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I exist as | am, that is enough,
If no other in the world be aware | sit content,
And if each and all be aware | sit content.

One world is aware and by far the largest to me, and that is myself,
And whether | come to my own to-day or in ten thousand or ten million yars,
| can cheerfully take it now, or with equal cheerfuiness | can wait.

My foothold is tenon'd and mortis'd in granite,
I laugh at what you call dissolution,
And | known the amplitude of time.

Walt Whitman
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RESUMEN

En esta tesis se estudia la reaccion de Schultz-Dale en ios
musculos esquelético denervado y liso del cobayo. Se ha afirmado en
la literatura, que las fibras musculares responden a la accién indirecta
de los mediadores farmacoldgicos liberados por las células cebadas
sensibillizadas, que se encuentran en los musculos esguelético
denervado o lis0. Nosotros sostenemos, que ademas de euie efecto
mediado existe un mecanismo directo; es decir, postulamos que las
células musculares se sensibilizan y con ello responden a la
interaccion del antigeno con el anticuerpo, a través de un mecanismo
de activacion de su membrana plasmatica.

Para apoyar esta hipotesis, se realizd un estudio cuantitativo
de la poblacion de células cebadas en el diafragme denervado y en ia
traquea del cobayo, se calculd el coeficiente de difusion del antigeno
en el diafragma denervado y se comprobd la existencia de sitios de
unidN para inmunoglobulinas reaginicas en el musculo liso

Con esto se comprueba, que el numero de células cebadas es
insuficiente para explicar la hipdtesis del efecto mediado, y por o
tanto, un mecanismo directo es mas probable. Por otra parte, la
existencia de sitios de unidn para las inmunoglobulinas reaginicas en
el musculo liso prueba, que las células musculares se sensibilizan y
con ello responden directamente al antigeno.

Se concluye, que la reaccion de Schultz-Dale en el musculo,
es el resuitado de la interaccidn de ambos mecanismos, mediado y
directo, los cuales coexisten, suman sus efectos y pueden ponerse
de manifiesto por métodos distintos



ABSTRACT

The present thesis 1s concerned with the aim of investigating
some mechanisms of the Schullz-Dale reaction involving denervated
skeletal muscie and smooth muscle of the guinea pig. Earlier works
indicate that muscle fibers respond to the indirect action of chemical
transmitters released by the sensitized mast celis founded either In
the denervated skeletal muscle or smooth muscle. However we
sustain the hypothesis of the existence of a direct mechanism, 1.e we
postulate that the muscle cells are sensitized and therefore respond
to the nteraction antigen-antibody through a mechanism involving
actvation of its plasmatic membrane.

in order to support this nypothesis, we carried out a
quantitative study of the mast celis population in both denervated
diaphragm and tracheal tissue. We calculated the diffusion coefficient
of the antigen in the diaphragm, and also, we showed experimental
evidence of the existence of bond sites of reaginic iImmunoglobulins
in the smooth muscle.

The number of mast cells was not enough to support the
pharmacological mediation mechanism, showing instead a direct
mechanism. The results also showed the existence of sites of union
between the reaginic immunoglobuiins and the smooth muscle,
proving In that way that muscular cells are allergized ana respond
directiy to the action of the antigen.

We then concluded that, the allergic reaction of the muscle 1s
the result of a direct mechanism along with an indirect mediated
mechanism Both mechanisms coexist resulting in the aliergic
response of the muscle and might be develated by different methods.



INTRODUCCION GENERAL

La alergia es la sensibilidad adquirida por algunos individuos a determinados
agentes quimicos llamados genéricamente antigenos o alergenos. La sensibilidad se
produce cuando el alergeno se pone en contacto con determinadas celulas y las
induce a generar anticuerpos. Estos son proteinas llamadas inmunoglobulinas, que
una vez generadas por las celulas productoras pasan al torrente sanguineo y se unen
a las llamadas ceélulas blanco; ejemplos de estas células son los mastocitos, los
leucocitos basofilos y las fibras del musculo liso. El anticuerpo al unirse a ellas les
confiere sensibilidad frente al antigeno. La interaccion del antigeno con el anticuerpo
es el sistema molecular que induce la reaccion bioldgica.

Estrictamente, esta sensibilidad no es adquirida de novo ya que si el individuo
responde haciéndose alergico, debe suponerse que la sensibilidad al antigeno
preexiste en el organismo. Pero la sensibilidad preexistente es sublimal, de suerte que
se manifiesta solo cuando el proceso de alergizacion se pone en marcha en el sujeto
experimental o en el paciente alergico.

El descubrimiento de la ailergia por Blackley en 1873 ilustra bien la nocion de
sensibilidad adquirida. Este médico inglés observo en si mismo y en ofros pacientes
que el polen de pasto, un agente normaimente inocuo en los seres humanos,
provocaba ataques de coriza al aspirario deliberadamente. Blackley también observo
que la aplicacion de polen de pasto sobre la piel abrasionada o en la conjuntiva de
estos pacientes, causaba reacciones vasculares caracteristicas del padecimiento. El

polen es un ejemplo concreto de alergeno; muchos otros compuestos pueden



revelarse como alergenos en diversos casos particulares Es comun encontrar que el
polvo de las bibliotecas, la caspa de los animales, la penicilina. el acido acetilsalicilico,
! yodo, ciertos alimentos de composicion compleja como el huevo o la leche, etc., son
alergenos para ciertos individuos, pero son inofensivos o producen solo sus efectos
quimioterapéuticos o farmacolagicos en otros, sin inducir reacciones patologicas.

La alergia se caracteriza porque I0s pacientes manifiestan una predisposicion
genética a adquinr o desarroliar y manifestar tal sensibilidad a sustancias que suelen
ser inocuas para los otros individuos. Aungue 10s mecanismaos de esta predisposicion
no se fratan en el presente estudio, si se presenta un analisis de los posibles
mecanismos responsables de la apancion o instalacion de la alergia Para ello se
usara un modelo de alergia expenmental ideado por Schultz (1910) y Dale (1913) y
conocido desde entonces como 'reaccion de Schuitz-Dale'’ Este modelo puede
tomarse como valdo en la clinica pues corresponde en muchos aspectos al sistema
potoldgico "natural’

La reaccion de Schultz-Dale es la respuesta de contraccidn que se produée In
vitro en los tedos alergizados que contienen musculo liso esquelético o cardiaco, al
anadir a la solucion salina del bafo una dosis del antigeno especifico Se entiende por
alergizar o sensibilizar un tejido. el incorporarie a la membrana l0s anticuerpos
reaginicos (o0 inmunoglobulinas) especificos para un determinado antigeno. Esta
reaccion puede tomarse como modeio valido en la clinica, ya que corresponde en
muchos aspectos al sistema patoldgico natural, el antigeno representa en este modelo

al alergeno de ia clinica



Se ha caracterizado con toda precisidn a una inmunoglobulina reaginica: la Igk
(Ishizaka, Ishizaka y Hornbrook, 1966). Esta inmunoglobulina puede visualizarse,
esquematicamente y para los propdsitos de esta tesis, como una proteina cuya
molécula esta formada de tres cadenas que forman una Y. La cadena verticaldela 'Y
se conoce como fragmento Fc y las dos cadenas superiores gemelas y convergentes
de la Y, se designan como fragmentos Fab. Son estos ultimos los que tienen la
capacidad de reconocimiento antigénico (Amzel y Paljak, 1977; Roitt, 1993).

En la superficie de las ceélulas alergizables existen receptores a los cuales se
unen de modo especifico determinadas superficies atdbmicas del fragmento Fc de las
moléculas de inmunoglobulina reaginica. Estos receptores se conocen como
receptores Fc.

Dado que solo se han descrito receptores Fc en las células cebadas y sus
congeneres circulantes, los leucocitos polimorfonucleares (Kinet, 1989), en teoria
pareceria imposible la sensibilizacion de otras celulas diferentes a las mencionadas.
Sin embargo, se sabe que muchas otras células pueden ser sensibilizadas tales como:
el musculo esqueletico (Alonso de Florida, Del Castillo, Garcia y Gijon, 1968), el
musculo liso (Guschin, 1976), las celulas aisladas de musculo liso (Nemoto y
Okamura, 1992, Souhrada y Souhrada, 1993), el nervio (Ninomiya, Gijon, y Alonso de
Florida, 1972), los macrofagos (Capron, Dessaint, Capron y Bazin, 1975). Es posible
que la union de las inmunoglobulinas reaginicas a células diferentes a los mastocitos o
basdfilos, sea no a través de un receptor Fc, sino de otro tipo de receptor aun no

identificado.



A partir del hecho de que células diferentes a los mastocitos se sensibilizen
surge una pregunta crucial para entender cabalmente los mecanismos de la alergia:
¢Si estas células sensibilizadas responden directamente al antigeno o son s6lo los
mastocitos sensibilizados los que responden a la interaccion con el antigeno y, por
mediacion quimica desencadenan la respuesta alérgica en las demas celulas?

Como se ve, la hipdtesis mas sencilla para responder esta cuestion es que
células diferentes a los mastocitos (musculares, nerviosas, macrofagos, etc) pueden
sensibilizarse a través de receptores Fc y que la interaccion con el antigeno causa la
excitacion de las células, lo que las conduciria a contraerse en el caso del musculo, de
manera similar a como responderian a los agentes farmacoldgicos. Esta es la llamada
hipotesis del efecto directo o hipotesis biofisica de la contraccion de Schultz-Dale;
histéricamente se conoce comao ia nipotesis de la membrana (Doerr, 1929)

Sin embargo, es otra la hipdtesis que prevalece, la conocida como nipdtesis de
los efectos mediados farmacologicamente o de los efecios indirectos, en la que se
postula que son los mastocitos o celulas cebadas y ios infocitos basofilos del tejido
muscular las unicas céluias que tienen receptores Fc y por lo tanto las Unicas
alergizables. Como se sabe, los mastocitos responden a ia interaccion con el antigeno,
iberando al menos una sustancia o mediador farmacoldgico, que puede ser
histamina, serotonina, leucotrienos, etc. Estos imediadores después de liberados se
difunden en el espacio intercelular del tejido, alcanzan las células musculares y causan

una respuesta de contraccion (Mongar and Schild, 1962; Ishizaka e ishizaka, 1984).



