacion Estandar Los valorcs han sido estimados por ml.
Las literales 1guales eatre los grupos significan ansencia de diferencia, micotras que las
literales distintas corresponden a diferencias significativas mediante la prueba de Scheff€.
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Discusiéon

Las lesiones que caracterizan la severa neumonia fibrinosa que se
presenta en los casos de PN incluyen intensa exudacién de fibrina en
alveolos con trombosis de los capilares, areas de hemorragia, necrosis con
participacién predominante de PMN y trombosis en linfaticos
interlobulillares, al igual que en vasos sanguineos (3,4,27,40,60,83). Dado
que estas lesiones también forman parte de 1a RS (49,52,75) se ha propuesto
que este fendémeno pudiera participar en la patogénesis de la lesién pulmonar
(59).

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

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

Como pucde aprcciarse, los datos anteriores sefialan la alta sensibilidad
del pulmon al efecto del LPS de P. haemolytica, lo cual podria interpretarse
como e¢quivalente al efecto preparatonno en la RS. En tanto que, la
demostracidn de elevados miveles plasmaticos de LPS, luego de la
administracion endotraqucal del LPS de P. haemolytica (70) y ¢l hecho de
que la inoculacién endovenosa de la bacteria también induzca lesiones en
pulmén compatibles con las que se reconocen en casos naturales de PN (76),
avalan la posibilidad de que en su patogenia pudiera participar también un

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

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

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

inoculados.

La RS en el pulmé6n, empleando LPS de P. multocida provocéd intensas
lesiones en los pulmones de conejos, caracterizadas por extensas zonas de
consolidacién notoriamente infiltradas por PMN, necrosis, hemorragias y, en
algunos casos, trombosis (59). Sin embargo, en este estudio se empled el
LPS de una bacteria a la que el conejo es sumamente susceptible (68) y, por
otra parte, se ignord la presencia de amticuerpos naturales, lo cual debid
haber influido en el desarrollo de la lesién; no obstante, la discusion se
centré sobre la PN del ganado (59). En cambio, en el presente experimento,
se emple6 el LPS de P. haemolytica, una bacteria cuya patogenicidad estd
limitada casi exclusivamente a rumiantes, mientras que otros animales,
incluyendo el conejo, no son naturalmente susceptibles (68). Ademas, se
descarta la participacion de anticuerpos naturales, conforme los resultados
negativos en la prueba de hemoaglutinacion pasiva. En consecuencia, puede
afirmarse que las lesiones que aqui se indujeron corresponden
exclusivamente al efecto flogistico del LPS de P. haemolytica.

En el presente estudio las lesiones del grupo 5 confirman que la RS se
parece a la PN, particularmente por el desarrollo de trombosis y exudacién
de fibrina, como se habia propuesto antes (59); sin embargo, queda de
manifiesto que la sola moculacién endotraqueal provoca uma reaccion
flogistica en el pulmdén superior a la endovenosa y que no se establece
sinergismo entre ambas cuando se asocian en una RS. De hecho, 1a respuesta

flogistica reconocida mediante LBA, determina que la subsecuente
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inoculacién endovenosa (desencadenante) en la RS, disminuye la intensidad
de 1a respuesta inflamatoria endotraqueal. Esta situacién contrasta con lo
referido en el estudio previo en el que se indujo la RS en el pulmén,
empleando LPS de P. multocida, porque en éste se aprecié que las rutas de
moculacion (primero endotraqueal y luego endovenosa), empleadas para
provocar la RS, resultaban sinérgicas (59), sin embargo, no se evalud la
respuesta inflamatoria por medio de LBA (59), tal y como aqui sucedio.

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

corresponde con lo que aqui se encontrd.