La tesis que se sustenta aqui es que no obstante que existe un efecto mediado,
el mecanisric directo también participa en la reacccion de alergia. Para apoyar esta
hipotesis realizamos el analisis experimental de los siguientes puntos.

1) En 1968 Alonso de Florida ef al. demostraron que la interaccion del antigeno
con el anticuerpo en la superficie celular genera un proceso fisioldgico, esto es, la
contraccion del musculo. Dado que estos experimentos los realizaron en tiras de
musculo, cabia la posibilidad de que los mastocitos que se encuentran en el tejido
conectivo del musculo, a través de la liberacion de sus mediadores farmacolégicos,
fueran los unicos responsables de dicha contraccion. Para descartar esta posibilidad
realizamos un estudio cuantitativo de la poblacion de mastocitos en el musculo
diafragma denervado y traqueal del cobayo. Este estudio se detalla en el primer
capitulo.

2) Por otra parte, calculamos el coeficiente de difusion del antigeno en el
musculo diafragma del cobayo, con el fin de conocer la pro‘oabilidad de que el antigeno
aplicado con una micropipeta (segun se realizd en los experimentos antes
mencionados de Alonso de Florida et al.,, 1968) alcance al menos un mastocito situado
en el musculo con una concentracion suficiente para producir la secresion del
mediador farmacologico y que éste a su vez, cause la despolarizaciéon de una fibra
muscular y que finaimente esta despolarizacién llegue a un nivel tal, que baste para
que se generen potenciales de accion y se induzca la reaccion de Schultz-Dale. Tema

que constituye el segundo capitulo.



3) Por ultimo analizamos la posible existencia, en el musculo, de sitios de unién
o receptores Fc para las inmunoglobuninas reaginicas, semejantes a los descritos
para células cebadas y basofilos. Este problema fue abordado con técnicas de
inmunocitoquimica y se trata en el capitulo 3. Al terminar estos 3 capitulos a manera

de conclusién se presenta una discusion general.



CAPITULO 1
DISTRIBUCION DE CELULAS CEBADAS EN EL #USCULO

DIAFRAGMA Y EN LA TRAQUEA DEL COBAYO

INTRODUCCION

Como se menciond en la introduccion general de esta tesis, el tejido blanco por
excelencia para la reaccidn de anafilaxia es el musculo liso;, de hecho una de las
reacciones mas conocidas del choque anafilactico es el espasmo o contraccion
enérgica y sostenida del musculo liso del tracto respiratorio. Como también se
menciond, segun la hipotesis del efecto mediado, esta reaccion anafilactica se
produce por el efecto de mediadores liberados por las células cebadas luego de
ser activadas por el antigeno. Con el propésito de dilucidar el papel de las células
cebadas en la reaccion alérgica del tejido muscular, en este capitulo se presenta
un estudio morfometrico sobre la poblacion de mastocitos o células cebadés en el
musculo esqueletico del diafragma y el musculo liso de la traquea.

Generalmente los mastdcitos que se encuentran en el tejido muscular se
consideran, segun la teoria del "efecto mediado", como los unicos sitios en los que
el anticuerpo se une, por lo que se estiman como el blanco de accion de los
antigenos (Ishizaka e Ishizaka, 1984). Los mastocitos sensibilizados al
interaccionar con el antigeno, liberan compuestos como la histamina, los cuales se

difunden entre los espacios intercelulares, alcanzan las células musculares y las



inducen a contraerse como un efecto autofarmacolégico (Mongar and Schild, 1962;
Stanworth, 1973; Ishizaka e Ishizaka, 1984).

Como ya se dijo antes, ademas de este efecto mediado, se ha postulado un
mecanismo directo de accién (Dale, 1920, Doerr, 1929; Schild, 1956 y 1979,
Paton, 1959; Alonso de Florida, 1964 y 1980; Douglas, 1980). La hipotesis del
efecto directo de la anafilaxia directa postula que las manifestaciones alérgicas no
solo son el resultado de la accion de los mediadores quimicos sobre el dérgano de
choque, sino que la interaccion antigeno-anticuerpo también se puede llevar a
cabo sobre células blanco diferentes de las cebadas, como en las celulas
musculares, donde provoca cambios funcionales. Asi, tanto en el musculo como en
las celulas secretoras, la interaccion antigeno-anticuerpo induce la activacion de la
membrana, y ésta a su vez activa un sistema de acoplamiento, donde el papel del
caicio es al parecer fundamental (Alonso de Florida y del Castillo, 1977).

En la .anafilaxia de algunos tejidos musculares alergizados, los dos
mecanismos, mediado y directo, pueden coexistir y sumar sus efectos (Guschin,
1976, Alonso de Florida, 1980). Para el caso dei musculo diafragma denervado se
tiene lo siguiente: por una parte, se ha sugerido que un mecanismo indirecto de
accion ocurre en esta estructura, ya que la reaccion de Schultz-Dale puede ser
inducida con la administracion de la histamina y también puede ser inhibida con
antihistaminicos (Alonso de Florida, Del Castillo, Gonzalez y Sanchez, 1965a y b).
Por otra parte en 1968 Alonso de Florida et al. sugirieron que ademas de la posible

liberacion de histamina por los mastocitos, los antigenos pueden ejercer una
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accion directa sobre la membrana muscular sensibilizada, produciendo cambios en
su permeabilidad similares a los inducidos por la acetilcolina en la union
neuromuscular (Alonso de Florida et a/, 1968). También encontraron que la
aplicacion de antigeno con una micropipeta de vidrio en areas restringidas de las
fibras del musculo diafragmatico denervado, origina cambios de impedancia vy
potenciales de accién (potenciales de antigeno) cuya amplitud aumenta cuando la
distancia entre la punta de la micropioea y la superficie celular disminuye.

Sin embargo, Dale y Zilletti (1970) y Chand y Eyre (1978), afirman que el
mecanismo directo de accion no ocurre en el musculo diafragma, sino que por ser
esta estructura tan rica en mastocitos, los "potenciales de antigeno"” se deben al
efecto de los mediadores que liberan las células cebadas sensibilizadas al
interaccionar con el antigeno. Cabe destacar que la aseveraciéon de que el
diafragma es rico en mastocitos se baso en una referencia equivocada, los dos
grupos de autores citan, como base para su afirmacion, un articulo de Mongar y
Schild (1962) que se refiere a la secrecion de histamina por diversos tejidos
durante la reaccion alérgica como una funcion de la histamina pre-existente, pero
en €l no se hace mencion alguna de las poblaciones de mastocitos. De lo anterior
se destaca la relevancia que tiene determinar la poblacion de mastocitos en este
musculo. Precisamente, este capitulo contiene este estudio cuantitativo. El numero
de mastocitos que aqui reportamos no es lo suficientemente grande como para

invalidar las conclusiones del estudio electrofisioldgico mencionado
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De manera colateral al tema de la anafilaxia, pero no menos importante,
nuestro estudio también tiene que ver con la cuestion del control tréfico del nervio
sobre el musculo esquelético (Gutman, 1962; Jolesz y Sreter, 1981). Es sabido
que la denervacion causa cambios electrofisiologicos y estructurales en el musculo
esquelético (Lewis, 1972; Miledi y Slater,1970). De hecho el cambio mas relevante
para este trabajo es que el musculo esquelético sblo al denervarse presenta la
reaccion de Schultz-Dale (Alonso de Florida et al.,, 1965). Aqui encontramos que
ademas de los efectos ya mencionados, la denervacion influye en el tamano y el
patron de distribucion de la poblacion de mastocitos. Al parecer la influencia de un
nervio motor afecta la estructura del tejido muscular mas alla de los elementos
involucrados directamente en los procesos de transmisioén y contraccion (Sanchez-
Mejorada y Alonso de Fiorida, 1992).

Como en el diafragma, en el muscuio liso surge también la siguiente
pregunta: ¢ hay suficientes células cebadas para inducir. a través del mecanismo
indirecto de los mediadores farmacologicos, la respuesta de Schultz-Dale? Si no,
esta respuesta podria también aparecer como evidencia colateral del mecanismo
directo.

Como antecedentes existen dos estudios sobre la poblacion de células
cebadas en el tracto respiratorio y pulmones de otras especies, uno en el perro
(Gold, Meyers, Dain, Milier y Bourne, 1977) y otro en monos (Guerzon, Paré,

Michoud y Hogg, 1979). Hacer un estudio comparativo con el cobayo es de gran
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relevancia porque esta especie es la que se usa con mas frecuencia como modelo
experimental de alergia y anafilaxia (Kallos y Kallds, 1984). Otras razones para
estudiar la traquea del cobayo son: a) la anafilaxia de este tejido es mediada
principaimente par histamina (Souhrada y Dichey, 1976), b) se conoce la
sensibilidad del musculo liso de los anillos traqueales a la histamina (Olmedo,
Berumen, Blanco, Cordoba y Alonso de Florida, 1965); ¢) se sabe la cantidad de
histamina que liberan las células cebadas obtenidas del tracto respiratorio de estas
especies, después de la administracion del antigeno (Pearce, Behrent, Blum,
Poblete-Frudt, Pult y Stand-Voss, 1977), y (d) la respuesta anafilactica en la
traquea aislada del cobayo puede tomarse como un modelo de asma (Muccitelli,
Tucker, Hay, Torphy y Wasserman, 1987).
MATERIAL Y METODO

Se usaron cobayos de uno y otro sexos de aproximadamente 300g de peso.
Los cuales se anestesiaron con pentobarbital sddico (33mg/kg) y se sometieron a
neurotomia, de aproximadamente 1.5 cm de longitud, del nervio frénico izquierdo a
nivel cervical.

Los animales se sacrificaron 21 dias después de la denervacion mediante
un golpe en la nuca. En seguida, en cada animal. se perfundid el sistema
circulatorio con solucion salina de Ringer-Krebs a pH de 7.4, que contenia; NaC!
145.0 mM, KCI, 5.92 mM; KH,PO,, 1.18 mM; NaHCO,, 24.88 mM; CaCl,, 1.27 mM.
MgS0,, 1.18 mM, previamente burbujeada con mezcla de 95% de 0, y 5% de CO.

Para perfundir se cortd la punta del corazén y luego se canuld la arteria aorta a

13



través del ventriculo izquierdo, con el fin de lavar toda la sangre de los tejidos. A
continuacion, se obtuvieron muestras de tejido traqueal y de los hemidiafragmas
inervado y denervado. Estas muestras de tejido se procesaron para su estudio
histologico como se describe a continuacion.

En cada animal, se cortaron dos tiras del diafragma en forma de prisma
rectangular, una del lado izquierdo denervado y otra simétrica del lado derecho
inervado que sirvio como control. Cada tira incluia el musculo y las porciones
tendinosas central y de la costilla (Fig. 1.1). La costilla se separé conservando
intactas las fibras musculares.

La traquea se extrajo desde su porcion laringea hasta su bifurcacion y bajo

MICroscopio se le quito el tejido laxo que la envuelve.

Figura 1 1 Esquema del diafragma del cobayo. (A) tenddn central, (B) musculo y (C) sitio de
insersion de la costilla. En D se ilustra el tejido incluido en una tira experimental
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A continuacion los tejidos se fijaron por imersion en formaldehido al 40% con
amortiguador de fosfatos a pH 7 durante dos horas. Se deshidrataron con
concentraciones crecientes de alcohol (70% al 95%); se impregnaron e incluyeron
en JB-4, una resina plastica que preservo la ultraestructura de estos tejidos, lo cual
no se logré con inclusion en parafina. De las inclusiones se sacaron cortes
semifinos seriados de 10 um de grosor en un ultratomo LKB 2088. EI musculo
diafragma se cortd en secciones transversales, con respecto a la direccion de las
fibras, la traquea también se cortd en secciones tranversales con respecto al eje
cefalico-caudal del cilindro que forma este organo. Todos los cortes se montaron
ordenadamente en portaobjetos y se tifleron con colorante de Giemsa durante 45
min . se quitd el exceso de colorante poniendo los cortes en agua destilada
durante 20 min. Finaimente se observaron en un microscopio foténico.

Las células cebadas se identificaron por su caracteristica principal que es ia
presencia de granulos metacromaticos en su citoplasma (Padawer, 1963; Banks,
1974, Metcalfe, Kaliner y Donlon, 1981). Aunque de torma y tamano variable, las
celulas cebadas se caracterizaron en general por tener forma oval, didmetro de
14 a 20 um. nucleo unilobulado, pequeno y localizado en el centro de Ia célula. .as
celulas asi identificadas se contaron en cada corte y al mismo tiempo se determino
su ubicacion en los diferentes compartimentos de los ‘tejidos: en el diafragma se
observaron en el tendén central, epimisio, perimisio y endomisio; enla traquea se
localizaron en la serosa, mucosa, submucosa y musculo; en el cartilago de esta

estructura no se encontraron células cebadas. Cabe aclarar que so6lo se contaron
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las células cebadas con granulos ya que son eéstos los que contienen los
mediadores farmacoldgicos de la anafilaxia que son de nuestro interés en este
estudio. En esta tesis nos referiremos a estas células granulares simplemente
como celulas cebadas o mastocitos.

En vista de que la efectividad de las células cebadas en la anafilaxia esta
nbviamente relacionada con su cercania al muscuio liso. la poblacion de células
cebadas encontradas en los diferentes compartimentos de la traquea se dividieron
en dos subclases: las de una zona cercana al musculo (ZCM) y las de otra lejana a
él (ZLM) Estas zonas fueron arbitrariamente definidas por dos lineas rectas que
van del centro del anillo traqueal a los puntos de insercion del musculo en el

cartilago (Fig. 1.2).

Figura 12 Representacion esquematica de la histologia de un anillo traqueal para ilustrar los
diferentes compartimentos del tejido en los que se contaron las células cebadas: () mucosa, (b)
submucosa. (¢) masculo, (d) cartilago, y (e) serosa. Las lineas L y K dividen arbitrariamente el anillo
en zonas cercana y lejana al muscuio
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El volumen en mm® de cada corte deshidratado y tefido se calculd
midiendo su drea en mm? y multiplicAndola por su grosor (0.01 mm). El 4rea se
midié en una fotografia del corte. El volumen de las preparaciones se obtuvo
sumando los volumenes de cada corte. La densidad se determind como el numero
de células encontradas dividido entre el volumen de cada porcion de tejido.

RESULTADOS

Distribucion de mastocitos en el musculo diafragma

En la tabla 1.1y en la Fig.1.3 se muestra el promedio | e.a. (N=10) de
células cebadas encontrado en el musculo 45.8 + 6.8 y en el tendon 228.2 + 38.6
del diafragma inervado. En el diafragma denervado esta relacion se invierte con
190.4 + 29.5 en musculo y 42.0 = 3.4 en tenddn. Estos datos sugieren que las
células cebadas migran del tenddn hacia el musculo después de la denervacion
dado que, las diferencias entre los promedios del numero de celulas cebadas en el
musculo (144.6 + 27.8) y en el tenddn (186.2 + 39.2) de ambas condiciones
experimentales no resuitan estadisticamente significativas (P>0.5).

En la Fig. 1.4 se representa la distribucion de mastocitos a lo largo del
musculo diafragma, asi como los efectos de denervacion sobre esta distribucion.
En el musculo diafragma inervado, un gran numero de mastocitos aparece
acumulado en el borde del sitio de insercion de las fibras musculares con el tendon
central, desde este borde el numero de mastocitos contados decrece en ambas
direcciones hacia el musculo y hacia el tenddn central. El nimero de mastocitos

fue considerablemente mayor en el tendén que en el musculo.
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Tabla 1.1. Numero de células cebadas en el musculo diafragma (promedios 1 e.e.)

MUSCULO | L TENDON _
Células Volumen  Densidad Células Volumen  Densidad
(mm?) (cél/mm®) (mm*) (céVmm”)
Inervado 45.8 i6.8 1.6410.22 228.2+386  0.24:0.050 9701100
Denervado 190.4+ 29.5 1.09+0.07 175422 42.013.4 0 18:+0.01 240139
Diferencias
pareadas 144.61 27.89¥  .0.541023 143422 -186.2+39.2"  -0.054+0.04  -730:190
t 519 2.42 4.75 1.37 7.48
P,n=10 <.001 ~.04 <.001 =2 <.001

Las diferencias entre el nimero de células cebadas en musculo (a) y tendén (b), como efecto de la
denervacion, no son significativamente diferentes (1=0.855, P=0.5). Las diferencias entre las

preparaciones inervadas y denervadas son significativas.

NUMERO DE MASTOCITOS
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Figura 1.3. Distribucion de mastocitos en el tenddn y el musculo del diafragima inervado y denervado
det cobayo. Las barras son promedios + e.e. (n=10). Las diferencias entre musculo y tend6n en
ambas preparaciones, inervado y denervado, son significativas P < 0.001, de acuerdo con {a prueba
de t para duplicados pareados (Fisher, 1950).(Tomada de Sanchez-Mejorada y Alonso de Florida,

1992)
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Este patron de distribucion de los mastocitos se altero después de la denervacion.
Los mastocitos se encontraron aproximadamente a la mitad del musculo. Desde
esta region el nimero de mastocitos decrecié en ambas direcciones, hacia el

tendon central y hacia el tendén de la costilia.
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Figura 1.4. Distribucion de mastocitos en el tendon y el musculo del diafragma del cobayo. Las
abscisas representan fracciones de la longitud del musculo tomada como unidad. El cero es el sitio
de insercion del miusculo con el tendon central. Las ordenadas son la suma de las cuentas de
mastoctos en 10 preparaciones. Lineas gruesas: preparaciones inervadas. Lineas deigadas:
preparaciones denervadas. Desde el punto de vista estadistico, los histogramas de frecuencias
presentados son equivalentes a tablas de contingencia. Asi, a los datos se les aplicaron pruebas de
independencia (Fisher, 1950) para determinar las diferencias en el patron de distribuciéon entre el
diafragma inervado y el denervado. La posibilidad de que los tejidos comparados sean
independientes, tanto cuando se incluye o no al tendén se rechaza con una P < 0.001. (Tomada de
Sanchez-Mejorada y Alonso de Florida, 1992).
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En la Fig. 1.5 se muestra el patron de distribucién de los mastocitos en los
compartimentos del musculo diafragmatico: endomisio, perimisio y epimisio. En
ambos musculos, inervado y denervado, el endomisio exhibe un nimero menor de
mastocitos que el perimisio 0 el epimisio. Estos ultimos dos compartimentos
contienen un numero similar de mastocitos. Después de la denervacion el nimero
de mastocitos aumentd aproximadamente cuatro veces en todos los

compartimentos del tejido conectivo.
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Figura 1.5. Distribucion de mastocitos a lo largo del musculo diafragma del cobayo. Las abscisas
representan fracciones de la longitud del musculo toimada como unidad. Las ordenadas son la suma
de las cuentas de mastocitos en 10 preparaciones. Lineas gruesas. preparaciones inervadas.
Lineas delgadas: preparaciones denervadas. Se aplicaron pruebas de independencia. Los patrones
de distribucién a lo largo del musculo son diferentes en el musculo inervado y el denervado en
cualquier compartimento; independencia rechazada en tabla de contingencia de 2 x 5: epimisio
X’=42.17, P<0.001; perimisio X°=32.4, P<0.001; y endomisio X’=7.88, 0.02<P<0.05. La proporcion
de cuentas entre el musculo inervado y el denervado fue homogénea en todos los compartimentos;
independencia no rechazada en tabla de contingenciz de 2x3, X°=4.41, 0.1<P<0.2. (Tomada de
Sanchez-Mejorada y Alonso de Florida, 1992).
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Los calculos sobre densidad, esto es cuentas/volumenes, se presentan en
la Fig. 1.6, en la que podemos apreciar que los dos factores, atrofia y redistribucion
de células cebadas en el diafragma denervado, alteran el patron de las densidades

a lo largo del musculo
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Figura 1.6. Densidad de células cebadas en el tenddn y el misculo a varias distancias desde el sitio
de insercion del musculo con el tenddn. Linea continua: lado inervado; linea discontinua: tado

denervado.