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

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

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

neumdonicas pulmonares.
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Expetimento 2

Contribucion Mayor del Inoculo por Via Respiratoria en el Desarrollo de la
Reaccion de Shwartzman en el Pulmén del Conejo

Como se ha seifialado en el trabajo anterior, la Reaccion de Shwartzman
(RS) en cl pulmén del conejo, se considera un modelo de dafio pulmonar
compatibie con [0 que ocurre naturalmente en los casos de pasteurelosis
neumonica (PN) del ganado (experimento 1). Por este motivo, se ha
empleado en esta serie de expenimentos el lipopolisacarido (LPS) de
Pasteurella haemolytica, considerandose también que este compuesto ¢s el
factor de virulencia mas importante de la bacteria en el desarrollo de la

lesion pulmonar.

En el experimento anterior se demostrd, mediante lavados
bronquioalveolares (LBA), que la afluencia de polimorfonucleares (PMN) a
los espacios alveolares fue mayor en los animales que tnicamente recibieron
el in6culo por via endotraqueal, micntras que aquellos que recibieron ademas
¢l indculo endovenso 24 h después, para generar la RS en sus pulmones,
tuvicron menor namero de células (experimento 1); si bien, estadisticamente
no hubo diferencias entre estos grupos (p>0.05). Lo anterior puda deberse a
un fenémeno de tolerancia temprana (experimento 1) o bien, simplemente, a
que a la dosis empleada para la inoculacion endotraqueal, la respuesta

inflamatona en el pulmon haya sido suficiente, sin que hubiera una mayor
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contribucién del desafio endovenoso. En el presente experimento se ha
explorado esta posibilidad y por esto, se ha mcrementado a 100 ug la dosis
del LPS de P. haemolytica empleada en la inoculacién endotraqueal. La
intencién fue comparar la respuesta flogistica de la via endotraqueal contra la
endotraqueal y, subsecuentemente, la endovenosa, tal y como se ha descrito
en la RS, evaluando tanto las células recobradas mediante LBA como
proteina y deshidrogenasa lictica, asi como los cambios histolégicos como

se realiz6 en el experimento anterior.

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

experimental y en el apéndice A todos los procedimientos estadisticos.



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

100 pg/1.5 il SSF 100 pg/1 m! SSF

* LPS P.h. : Lipopolisacirido de Pasteurella haemolytica
** SSF: Solucién Salina Fisioldgica

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

caracterizadas por hemorragias perivasculares y trombosis, se apreciaron en

dos de los animales incluidos en el grupo 2 .

Los datos arrojados por los LBA, demostraron que no existié diferencia
(p>0.05) en el numero total de cé€lulas, proteina ni deshidrogenasa lactica.

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

€S mayor por via aerogena.

Se concluye que en el modelo propuesto para generar la RS en el pulmoén,
la moculacion endotraqueal tiene una participacion mayor que la subsecuente

inoculacién endovenosa, en la generacion del dafio pulmonar.



Tabla 2.1

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

DIFERENTES GRUPOS
Grupo | Grupo 2
Total de Células 5,900 6,400 T
98333 a 1,06666a M
98.31 103.27 DE
Macrofagos 1,609 3,344
268.16a 55733b
72.15 12374
PMN 4,195 2,956
699.16a 49266 b
168 .42 126.62
Protetna 4.60 219
153a 0.73a
0.95 041
Deshidrogenasa 104 27
Lactica 3466 a 9 a
3336 10.14

T: Total, M: Media, DE: Desviacion Estandar. Los valores han sido estimnados por ml,
Las literales 1guales entre los grupos significan ausencia de diferencia, miemtras que las
litcrales distintas corresponden a difcrencias significativas mediante la prueba “t”Student.

32
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Expenmento 3

Efecto de la Inmunizacion Pasiva Sobre la Reaccion de Shwartzman en el
Pulmon del Conejo Empleando Lipopolisacindo de
Pasteurella haemolytica

Resumen

La reaccion local de Shwartzman (RS) puede inducirse en ¢l pulmoén de
congjos, empleando el lipopolisacarido (LPS) de Pasteurella haemolytica.
Se ha considerado que las lesiones provacadas por este fenomeno reflejan,
en gran parte, aquellas que se reconocen en casos naturales de pasteurelosis
neumoénica (PN) en el ganado bovino y en ovinos. En este estudio se
examind la influencia de la inmunidad pasiva en €l desarrollo de las lesiones
pulmonares provocadas por la RS. Se emplearon dos grupos de conejos, el
primer grupo recibiéo 4 ml de suero hiperinmune de conejo, preparado contra
la cepa de P. haemolytica 82-25. El titulo de este suero contra ¢l LPS de la
bacternia fue de 1:2560, determinado por la prueba de hemoaglutinacion
pasiva. El segundo grupo no recibié suero hiperinmune, sino solucidn salina
fisiologica (SSF). Veinticuatro horas después los grupos fueron subdivididos.
La RS se provocod inoculando por via endotraqueal 50 pg del LPS de la
misma cepa de P. haemolytica y, 24 horas mas tarde, administrando 100 ug
del mismo compuesto por via endovenosa; a estos inoculos se les denomind
preparatoria y desencadenante, respectivamente. Este procedimiento se

realizé tanto con animales inmunizados como no inmunizados. Ademas, se



54

wcluyeron amimales que recibieron solamente el inaculo preparatorio o el
desencadenante. Todos los animales fueron sacrificados a las 36 h, lo que
correspondid a 60 h posteriores a la inmunizacién pasiva o a la
administracion de SSF, segun el caso. Secciones del pulmén derecho se
emplearon para observar los cambios patologicos, mientras que el pulmon
izquierdo sc emplco para realizar lavados bronquioalveolares (LBA) y
determinar el namero total de células y su conteo diferencial, as{ como
proteina y deshidrogenasa lactica. Las lesiones reconocidas en los pulmones
de los animales con RS fueron similares en severidad a las que se registraron
en los conejos que rccibieron Unicamente la inoculacién endotraqueal del
LPS. Los animales que recibieron la inmunizacion pasiva, presentaron una
desproporcion en las lesiones pulmonares; algunos mostraron lesiones
discretas, pero en otros éstas fueron mucho mas severas que en los animales
que no recibieron inmunizacion. Por otra parte, se identificaron diferencias
estadisticas entre los animales inmunizados y los no inmunizados, en lo que
concieme a namero total de células, conteos diferenciales de éstas y
proteina, siendo los valores mayores para los conejos inmunizados. No se
reconocieron diferencias en las determinaciones de deshidrogenasa lactica.
Asimismo, pudo corroborarse que la respuesta inflamatona por via aerdégena
es mas mtensa que la endovenosa y, que por lo tanto, la inflamacion
pulmonar que se provoca en la RS, ocurre primordialmente por €l indculo
endotraqucal. Inclusive, la respuesta inflamatoria inducida por la
administracion endotraqueal del LPS es la inica que se potencializa cuando

los animales han recibido la inmunizacidén pasiva.
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Introduccion

Existen opiniones encontradas con respecto a la influencia de la
nmunizaciéon pasiva sobre el desarrollo de las manifestaciones patoldgicas
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, recieatemente, se ha intentado
inhibir la accion patologica de los LPS, mediante anticuerpos dirigidos

contra las citocinas mediadoras (34,47).

Los procedimientos de inmunizacién anteriormente referidos, también se
han empleado para evaluar su accion sobre la RS, ya que ésta es considerada
un buen indicador de los efectos patoldogicos de las endotoxinas
(11,34,37,47). Recientemente, s¢ ha propuesto que la RS inducida en ¢l
pulmoén, presenta lesiones similares a las que ocurren naturalmente en la

(PN) y, que por lo tanto, comparten mecanismes patoldgicos similares (59).

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

haemolytica, en el pulmén de congjos mediante la RS.



Material v Métodos

Animales. Se emplearon 30 conejos Nueva Zelanda, machos de 2.2 kg
de peso al inmcio del experimento. Los amimales se mantuvieron en

condiciones convencionales con alimento comercial y agua ad libitum.

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

correspondiente (56).

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

Al denominada 82-25, El procedimiento se realizd empleando una solucién
compuesta por fenol, cloroformo y éter de petrdleo en proporcion 2:5:8,

respectivamente (32).