Simetria entre el hemidiafragma derecho e izquierdo. Con el propésito de
definir si los cambios mencionados en la seccidn anterior se debieron a la
denervacion y no son resultado de algun grado de asimetria entre los

hemidiafragmas, se realizd6 un estudio sobre la simetria entre hemidiafragma
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derecho e izquierdo. Se escogid el nervio frénico izquierdo para la neurotomia
porque, comparado con el derecho, sus relaciones anatomicas permiten una
cirugia mas facil. Para probar que el hemidiafragma derecho y el hemidiafragma
izquierdo inervados son simétricos, realizamos tres experimentos extras en
animales normalmente inervados. Asi, obtuvimos tres preparaciones del
hemidiafragma derecho que comparamos con 13 preparaciones del lado izquierdo.
Diversas pruebas estadisticas no mostraron diferencias entre estas preparaciones
en lo que concierne a: (a) distribucién de células cebadas a lo largo del musculo y
tendén (X%=0.6634, P>0.7 para homogeneidad en musculo; y X°=0.5376, P>0.7 en
tendon), (b) distribucion de células cebadas en los diferentes compartimentos del
musculo (X*=1 519, P>0.2); y (c) volimenes a varias distancias del sitio de
insercion con el tendén (W>16 de manera que W>[3(13+3+1)-w(0.05,13,3]). Estos
datos control validan las diferencias atribuibles a la denervacion.

Atrofia por denervacion. Finaimente nuestro estudio morfolégico de diafragma
confirma los datos de atrofia muscular por denervacion reportados por Harris
(1974). En efecto, en nuestros experimentos la atrofia fue marcada después de 21
dias de la degeneracion del nervio. Corroboramos la atrofia estimando el volumen
muscular. E! volumen del musculo denervado (1.09 mm®) fue aproximadamente el
65% del volumen del musculo inervado (1.62 mm?®). En la Fig. 1.7 se muestra que
la atrofia muscular es mas marcada en la vecindad del tendén y que este volumen

decrece progresivamente hacia el tenddn de ia costilla.
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Figura 1.7 Volumenes medidos en musculo y tendon a varias distancias del sitio de insercion del
tendén con el musculo. Linea continua: lado inervado, linea discontinua: lado denervado.

Distribucion de mastocitos en tejido traqueal.

Los datos presentados en la tabla 1.1l y el analisis de varianza anidado (n=5)
muestran que existen diferencias estadisticamente significativas entre las
densidades de células cebadas encontradas en los compartimentos tisulares de la
traquea estudiados, de acuerdo con la siguiente relacion: musculo < serosa <
submucosa < mucosa. La densidad de células cebadas en el musculo (3 x 10°

céllmm®) es aproximadamente dos 6rdenes de magnitud mas pequena gque en la
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mucosa (4.8 x 10° cél/mm’) o que en la submucosa (2.4 x 10" célimm?). La
densidad en musculo es del mismo orden de magnitud que en la serosa (8 x 10°

célimm?®).

Tabla 1.li. Promedios t e.e. (n=5) del numero de mastocitos (N}, volumenes (V) y densidades (N/V)
en los diferentes compartimentos de la traguea del cobayo.

ZCM ZLM
N Vimm»)  N/V(cél/mm”) N vmm®)  NV(cEImmY)
Serosa 538192  0.37:0.01 1427220 7£3 031003 2318.1

Submucosa 15451252 0.05+0.004 2744715114 49251385 0.2210.03 2413042766
Mucosa 19041357 0.04+.0.004 4448819153 5169+357 0.1110.01 494807635

Musculo 4118  0.15+0.03 300162

ZCM: zona cercana al masculo; ZLM: zona lejana al musculo

La densidad de células cebadas es mayor en la ZCM que en la ZLM en
todos los compartimentos, excepto en la mucosa. En la serosa esta diferencia es
muy grande, aproximadamente dos ordenes de magnitud: en la ZLM hay 2.2 x 10
cél/mm® contra 1.4 x 10° cél/mm® en la ZCM. Las diferencias entre submucosa Yy
mucosa son relativamente pequefas: 2.4 x 10* cél/mm® en la ZLM contra 2.7 x 10*
cél/mm® en la ZCM en submucosa, y 4.9 x 10% cé/mm® en la ZLM contra 4.4 x 10°
cél/mm? en la ZCM en la mucosa. De acuerdo con el analisis estadistico (ANDEVA
anidado) la densidad de mastocitos es mayor en la ZCM que en la ZLM en todos
los compartimentos, excepto en mucosa, donde esta prueba no reveld diferencias

a un nivel de significancia de 0.05.
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DISCUSION

Los resultados presentados en este capitulo muestran la presencia de
ceélulas cebadas en el musculo diafragmatico del cobayo y ademas, que su
distribucidn entre el tenddn y el musculo es dependiente de la inervacion
Encontramos que en el musculo inervado las células cebadas se localizan
oredominantemente en el tenddén central y que después de la denervacion esta
relacion se invierte.

Para explicar este fendrneno planteamos dos hipodtesis, la primera consiste
en la posibilidad de que las células cebadas migren del tendon hacia el musculo
después de la denervacion. Este fendmeno podria estar dado por inhibicidon del
nervio sobre la migracion celular, via neurotrasmisores, la cual se suprimiria
despues de la denervacion, de manera similar a los cambios estructurales y
funcionales del musculo que ocurren durante la degeneracion del nervio (Miledi y
Slater 1970). En este sentiao, el hecho de que después de la denervacion las
celulas cebadas se acumulen en la regidn media del musculo, donde normalmente
se localizan las sinapsis (Ham, 1979), sugiere la liberacidn de factores troficos
nerviosos en el musculo inervado, asi como, un mecanismo compensador en el

musculo denervado, consistente en la liberacion de mediadores por las células

cebadas, involucrados en la contraccién muscular La segunda hipotesis es que la

denervacion no induzca cambios en el numero de células cebadas sino mas bien
cambios en el numero de sus granulos, faciitando o dificultando su identificacion

hiltolégica. Esto se puede explicar argumentando que el nervio a través de
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neuropéptidos, activa a las células cebadas induciendo su degranulacion, y que al
denervar se inhibe la activacion y pcr o tanto los inediadores farmacologicos
permanecen dentro de los granulos citoplasmaticos, dando lugar a una aparente
disminucion y aumento, respectivamente, en el numero de células cebadas. Al
respecto se sabe que la denervacion causa alteracion en la densidad de células
cebadas, por ejemplo Ganguly et al. (1978) observarén un aumento en la cantidad
de células cebadas granulares del estdbmago de la rata, después de la seccion del
nervio vago. También se sabe que existe interaccidn morfologica (Skofitsch, Savitt
y Jocobowitz, 1985; Williams, Bienenstock y Stead, 1995) y funcional (Bienenstock,
Blennerhassett, Tomioka, Marshall, Perdue y Stead, 1989; Cherubini, Ben Ari, Gho,
Bidard y Lazdunski, 1987, Weinreich, Undem, Taylor y Barry, 1995) entre células
cebadas y nervios. En este sentido se han descrito algunos neuropéptidos como
son el factor-nervioso del crecimiento (Aloe y Levi-Montalcim 1977), la sustancia P
(Foreman y Jordan, 1984) vy el péptido degranulador de células cebadas
(Cherubini et al.. 1987), capaces de degranular a las celulas cebadas

Dado que una de las caracteristicas de las celulas cebadas es su capacidad
de migracion (Miller, 1980) y con base en que después de la denervacion
encontramos que el numero de celulas cebadas perdido por el tendén es igual al
ganado por el musculo (Sanchez Mejorada y Alonso de Florida, 1992), me inclino
por la hipotesis de migracion de las células cebadas.

Con los datos existentes no se puede resolver cual de los dos mecanismos

propuestos participa en este proceso. Para probar experimentalmente que las
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células cebadas migran del tenddn al musculo, después de la denervacion,
podriamos identificarlas utilizando IgG, marcadas con peroxidasa, ya que se sabe
que en el cobayo existen receptores de membrana para estas inmmunoglobulinas
y aunque estos receptores no son exclusivos de las celulas cebadas nos
permitirian identificarlas aun degranuladas. Asi mismo, la migracion celular podria
inferirse si in vitro separamos el tendon del musculo eliminado asi la posibilidad de
que las células cebadas que estan en el tenddn pudieran migrar hacia el musculo.
Si después de la denervacion de todos modos el numero de éstas aumenta en el
musculo, esto nos indicaria que el nervio induce de alguna manera la
degranulacion de estas células. Por otro lado, probar que la seccion del nervio
frénico inhibe la activacion de las células cebadas en el musculo es factible ya que
por un lado se podrian identificar con técnicas de inmunocitoquimica los
neuropeptidos que se sabe inducen la degranulacion de las células cebadas y por
otro lado se podria revertir la denervacion aplicando exoégenamente estos peéptidos
y de esta manera ver que acontece con la poblacion de mastocitos.

Ambas posibilidades, migracion de células cebadas o aumento de sus
granulos, Induciran una respuesta compensadora para mantener la funcion
fisiologica del musculo, que es la contraccién. Asi, el aumento de células cebadas
en el musculo diafragmatico denervado del cobayo estaria asociado al desarrollo
de receptores a histamina en este tejido (Alonso de Florida et al., 1965a; Alonso de
Florida, et a/., 1965b). Por lo tanto se podiia esperar que la secrecion regular de

histamina por las células cebadas genere tono y contractilidad de las fibras del
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musculo denervado. De hecho, el tono y la contractiidad espontanea son
caracteristicas observadas en el diafragma denervado (Alonso de Florida et al.,
1965).

El aumento de células cebadas en el diafragma después de la denervacion,
y el hecho de que ésta sea condicién necesaria para que la reaccién de Schultz-
Dale se produzca en este tejido, parece apoyar la teoria del efecto mediado de la
anafilaxia. No obstante, cabe recalcar que la densidad de células cebadas
encontrada en el musculo esquelético, no es suficiente para explicar la teoria del
efecto mediado en la reaccion de Schultz-Dale.

Significado de los mastocitos en la anafilaxia del musculo esquelético
denervado.

Estos resultados apoyan la existencia de un mecanismo directo. Dado que,
el numero de mastocitos encontrado es tan pequefo, un calculo grueso (capitulo
2) fue suficiente para mostrar que la probabilidad de alcanzar los mastocitos con
descargas de antigeno desde una micropipeta, como en el experimento de Alonso
de Florida y cols. (1968) mencidnado en la introduccion, es insignificante. Lo mas
probable bajo estas circunstancias, es que el antigeno, al interaccionar con el
anticuerpo directamente sobre las fibras musculares, induce la accion excitatoria.

Los datos sobre densidad de células cebadas (d), capacidad de liberacion
de mediador por célula (m) y concentracion de mediador necesaria para inducir
una contraccion (c) se pueden relacionar de tal manera que m=c/d. Y en efecto, ia

inversa de la densidad de células cebadas (1/d), es el volumen de tejido ocupado
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por cada célula cebada, capaz de liberar una cierta cantidad de mediador m, para
alcanzar la concentracién ¢, asi mismo suficiente para inducir una contraccion
muscular de una magnitud dada. Esta relacion se puede reprasentar con un
nomograma (Fig. 1.8), y en este sentido puede relacionarse con la anafilaxia si
nosotros conocemos las concentraciones de antigeno necesarias para producir las
contracciones equivalentes. La respuesta maxima a histamina en este tejido es
inducida por 1 nglmm3 y el 50% de la respuesta maxima por 100 pg/mm® (Alonso
de Florida et a/, 1965b). Se sabe que estas respuestas a histamina son similares a
las inducidas por el antigeno (Gutiérrez-Lopez y Alonso de Florida, 1980).

De acuerdo con el nomograma, tenemos que la capacidad promedio de
liberacion de histamina de las celulas cebadas en este musculo, requerida para
producir el 100% y el 50% de la contraccion de Schultz-Dale con 175 células/mm?®,
que es la densidad promedio de ceélulas cebadas encontrada en el musculo
denervado, es aproximadamente 6 y 0.6 pg/célula respectivamente. Estas cifras
son de un orden de magnitud y del doble mas altas que la capacidad de liberacion
de las celulas cebadas del tracto respiratorio que es de 0.3 pg/célula (Pearce et al,
1977). Ademas, para inducir la respuesta maxima y el 50% de la respuesta
maxima con 304 células/mm®, que es la densidad mas alta encontrada a la mitad
del musculo entre sus inserciones, la cantidad de mediador necesaria es menor,
aproximadamente 3.0 y 0.3 pg/célula respectivamente, pero estas concentraciones
estan aun en un rango mas alto que las de las células cebadas del tracto

respiratorio. Las células cebadas del peritoneo de la rata tienen una capacidad de
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liberacion de 6 pg/cél (Befus, Pearce, Gauldie y Horsewood, 1982), que es la
capacidad mas alta conocida de todas las clases de células cebadas.

Solo si asumimos que la capacidad de liberacion de las células cebadas
localizadas en el musculo esquelético denervado es muy alta, cuando menos tan
aita como la de las células cebadas del peritoneo, la contraccion de Schuitz-Dale
observada (Alorso de Florida et a/, 1965b) cuando se aplicé el antigeno, podria
explicarse por la hipotesis del efecto mediado. Sin embargo, la estimaciéon de la
cantidad de mediador liberado por cada ceélula cebada (m) obtenida en el
nomograma, debe ser de una u otra manera diferente que los valores reales en el
tejido, porque algo de mediador debe perderse en el proceso o en ofros
mecanismos autofarmacologicos. Desafortunadamente, dado el numero tan bajo
de células cebadas en este tejido, seria muy dificil aislarias para determinar su
capacidad real para secretar histamina
Significado de los mastocitos en la anafilaxia del musculo liso.

La baja densidad de celulas cebadas en el musculo traqueal, la cual es
menos de la mitad que en la serosa y aproximadamente dos ordenes de magnitud
menor que en mucosa y submucosa, no parece apoyar la afirmacion de que la
contraccion del musculo liso traqueal inducida con el antigeno es mediadé por
estas células (Souhrada y Dichey, 1976; Chand y Eyre, 1978). De hecho, Ila
histamina ha sido propuesta como el principal mediador en este musculo

(Souhrada y Dichey, 1976; Chand y Eyre, 1978), pero la cantidad de histamina
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requerida para este proposito es mucho mayor que la capacidad de secrecion de

las células cebadas.
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Figura 1.8 Nomograma que relaciona la densidad de células cebadas con la concentracion de
mediador y la cantidad de imediador liberago. Se muestran dos valores de densidades de células
cebadas: uno. 175 cél/mm’, que es la densidad promedio encontrada en el musculo; el otro, 304
céVmm’, que es la densidad encontrada a 1a mitad del misculo. Se dibujaron lineas desde estos
puntos (densidades) a los puntos que representan la concentracion de mediador (histamina)
necesario para producir la respuesta méxima (1000 pg/mm”) o el 50% de la respuesta maxima (100
pg/mm’) de la contraccion del musculo. Estas lineas intersectan la escala que representa la

cantidad de mediador requerido para ser liberado pcr cada célula cebada, para poder alcanzar la
concentracion de mediador indicada.
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Para inducir una concentracion maxima se debe alcanzar en los alrededores
de las fibras musculares una concentracion de aproximadamente 10 mg/ml (o 10
ng/mm’) de este compuesto (Olmedo et al, 1965). Conviene resaltar que esta
concentracion es un orden de magnitud mayor que la correspondiente en
diafragma. Una contraccidon maxima inducida por el antigeno es de la misma
tension, o ligeramente menor, que una contraccidon maxima inducida por histamina
(Alonso-deFlorida y Del Castillo, 1977). Por otro lado, la densidad de células
cebadas en el musculo traqueal es de sdlo 300 cél/mm® (tabla 1.M). Asi, de
acuerdo con el nomograma que relaciona estas cantidades (Fig. 1.9), una sola
célula deberia secretar apoximadamente 30 pg de histamina para alcanzar la
concentracion requerida para inducir una respuesta maxima. No obstante, Pearce
y cols. (1977) reportan que las células cebadas del pulmén del cobayo liberan
aproximadamente 0.3 pg/cél. Si asumimos que las células cebadas del musculo
liso de la traquea de la misma especie, tienen una capacidad similar para liberar
histamina, ia cantidad liberada seria aproximadamente dos ordenes de magnitud
mas pequena que la requerida para explicar el postulado de la mediacion
farmacologica.

Podriamos de alguna manera relajar el argumento considerando, no la dosis
capaz de inducir la respuesta maxima sino la que induce el 50% de la respuesta
maxima, 1 mg/mi (0 1 ng/mm’) (Olmedo et al, 1965). Pero aun asi, la cantidad de
mediador que Se requieriria que secretara cada célula para alcanzar esta

concentracion seria de aproximadamente 3 pg, la cual es todavia menor por un
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factor de 10 con respecto a la capacidad de secrecion de las células cebadas del

tracto respiratorio.
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Figura 1 9. Nomograma que relaciona la densidad de células cebadas con la cantidad de mediador
liberado y concentracion de mediador. Para las cantidades relativamente pequeilas se usan las
cifras entre paréntesis tanto para las escalas de liberacion como para las de densidad. Se muestran
dos valores de densidades de células cebadas: uno, el encontrado solo en el misculo,
aproximadamente 300 céiulas/mm”; el otro, 6368 células/mm’, que es la densidad encontrada en
todos los compartimentos del tejido que rodean a las fibras musculares en la ZCM. Se dibujaron
lineas desde estos puntos (densidad) a los puntos que representan la concentracion de mediador
(histamina) necesario para producir la respuesta maxima (10 ng/mm”) o el 50% de la respuesta
maxima (1 ng/mm’) de la contraccion del musculo. Estas contracciones son ligeramente menores
que las que corresponden a la contraccion maxima y al 50% de la contraccion maxima de la
respuesta de Schultz-Dale. Estas lineas intersectan la escala que reprusenta la cantidad de
mediador requerido para ser liberado por cada célula cebada, para poder alcanzar la concentracion
de mediador indicada.

Si consideramos la heterogeneidad de las células cebadas (Bienenstock,
1988) y especulamos que las células cebadas del musculo liso de la traquea del
cobayo pueden liberar tanta histamina como 6 pg/cél, que es la cantidad de
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histamina que liberan las células cebadas del peritoneo de la rata (Befus et al,
1982), esta cantidad aun no es suficiente para explicar el efecto mediado ya que
es aproximadamente cinco veces menor que la requerida para producir la
respuesta maxima, pero si es suficiente para producir el 50% de la respuesta
maxima.

En vista de estos resultados, podriamos considerar una situacion extrema,
esto es, que todas las células cebadas que se encuentran en los diferentes
compartimentos de la traquea en la ZCM (6368 céllmm’) y no sélo las que se
encuentran en el musculo, contribuyen para inducir a las celulas musculares a
producir la contraccion maxima en respuesta al antigeno. Bajo estas
circunstancias, la cantidad de histamina que se requeriria que secretara cada
célula cebada seria 1 pg/cel, la cual es 3 veces menor que la capacidad de
secrecion de las céluias del peritoneo de la rata.