Antisuero. La cepa 82-25 de P. haemolytica Al fue usada para preparar
una vacuna, La bactena fue cultivada durante toda una noche a 37°C en 10
placas de dextrosa almidon agar (Difco Laboratories, Inc., Detroit, MI). El
cultivo fuc removido de las placas y suspendido en 50 ml de una solucién
salina 0.85% con 0.3% de formalina para mantenerse toda una noche a
temperatura ambiente. Las células bacterianas muertas fueron sedimentadas
por centrifugacion a 7000 rpm por 5 min (5900 X g) (Sorvall Centrifuge, SS-
34 rotor, DuPont, Wilmington, DE) y luege vueltas resuspender en una
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solucion salina con forrpalina similar a la anterior, Las c€lulas fueron lavadas
una vez més y subsecuentemente, se ajustd su concentracion a 1.0 X 10 19
UFC/mul, empleando un espectrofotdmetro calibrado a 600 nm (Coleman
Model 35, Spectrophotometer, Bacharach Inc., Pittsburgh, PA).

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

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

prueba de hemoaglutinacion pasiva (56).

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

subcutdnea a 15 conejos; los restantes recibieron SSFE.

Inoculacién del LPS. Veinticuatro horas después de que los animales

recibieron suero perinmune o SSF, se establecieron 6 grupos. Tres de ellos
correspondieron a los amimales inmunizados pasivamente y los otros tres a
los que no se inmumizaron. La RS se provocd moculado por via endotraqueal

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



administrando 100ug del mismo compuesto por via endovenosa; a estos
inoculos se les denomind preparatorios y desencadenantes, respectivamente.
Este procedimiento se realiz0 tanto em amimales inmunizados como no
inmunizados. Ademas, se incluyeron animales que s6lo recibieron el indculo
preparatorio o ¢l desencadenante. Los procedimientos de la inoculacion
preparatorta y desencadenante se han descrito con anteniondad (expenmento

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

Necropsia y Recoleccion de [as Muestras. Todos los animales fueron

sacrificados a las 36 horas, lo que correspondid a 60 horas postcriores a la
inmunizacion pasiva o la admimistracion de SSF. Las particularidades del
procedimiento va han sido descritas, lo mismo que el manejo de las muestras

para los procedimientos histologicos (experimento 1).
Lavados Bronquioalveolargs. El procedimiento de los lavados
bronquiocalveolares (LBA) y el manejo de las muestras también se ha

descrito con anterioridad (experimento 1).

Anilisis Estadistico. Los resultados obtenidos de los LBA concermentes

a total de células, macrofagos, PMN, linfocitos, monocitos, proteina y
deshidrogenasa lactica fueron comparados entre los difcrentes grupos,
empleando el analisis de varianza a traveés de un disefio complemente al azar
(72). Subsecuentemente, cuando se demostraron diferencias en los grupos, se
realizd una comparacidn mediante contrastes (72), confrontando primero
grupos inmunizados contra no inmunizados y luego, grupos que recibieron el

LPS por diferentes vias, sin importar que fueran inmunizados o no.
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Cuadro 3.1
DISENO EXPERIMENTAL
-24h Oh 24h I6h
Inmunizacion Inoculacion Inoculacion Sacrificio
Pasiva* Endatraqueal Endovenasa
Grupo 1 0o LPS Ph 1 ml SSF si
50p1g/1.5 ml S8F
Grupo 2 no 1.5 ml SSF LPS P.h. sl
100 ug/1 ml SSF
Grupo 3 no LPS P.h. LPS Ph sl
50 ug/1.5 ml SSF 100 ug/l ml SSF
Grupo la si LPS P.h | ml SSF si
50ug/1.5 ml SSF
Grupo 2a si 1.5 ml SSF LPS P.A. sl
100 pg/1 ml SSF
Grupa 3a si LPS P h LPS P.h. si
50 wg/1.5 rl SSF 100pug/l md SSF

LPS P & = Lipopolisacinide de Pasteurelia haemoiytica
SSF = Solucidn Salina Fisiologica
* La inmuniracidn pasiva se realizd 24 horas antes de la inoculacién endotraqueal. Se wnoculd por via
subcutiney, 4 ml de suero hiperimnune coa titulo 1.2560.

Resultados

Serologia. Mediante la prueba de hemoaglutinacion pasiva se determind

que los animales de todos los grupos resultaron negativos al LPS de la cepa
82-25 de P. haemolytica.
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Patologia. Los congjos del grupo 1 que recibieron LPS de P
haemolytica por via endotraqueal y luego 24 horas mds tarde SSF por via
endovenosa, presentaron cambios macroscopicos en sus pulmones,
caracterizados por falta de colapso, pequedas dreas de consolidacidn rojo-
grisiceo y hemormragias. Cambios similares a los anteniores se apreciaron en
los animales del grupo la, quicnes recibieron el LPS por las mismas vias,
pero 24 horas antes fueron inmunizados pasivamente. No obstante, vale
sefialar que algunos de estos animales preseataron lesiones hemorragicas

mas intensas en sus pulmoncs (figura 1).

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

numerosos PMN (figuras 3.1 y 3.2).

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

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

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

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

Figura3.2 Se observa una 4rea consolidada con abundante exudado
serofibrinoso y numerosos PMN infiltrando. Conejo

perteneciente al grupo la. 60 X.




0

Figura 3.3 Se muestra una area de consolidacién con necrosis y e
serofibrinoso. Conejo perteneciente al grupo la. 100 X.

area con abundante edema alveolar. Conejo

perteneciente al grupo 2a. 100 X.

Figura 3.4 Se observa una
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Figura 3.5 Se presenta una érea 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 drea con intensa infiltracién de PMN'y
abundante exudado serofibrinoso. Conejo perteneciente al
grupo 3a. 100 X.




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

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

Lavados Bronquigalveolares. Los andlisis de varianza demostraron que

existian diferencias entre los grupos, cuando se compararon total de células
(1<0.005), macrafagos (p<0.05), PMN (p<0.005), linfocitos (p<0.005),
monocitos (p<0.003) y proteina (p<0.003); no hubo diferencias cuando se
comparé deshidrogenasa lactica (p> 0.1). A partir de lo anterior se buscé el
ongen de estas diferencias mediante constrastes, lo que demostro que la
inmunizacién contribuyd a generar las difercncias, salvo en el caso de los
PMN vy la proteina. 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 v la proteina, las diferencias se originaron de la ruta de
administracion del LPS, resultando que la ruta endotraqueal es mas flogistica
que las otras. De hecho, se demostrd, tanto en animales inmunizados como
no inmumzados, que la ruta endotraqueal es mas flogistica, y que cuando los
animales han sido previamente inmunizados ain puede apreciarse una
respuesta mayor. En la tabla 3.1 se resumen estos datos, mientras que en ¢l

apendice A se presentan tados los procedimientos estadisticos.



Tabla 3.1

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

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupola CGrupo2a  Crupo3a
1235* 124 134 1235 124 134
Total de Células 9,700acei* 5.600adg  7,000afg  15300bccj 7.600bdg  7,500big T
970 560 700 1,530 760 750 M
53343 96,60 40276 794,49 27L.62 ¥4 9% DE
Macrofagos 5136acei 4072acg  4,730zeg  7,054boei  6,53%bcg  5,930beg
513.60 447.20 473.00 705.40 653.80 593.60
256.96 163.17 218.82 220.30 229.56 74.60
PMN 4,103acei  1,237adg  1,9%afg  6,338acej 713adg  1,273alg
410.30 123.70 199,60 (88.30 71,30 127.30
296,17 138.80 [73.49 561.92 38.78 49.72
Linfocitos 172acer 92adg Tafg 445tcg]  125Wdg 105bfg
17.20 9.20 770 4.5 12.50 10.50
14.71 545 6.23 3102 35.61 6.4]
Monocitos I438acei 219adg 233afg 1,068bcj  3llbdg 223bfg
34 80 21.9%0 23.30 106.30 3110 2230
17.71 841 14.84 86.98 2654 12.22
Protcina 3. 10acei 321lacg 2. 15afg 9403ce)  5.20acg L. Y7afg
4.62 064 0.43 148 104 039
042 0.84 0.26 0383 0.79 0.41
Deshidrogenasa  48** 70 115 359 89 123
Lictica 92.60 14.00 23.00 71.80 17.80 24.60)
13.60 24 68 2532 43.21 17.52 3775

T: Total; M: Media; DE: Desviacion Estindar. Los valores han sido estimados por ml.