Sin embargo, sabemos que el mediador principal en la anafilaxia de la
traquea del cobayo es la histamina y que la mayor cantidad de esta se libera
durante los dos primeros minutos despueés de la administracion del antigeno
(Undem, Pickett, Adams, 1987). Ademas, el uso de antagonistas de los receptores
H, como la pirilamina boquean solo el 50% de la respuesta al antigeno (Vargas,
Montafo, Vanda, Segura, Seiman, 1990). Estos datos en su conjunto nos sugieren
que en la reaccion de Schultz-Dale del musculo liso traqueal del cobayo, ademas
de la histamina pueden intervenir otros mediadores tales como prostaglandinas y

leucotrienos. De hecho, el uso combinado de antagonistas de receptores H, ya
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sea con antagonistas de los leucotrienos 0 con inhibidores de biosintesis de
leucotrienos no llegan a bloquear totaimente la respuesta al antigeno (Daffonchio,
Pay:le y Whittle, 1987) Pero, la interaccion de antagonistas H; con antagonistas
muscarinicos e inhibidores de la biosintesis de leucotrienos y prostaglandinas,
inhiben de manera muy importante la respuesta al antigeno (Vargas et al. 1990).
La respuesta residual al antigeno, que no puede ser bloqueada con la interaccion
de estos farmacos, podria explicarse como un efecto directo del complejo
antigeno-anticuerpo sobre la membrana muscular.

Por otro lado, la densidad de células cebadas es menor en otras especies.
En el perro, Gold y cols. (19?7) encontraron cerca de 11 cél/mm?
(aproximadamente 2700 cél/mm’, considerando el espesor de 4 um de las
secciones) en la traquea, y 75 cél/mm® (aproximadamente 18700 cél/mm3) en
tracto respiratorio distal. En el mono (Macaca fasicularis) Guerzon y cols (1979)
encontraron en promedio 374 célimm® en la traquea, y aproximadamente 1000
cé/mm® en el tracto respiratorio terminal. Desafortunadamente estos autores no
dan ningun dato de las cuentas de ceélulas cebadas en el musculo del tracto
respiratorio, pero sus datos globales en estas especies no soportan la teoria de los
mediadores farmacolégicos pero sugieren la participacion de un mecanismo reflejo
(Gold et a/, 1977) o la presencia de mecanismos complejos como un incremento
en la permeabildad de la mucosa, o cual supuestamente permitiria la entrada de

mas antigeno a las paredes y asi amplificaria 1a respuesta (Guerzon et al, 1979).
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Finaimente, podemos concluir que la respuesta de Schultz-Dale en el
musculo liso del cobayo, es el resultado de la interaccidén de varios mecanismas,
los cuales coexisten, suman sus efectos y pueden ponerse de manifiesto por

métodos distintos.
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CAPITULO 2
PROBABILIDAD DE UN EFECTO MEDIADO EN LA ANAFILAXIA DEL MUSCULO

ESQUELETICO DENERVADO DEL COBAYO

INTRODUCCION

En un estudio experimental Alonso de Florida y colaboradores (1968) llegaron a
los primeros resultados que sustentan los postulados de los mecanismos directos de la
teoria de la membrana. Utilizaron el diafragma denervado del cobayo alergizado, pues
ya se habia comprobado anteriormente (Alonso de Florida et al., 1965a y b) que este
musculo se comporta en mucho como el musculo liso, por cuanto produce la reaccion
alérgica in vitro y da efectos farmacologicos comparables. Ademas, el gran calibre de
las fibras musculares del musculo esquelético ofrecen al investigador una estructura
que facilita aplicar las tecnicas electrofisiologicas. Los experimentos consistieron en
administrar el antigeno por medio de una microvalvula o micropipeta de vidrio, cuya
embocadura, muy pequena (5 a 10 um), podia abrirse o cerrarse mediante un émbolo
que se aproximaba o retiraba mediante la accidén de un electroiman. La microvalvula
fue ideada y construida especiaimente para realizar estos experimentos (Bryant, Del
Castillo, Garcia, Gijon y Lee, 1967). Las respuestas eléctricas de la membrana se
registraron con la técnica convencional de microelectrodos de vidrio. Los resultados
mostraron que las descargas de microdosis de antigeno en el liquido ambiente de ia
preparacion producian despolarizacion local con generacion de potenciales de accion,

a los cuales llamaron “potenciales de antigeno’ (PA). Tanto la amplitud como el curso
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temporal de la despolarizacion dependian de la distancia entre la punta de la
micropipeta y la superficie celular en el sitio de la implantacion del microelectrodo. Si la
punta de la micropipeta estaba lejos de la superficie del musculo la reaccion era
pequefia, pero la despolarizacion aumentaba gradualmente en relacion inversa a la
distancia entre la punta de la pipeta y el musculo. Si la distancia era corta la
despolarizacion liegaba a un nivel tal que se disparaban los potenciales de accion en
el musculo. Por otra parte, la superficie de la fibra no mostrd sitios especialmente
sensitivos al antigeno, sino que su sensibilidad fue unforme. Ellos dieron por hecho
que Solo existian unas cuantas celulas cebadas en el musculo diafragma denervado, y
que la mayoria de las microdosis de antigeno causaban PA actuando directamente en
las fibras musculares sensibilizadas, ya que de activar a las células cebadas, éstas
deberian de haberse destacado como sitios de sensibilidad exquisita al antigeno. For
consiguiente, conciuyeron que la presencia de estos PA graduales es prueba de un
efecto directo del antigeno sobre las fibras musculares.

Mas tarde Dale y Zilleti (1970) y Chand y Eyre (1978) criticaron esta conclusion
sobre la base de que el diafragma del cobayo esta "plagado” de células cebadas, y
que los PA se produjeron probablemente como un efecto del antigeno scbre las
células cebadas, con la subsecuente accion de mediadores locales tales como la
histamina sobre el musculo. Aunque estos autores no dieron evidencia cuantitativa
sobre esto y la referencia empleada para su aseveracion fue equivocada, como se
menciond en el capitulo anterior, sus criterios son Wtiles porque ellos finalmente

cuestionan si ¢hay suficientes células en el musculo diafragma para mediar la
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anafilaxia en las condiciones experimentales descritas por Alonso de Florida y cols, en
19687 En el presente capitulo se responde a esta pregunta.

Para abordar el problema, calculamos la probabilidad P, de que al menos k > 1
moléculas de antigeno puedan alcanzar al menos una célula cebada y activarla dentro
del musculo. Una P alta debilitaria considerablemente la conclusion hecha por Alonso

de Florida y cols. (1968) mientras que una P baja la apoyaria.

MATERIAL Y METODO

Para calcular P usamos la siguiente informacion: 1) los datos publicados por
Alonso de Florida y cols (1968) sobre el area que abarca el antigeno y el tiempo de
exposicion al mismo; 2) los datos de densidad de células cebadas en el musculo
esqueletico denervado reportados en el capitulo anterior y 3) las medidas del
coeficiente de difusion de los antigenos en el musculo.
Area abarcada por el antigeno y tiempo de exposicion El tiempo de exposicion al
antigeno se tom6 como 0.5 seg., que fue el lapso en el cual la pipeta estuvo abierta en
los experimentos de Alonso de Florida et al. (1968). El area cubierta por el antigeno
durante este tiempo no se mididé experimentalmente pero fue estimado por el didmetro
interno de la punta de la pipeta (5 um) y la difusion de!l antigeno en solucion salina del
bafo (seccion de resultados).
Densidad de células cebadas. Se usaron los datos de densidad reportados en el

capitulo precedente, donde mostramos ademéas que las células cebadas en el musculo

39



inervado son mas numerosas en el tenddn que en el myusculo, pero despues de la
denervacion cronica esta relacion se invierte.

La densidad promedio de células cebadas encontrada en todo el musculo
denervado fue de aproximadamente 175 cél/mm?®, y de aproximadamente 304 cél/mm?
la encontrada en la mitad de! musculo entre sus sitios de insercion.

Coeficiente de difusion. Dado que el antigeno albumina de huevo usado por Alonso

‘de Florida y cols (1968) no es detectable histolégicamente, en nuestros experimentos
utiizamos ferritina, otra proteina que también puede actuar como antigeno. La
posibilidad de observar las moleculas de ferritina directamente con el microscopio
electronico nos permitio la determinacion exacta de la concentracién de estas
moléculas a varias profundidades dentro del musculo. Ademas, el hecho de que el
radio de la molécula de ferritina es del mismo orden de magnitud que el de la
molécula de albumina de huevo, y también el hecho de que ambas proteinas son
globulares, justifican las extrapolaciones en nuestros calculos.

Con el fin de calcular el coeficiente de difusion de la ferritina en el musculo
diafragma del cobayo se ideo la siguiente técnica: se abtuvo una tira del diafragma
denervado del cobayo y se mantuvo en condiciones fisioldgicas in vitro. Se coloco una
pipeta de vidrio, cuyo diametro interno en la punta media 300 .um, en contacto con la
superficie del musculo, esta pipeta contenia una solucion de ferritina a una
concentracion de 100 mg/mi. Se permitid la difusion de la ferritina en el tejido durante
cuarenta minutos, momento en el que se detuvo al cambiar la solucién fisiolégica por

fijador de Karnowsky mas ferrocianuro al 10% durante 1 hora. El ferrocianuro sirvio
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para marcar la ferritina. En seguida, de la zona marcada se obtuvo con un vibratomo
una rebanada de tejido de 100 um de espasor el cual se proces’ para microscopia
electronica, luego se obtuvo un corte fino de aproximadamente 0.06 um de espesor,
perpendicular a la superficie del musculo sobre la zona donde se coloco la pipeta, del
que se tomaron varias micrografias de baja resolucion (6000 x) a traves de! tejido por
el que se difundid la ferritina. La ferritina solo difundié en el tejido conectivo sin pasar a
las fibras musculares. Con estas micrografias se construyd un "mosaico” que muestra
el camino de difusion de la ferritina a lo largo del tejido conectivo (Fig. 2.1).

Una vez localizado este camino de difusion se tomaron micrografias de mayor
resolucion (24000 x) a dferentes distancias, desde la superficie del musculo y a lo
largo del camino de difusion de la ferritina (ejemplos en Figs. 2.2A, By C).