* Los nitmeros estin relacionados con las literales y representan los coatrastes y fas significancias,
respectivamente; asi, en ¢l contraste 1 se comparan [os grupos 1,2y 3 Vs, la, 2ay3a,enel 2 los
grupos Ly la Vs 2y 2a,enelJlosgrupes Ly laVs3y3da eneldlusgrnupos2 v2a Vs, 3y3ayen
el 5el grupo 1 Vs. la. Por consiguicute, las litcralesayb, cyd,eyf, gy h e iyJ, mpresentan las
comparaciones de tos comtrastes respectivos. Las literales iguales entre los grupos significan ausencia
de diferencia, mientras que las literales distintas corresponden a diferencia significativa. En este
¢asg, se emplearon los valores totales para realizar los conteastes.

** Ng se realizaron contrastes en €l caso de deshidrogenasa lictica, porque no se reconocieron
diferencias significativas entre los grupos a partir del andlisis de varianza,
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Discusion

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

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

Con base en lo anterior, puede afirmarse que los anticuerpos producidos
mediante procedimientos de inmunizacion rutinangs, utilizando bacterinas
convencionales de P. haemolytica, no ofrecen proteccion cuando se utilizan
para proveer de un estado de inmunidad pasiva contra las neumonias por P.
haemolytica. Por el contrario, la respuesta inflamatoria y ¢l daiio pulmonar
fueron mas intensos en los amimales 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 expenmento se explorara esta

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

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

Resumen

Se ha propuesto que un fendomeno de hipersensibilidad compatible con
una reaccion de Arthus (RA) puede participar en los mecanismos patoldgicos
de la severa bronconeumonia fibrinopurulenta que caracteriza a la
pasteurelosis del ganado (PN). Por otra parte, se ha referido que el
lipopolisacarido (LPS) de esta bacteria es quien contribuye mayormente en el
desarrollo del dafio pulmonar. Con base en lo antenor, se realizd el presente
experimento que tuvo como objetiva provocar en ¢l pulmén del conejo, una
respuesta inflamatoria a traves de un fendmeno hipersensible compatible con
la RA, empleando el LPS de Pasteurelia haemolytica. El procedimiento
consisitid en inmunizar a un grupo de congjos con una bacterina de P.
naemolytica, acompafiada de adyuvante mcompleto de Freund; también se
incluyeron animales que se inmunizaron con albimina de bovino y otros dos
grupos que solo recibieron el adyuvante. Se constaté mediante prucbas de
hemoaglutinacion pasiva y precipitacion en agar que los animales
inounizados reaccionaban positivamente; hasta entonces, se procedio a
desafiar a todos los animales por via endotraqueal. Fueron desafiados con el

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

con ¢l LPS de la bactena.

Introduccion

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

la eficacia de estos biologicos ha sido inconsistente (9,25,50,51).
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En terminos generales, la respuesta inmune contra P. haemolytica,
mducida por bacterinas tradicionales de células completas es
contraproducente (25,50). Se ha propuesto que esta condicion puede reflejar
un fenémeno de hipersensibilidad compatible con la RS (58). Al respecto, se

han reconocido depdsitos de complejos inmunes en casos de PN (42),

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

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

Material y Métodos

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

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

uno, como 5¢ vera mds adelante.

Lipopolisacarido. Se extrajo €l LPS de una cepa de P. haemolytica tipo

Al, denominada 82-25. El procedimiento se realizé empleando una solucidn
compuesta por fenol, cloroformo y éter de petréleo en proporciéon 2:5:8,
respectivamente (32). Este LPS fue similar al -empleado en los experimentos
1,2y3.

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

empled para preparar la bacterina. El procedimiento ha sido descrito

previamente en ¢l experimento 3.

Preparacion de los Inmundgenos. Se prepararon tres inmunogenos, todos
mcluyendo adyuvante incompleto de Freund (Difco Laboratones, Inc.,
Detroit, MI). El primero se prepar0 empleando 16 ml del adyuvante
mezclado con 16 ml de solucion salina 0.85% con 0.3% de formalina. El
segundo tnmundgeno se prepard empleando 16 mt del adyuvante y 16 ml de
solucién salina 0.85% conteniendo 0.3% de formalina y 50 mg de albumina
sérica de bovino (RIA Grade, Fraction V, Sigma Chemical Co., St. Louws,
MO). El tercer inmundgeno se preparé empleando 16 ml del adyuvante y 15
ml de solucion salina 0.85% conteniendo 0.3% de formalina y 1 ml de P.
haemolytica (1.0 X 10" UFC/ml); la concentracion final de este inmundgeno
fue 3.1 X 10° UFC/ml. Todas las mezclas descritas fueron emulsificadas por

sonificacion durante 1 man ea tuelo.
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Procedimiento de Inmunizacion. Los animales se inmunizaron siguiendo
un protocolo para obtener sueros hiperinmunes descrito previamente (2).
Cada animal recibié 6 4 ml del Inmunégeno; en los grupos correspondientes
se administraron 10 mg de albumina o 2.0 X 10° UFC por animal. En el

cuadro 4.1 se presenta el disefio expenimental.

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

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

Desafio. Todos los animales fueron desafiados por la ruta endotraqueal
recibiendo 1.5 ml de inoculo; el grupo 1 recibio SSF solamente; el Grupo 2
rectbic 50 pg del LPS d¢ P. haemolytica; los animales del grupo 3 fueron
desafiados con 50 ug de albimina sérica de bovino y, por (iltimo, ¢l grupo 4
recibié también 50 pg del LPS. El procedimiento de inoculacion ha sido
descrifo previamente en los experimentos anteriores. Vale sefialar, ademas,
que los ammales recibieron una moculacioén infradérmica de albiumina (grupo
3) o LPS (grupo 4) con la intencién de provocar una RA como indicador.
Estos indculos correspondieron a 100 pg del LPS o de albumina, contenidos
en 0.1 ml de SSF.
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Necropsia y Recoleccion de las Muestras. Todos los animales fueron
sacrificados a las 12 h posteriores al desafio endotraqueal. Las
particularidades del procedimiento ya han sido descritas, lo mismo que el

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

Lavados Bronquioalveolares. El procedimiento de los LBA y el manejo

de las muestras, también se han descnto con anteriondad (experimento 1),
con la excepcion de que no se realizaron determinaciones de proteina ni de

deshidrogenasa lactica.

Analisis Estadistico. Los resultados obtenidos de los LBA concernientes
a total de células, macrofagos, PMN, linfocitos y monocitos, fueron
comparados entre los diferentes grupos, empleando el analisis de varianza a
través de un disefio compictamente al azar (72). Subsecuentemente, cuando
se demostraron diferencias entre los grupos se procedid a comparar las

medias mediante la prucba dc Schefté (72).
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Cuadro 4.1
DISENO EXPERIMENTAL
Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 30
Primera Segunda* Desafio* Sacrficio

Inmunizacion**  [nmunizacion** Endotraqueal

Grupe | Salina Sahna SSF st
Grupo 2 Salina Salina LPS si
Grupo 3 Albimina Albiimina Albumina***  si
Grupo 4 LPS LPS LpS*** si

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

** Se administraron 3.2 m! del inmundgeno en cada inmugnizacion.
**+ Tusto al tiempo de desafio los animales de estos grupos recibieron una
inoculacion intradérmica de LPS o albimina segim correspondia, para
provocar una RA.