Para determinar la concentracion de moléculas de ferritina, esto es, el nimero
de moléculas contado en un volumen dado en el tejido conectivo del musculo; se
marco una reticula en ias micrografias de mayor resolucién (24000x); el volumen en
cada caso se calculé multiplicando el area de la reticula por el espesor del corte de
tejido. 0.16 um?x 0.06 um = 0.01‘ um’. Se contaron las moléculas de ferritina en nueve
cuadros de la reticula, se escogieron sistematicamente tres cuadros en la parte
superior, tres en la parte media y tres en la parte inferior de cada fotografia como se
muestra en la Fig. 2.2C. De estas cuentas se sacaron promedios y se calculé la

concentracion.
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Figura. 2.1. “Mosaico” formado por micrografias de baja resolucion (6000x) del misculo diafragma denervado. Se distingue {a seccién
transversal de tres fibras musculares marcadas por los asteriscos situados en la parte media de cada fibra. Las fiechas indican el camino
por el que se difundié la ferritina. La punta de la micropipeta cargada con ferritina (100mg/mi) se puso en contacto con la superficie del
muasculo en el extremo izquierdo del mosaico durante 4C min. Las moléculas de ferritina no son visibles a esta resolucién. Los rectangulos
marcados con A, B y C corresponden a tres sitios donde se tomaron micrografias de mayor aumento que se muestran en la figura 2.2.
Ademas se tomaron otras micrografias de alta resolucion que sirvieron para determinar el gradiente de concentraciébn mostrado en la figura
2.3. Calibracién 16 um. (Tomada de Sanchez-Mejorada et a/. 1994).
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(Bb) y de Ia parte inferior de 1a
lado del cuadrado mide 0.416 um en el tejido y €quivale a 1 cm en g

micrografia. Las micrografias de los Cuadros fueron obtenidas a las siguientes profundidades: Ab,

Mejorada et al, 1994).
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RESULTADOS Y MODELO MATEMATICO

Coeficientes de difusion.
Femitina. Para determinar la presencia de moleculas de ferritina y su gradiente de
concentracion en el tejido conectivo del musculo, se detectaron las moléculas
individuales electrodensas en el microscopio electrénico de transmision (ME). El
procedimiento histolégico desarroilado detecta los sitios del tejido donde el cbmpuesto
ha penetrado. Una cuenta directa de moléculas de ferritina al ME permitio Ia
determinacion exacta de su concentracion a profundidades variables dentro del tejido.

En la Fig. 2.3 se muestran el gradiente de concentracion de la ferritina a
diferentes profundidades en el tejido conectivo del musculo y su ajuste con la ecuacion

de difusion (Crank, 1970).

C, e
C(x,4) = —==2 exp(=E° /7 41)d
(x,7) \/;[-I—);L p(-§ s (1)

donde C(X.t) es la concentracion de la ferritina a una profundidad X al tiempo t, D es el
coeficiente de difusion y C, es la concentracion inicial de ferritina sobre la superficie del
musculo. Del ajuste de la ecuacion (1) a los datos experimentales podemos obtener el
coeficiente de difusion D de ia ferritina en el tejido conectivo: D=0.56 um? /seg.

Albumina de huevo. Dado que los antigenos ferritina y albumina son globulares y sus

radios son del mismo orden de magnitud, podemos usar la ecuacion (2) (Einstein,
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1956) para calcular el coeficiente de difusion de la albumina de huevo a partir del valor

obtenido para la ferritina.

Rt 1
N 6mmp

donde R es la constante de los gases, 7' es la temperatura absoluta, N es el numero

de Avogadro, n el coeficiente de viscosidad del solvente, y p el radio de las
moléculas de soluto. Asi, despejando n de la ecuacion (2) y utilizando los valores del

radio de la molécula de ferritina (Munro y Linder, 1978) p, =6.25 x 10° um y el

coeficiente de difusion para la ferritina, D~0.56 um? /seg. obtenemos:

_RT
N 6rDp,

n

Por tanto, de la sustitucion de n y del radio de la molécula de albumina de
huevo (Bull, 1941) p_ =2.72x10° um en la ecuacion (2) obtuvimos el coeficiente de

difusion de Ia albumina de huevo D,=1.29 um? /seg.
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CONCENTRACION DE FERRITINA (C/Co)

0 50 100 150
PROFUNDIDAD EN EL MUSCULO (um)

Figura. 2.3. En las ordenadas se muestra el cociente de la concentracion de ferritina a i
profundidad dada (C) entre la concentracion inicial (Cy). En las abcisas se indica la profundidad de!
musculo. E! ajuste de la curva se hizo con la ecuacion (1). (Tomada de Sanchez-Mejorada et al .
1094).

Probabilidades.

El modelo. Para caicular la probabilidad Pr(X,=x) de que las moleculas de antigeno en
un espacio de volumen V dentro del tejido conectivo del musculo. alcancen un nimero
X de células cebadas, después de una descarga de antigeno, aplicamos la ecuacion

(3). Por lo tanto, X, tiene una distribucion de Poisson:
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Pr(x, = x) = (AV) exr(—&[_}_ x=0,1,2,.. (3)
X

donde A es la concentracion de células cebadas en la tira de musculo.
Como una aproximacion asumimos que el espacio de volumen V es un cilindro

representado en la Fig. 2.4
V = ha (4)

donde » es la profundidad alcanzada por k moléculas de antigeno en este volumen
dentro del lapso de tiempo requerido para desarrollar un PA, y a es el érea de la
superficie del muscuio cubienta por el antigeno despues de cada descarga
independiente de antigeno. Una descarga de antigeno es una cantidad dada de
antigeno que se difunde en el medio al abrir la micropipeta. Una “descarga
independiente de antigeno" es tal que ninguna otra descarga de antigeno administrada
durante el mismo experimento se sobreponga a la anterior. En estos experimentos la
mayoria de las descargas fueron independientes, excepto cuando se buscaba la
desensibilizacion. Ya que no conocemos la sensibilidad al antigeno en las céluias
cebadas localizadas dentro del musculo, tomamos k=1 como primera aproximacion.
En otras palabras, asumimos que después de cada descarga de antigeno, una o mas
moléculas quedan contenidas en un volumen V, y que si el mecanismo mediado es ¢!

que induce los PA, una de estas moléculas de antigeno deberia de ser suficiente para
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disparar la liberacion de suficiente mediador en al menos una celula cebada como
para inducir un PA. Por otro lado, en el experimento de difusion de ferritina la punta de
la pipeta fue puesta en contacto con la superficie muscular. Asi que, para calcular la
probabilidad mencionada, podemos asumir que después de cada descarga de
antigeno se genera un PA de por lo menos 25% del tamafio maximo. Por lo tanto, la
probabilidad de que al menos una célula cebada sea alcanzada por el antigeno en un

volumen V, esta dada por:
P =1-exp(-A}V) (5)

Para este calculo seria pertinente considerar sélo una fraccion del volumen V,
la que corresponde al tejido conectivo, y no la de las fibras musculares. Sin embargo,
NO €S necesaria una correccion ya que el error se compensa porque, el volumen
tomado en cuenta para las moléculas de antigeno es igual al considerado para Ias
células cebadas. Para obtener el valor de /, necesitamos el coeficiente de difusic'm de
los antigenos en el tejido conectivo. Para la ferritina, se determin experimentalmente
ajustando la ecuacion (1) (Crank, 1970) al gradiente observado en las micrografias. En

consecuencia, el parametro 4 es la solucion aproximada de la siguiente ecuacion no

linear.
: K
C(x,ty) = W (6)
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donde ( (x./) es la funcion de distribucion (1), +, es el tiempo de exposicion al
antigeno en los experimentos de Alonso de Florida y cols (1968), y ¥ es el volumen
de una sola célula cebada. La concentracion & /W asegura que una sola célula
cebada es alcanzada por al menos 4 moléculas de antigeno.

En muchos experimentos ia punta de la micropipeta fue puesta muy cerca de la
superficie del musculo (Fig. 2.4). Bajo estas circunstancias asumimos que el area de la
superficie del musculo cubierta por el antigeno es a=n(r, + r,)* donde r, es el radio de
la punta de la micropipeta, y r, es la distancia alcanzada por al menos una molécula
de antigeno duwrante su dfusion en el medio salino desde la micropipeta hasta la
superficie del musculo.

Calculos. Sabemos que r; =2.5 .um (Alonso de Florida et a/., 1968). Ademas, tenemos
que r, @s la solucion de la ecuacion (6) con el coeficiente de difusion del antigeno en
agua 339 um’ /seg y 77.9 um’ /seg respectivamente para ferritina y albimina de
huevo y t = 0 5 seg (ver seccion de meétodos). Obtuvimos que r, = 53.0 uym para la
albumina de huevo y r, = 3475 um para la ferntina Asi, las areas cubiertas

respectivamente por las moléculas de albumina de huevo y ferritina son «=9.6x10°

um’ y a=4 3x10° um?

La profundidad A, alcanzada por el antigeno en el tejido conectivo calculado
con la ecuacion (6) con £=0.5 seg, fue #=9.5umy 5h=4.48 um, respectivamente para

albumina de huevo y ferritina.
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Con la ecuacion (4) y conociendo los valores de # y a, obtuvimos V=9.1x10°
am® y v=19x10* um® como el espacio alcanzado con las moléculas de albumina de
huevo y ferritina, para el tejido durante 0.5 seg. Usando e! volumen caiculado y el
promedio de la densidad de células cebadas en aste musculo, aplicamos la ecuacion
(5) y obtuvimos P=0.016 y P=0.004, como las probabilidades de alcanzar al menos
una celula cebada respectivamente con albumina de huevo y ferritina. Si en lugar de
usar 6l promedio de la densidad a lo largo del musculo tomamos la densidad mas alta
encontrada en la region media (304 cél/mm’ ), las probabilidades son P=0.03 y

=0.003

Fig 2.4 Representacion de la punta de la pipeta en contacto con la superficie del masculo. Cuando
& micropipeta se abre, el antigeno se difunde desde la punta de la micropipeta en dos direcciones:
una hacia dentro del miscuio aicanzando la profundidad A, y otra en la superficie del masculo
alcanzando la distancia r, + r,. Una representacion simple del espacio alcanzado con las moléculas
de lntigeno durante un nempo corto (0.5 seg.) es un cilindro de volumen aproximado V=9.1x10"

um’ y ve19x10' um’, respectivamente para las moléculas de albumina de huevo y ferritina.

(Tomada de Sanchez-Mejorada et al., 1994).
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Con la ecuacién (4) y conociendo los valores de 4 y a, obtuvimos v=9.1x10*
um® y v=19x10* um’ como el espacio alcanzado con las moléculas de albumina de
huevo y ferritina, para el tejido durante 0.5 seg Usando el volumen calculado y el
promedio de la densidad de células cebadas en este musculo, aplicamos la ecuacion
(5) y obtuvimos P=0.016 y P=0.004, como las probabilidades de aicanzar al menos
una celula cebada respectivamente con albumina de huevo y ferritina. Si en lugar de
usar el promedio de la densidad a lo largo del musculo tomamos la densidad mas alta
encontrada en la region media (304 cél/mm’ ), las probabilidades son P=0.03 y
P=0.003

Fig 2.4 Representacion de la punta de la pipeta en contacto con la superficie del musculo. Cuando
i@ micropipeta se abre, el antigeno se difunde desde la punta de la micropipeta en dos direcciones:
una hacia dentro del miscuio aicanzando la profundidad 4, y otra en la superficie del musculo
dicanzando la distancia r, + r,. Una representacion simple del espacio alcanzado con las moléculas
de lmigeno durante un hempo corto (0.5 seg.) es un cilindro de volumen aproximado V=9.1x10"
wm® y V=1 x10* um®, respectivamente para las moléculas de albumina de huevo y ferritina.
(Tomada de Sanchez-Mejorada et a/., 1994).
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DISCUSION

Los resultados presentados en este capitulo muestran que no hay
suficientes células cebadas en el musculo esquelético denervado para explicar el
efecto mediado, y por lo tanto la hipotesis del efecto directo «.e ve apoyada, ya que
la mayoria de los PA observados reflejan un efecto directo del antigeno sobre las
fibras musculares alergizadas En particular, en lo que concierne a los
experimentos de Alonso de Florida y cols (1968) con la micropipeta y albumina de
huevo, los caiculos de probabilidad presentados en este capitulo, indican que se
tendrian que realizar 62 experimentos bajo las mismas condiciones para poder
alcanzar una celula cebada con la descarga de antigeno desde la micropipeta y
que ademas esta célula pudiera liberar suficiente histamina (y otros mediadores)
para provocar un PA Esto apoya las observaciones hechas en los experimentos
con la micropipeta, ya que cuando habia una distancia adecuada entre la punta de
la micropipeta y la superficie del musculo, se producia un potencial de accion cada
vez que el antigeno se descargaba sobre la superficie del musculo

Se podrian haber aplicado modelos mas reﬁnagos para obtener calculos de
probabiidad mas exactos con respecto a la hipotesis probada. Sin embargo, el
usado aqui fue suficiente porque las probabilidades calculadas son muy bajas, y
cualquier mejoramiento conduciria a probabilidades aun menores E! modelo
usado es, en efecto conservador en los siguientes puntos

1 Calculamos la probabilidad usando el coeficiente de difusion de la

ferritina medido en el tejido conectivo det musculo Pero. aun si la difusion fuera
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mucho mas rapida, la probabilidad obtenida seguiria siendo muy baja. Por ejemplo.
tomando los coeficientes de difusion de la albumina de huevo y de la ferritina en el
musculo, como si fueran en el agua, las probabilidades serian P=0 085 y P=0.026
respectivamente. probabilidades todavia bajas.

2 Asumimos que el antigeno descargado por la micropipeta se limité a un
cilindro de base a y aitura h dentro del musculo. Pero una representacién mas
realista seria un volumen como el que se representa en ia figura 2 4. asi el numero
de células cebadas en un volumen V disminuye y como consecuencia disminuye la
probabiidad calculada

3. También asumimos que todas las respuestas fueron provocadas con |a
punta de la micropipeta muy cerca de ia superficie del musculo, pero de hecho los
PA se pueden inducir con descargas originadas a varias distancias de la superficie
del musculo Y asi, entre mayor es la distancia, 1a probabilidad de alcanzar una
céiula cebada es menor ya que la concentracion inicial del antigeno en la
superficie del musculo también disminuye y seria menor que la que usamos en los
caiculos

4 En los calculos usamos el dato del promedio de ia densidad de células
cebadas, pero en vista de la poca profunaidad alcanzada por el antigeno después
de cada microdosis, una situacion mas realista seria utilizar el promedio de la
densidad de células cebadas solo en el epimisio el cual es menor y asi disminuye

la probabilidad.
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5 Consideramos que una sola molécula de antigeno puede hacer que una
célula cebada libere suficiente mediador para causar un PA; £ =1 Esto puede ser
verdad en los sistemas alérgicos naturales, pero en lo que se refiere al modelo
expenmental usado, este puede ser 10° veces menos sensible (Lichtenstein,
1968). lo cual implica una probabilidad extremadamente baja.

6 Sugerimos que el numero de moléculas de antigeno que le pegan a la
superficie de las céiulas cebadas (4 =1) durante la descarga es el mismo que ei
numero de moléculas que se unen al anticuerpo. No obstante, si consideramos ia
ley de accion de masas, el numero de moléculas de antigeno combinadas con el
anticuerpo depe ser menor que las moléculas que le pegan a ia superficie de las
rélulas Fsta consideracion también implica una probabilidad menor que |a
caiculada

Como se ve, todas estas consideraciones fortalecen la hipotesis del efecto
directo en la anafilaxia del musculo EIl hecho de que los potenciales de antigeno
se asocian con la reduccion de la resistencia de la membrana muscular similar a la
causada por la acetiicolina sugiere que los antigenos provocan un cambio en la
permeabilidad de |a membrana muscular

Es clara la mportancia de la nocion del efecto directo en la medicina, ya
que por analogla, uno podria esperar un efecto directo tambien en ei musculo liso.
estructura envuelta en las reacciones alérgicas. Por otro lado esta nocion sugiere
un enfogue diferente en el desarrollo farmacoldgico al lado de las investigaciones

sopre antinistaminicos. Los antihistaminicos no son tan especificos como
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usuaimente se piensa (Meyers Jaweta y Goldfien, 1980) y pudieran bloquear

parcialmente un efecto directo en el musculo liso
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CAPITULO 3
LOCALIZACION DE SITIOS DE UNION PARA IgG EN EL MUSCULO

LISO DEL COBAYO

INTRODUCCION

La anafilaxia puede producirse en tejidos o en células /n vitro. tales como el
musculo hso (Dale. 1920), cardiaco (Austen y Humphrey, 1963) esquelético
(Alonso de Florida et a/ 1968) y el nervio (Ninomiya et al, 1972) Douglas (1975)
ha postulado que también las células secretoras liberan sus productos inducidas
por la interaccion antigeno-anticuerpc Como ya se dyo en los capitulos
anteriores para explicar este fenomeno se han postulado mecanismos de accidn
directos e indirectos (Alonso de Florida. 1976)

En el mecanismo directo se propone que el antigeno interactua con los
anticuerpos Incorporados a las celulas blanco sensibilizadas, produciendo una
respuesta. asi. Si la célula en cuestion es una célula secretora producira secrecion,
s s una fibra muscular producira contraccion, si es un capilar dara lugar a
cambios en |a permeabilidad, etc La teoria de la membrana o del efecto directo,
en cuanto al musculo liso se refiere, no es nueva, ya Dale en 1920 habia sugerido
que @ antigeno especifico inducia la conitraccnén de las celulas de musculo liso
sensibilizadas. a traves de una accidn directa sobre la membrana excitable

Los trabajos clasicos sobre anafilaxia sostenian que las células alergizables
se imitaban a los mastocitos y los basofilos Sin embargo, hoy se sabe que una

vanedad de células pueden ser sensibilizadas mediante anticuerpos Asi la union
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de las inmunogliobulinas a través de su fraccion Fc a los receptores de la
membrana de distintas células del sistema inmune activa funciones fisiologicas
tales como proliferacion, fagocitosis y liberacion de mediadores quimicos (Kinet,
1989) Estos receptores Fc estan también involucrados en varios procesos
patolégicos principaimente en las alergias y enfermedades autoinmunes (Henson,
Henson, Fittschen, Kimani, Biatan y Riches, 1988). Y en efecto, cada vez existe
mas evidencia experimental de que este fenomeno se presenta también en las
reacciones alérgicas, asi se tiene que. (a) la accion del antigeno especifico sobre
la superficie de las fibras sensibilizadas del musculo esquelético (Alonso de
Florida et a/, 1965a y b, 1968, 1980, Gutiérrez Lépez y Alonso de Florida, 1980) y
dei musculo iso (Guschin, 1976) produce la contraccion del musculo in vitro; (b) la
administracion n witro del antigeno modifica el potencial de membrana y el
potencial de accion de los nervios sensibilizados (Ninomiya et al, 1972); (¢) la
interaccion del antigeno con las inmunogiobulinas reaginicas (IgE) en los
mastocitos y basdfilos induce la secrecion de mediadores farmacologicos a través
de ia agregacion de receptores Fc (Ishizaka e Ishizaka, 1971, Anderson, Slorach y
Uvnas, 1973 Austen, Wasserman y Goetzl. 1976; Metzger. 1976); (d) los
fragmentos Fc de la IgG, (pnncipal inmunoglobulina reaginica en el cobayo)
producen cambios de! potencial de membrana en células aisladas de musculo liso
(Souhrada y Souhrada, 1993); (e) la interaccion Ag-Ac produce la contraccion de

celulas aisladas de musculo liso (Nemoto y Okamura, 1992).
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Como otra evidencia de la unidn de las IgG a las membranas celulares, en
este capitulo presentamos datos morfologicos, obtenidos con técnicas
inmunocitoquimicas, del pegado de las inmunoglobulinas reaginicas (IgG) a la
membrana plasmatica de células de muscuio liso de la taenia coli del cabayo. Los
resultados mostraron que las inmunoglobulina reaginicas se pegan a la membrana
basal del musculo. con lo que se sustenta fuertemente la hipétesis del efecto
directo

MATERIAL Y METODO

Se utiizaron cobayos de la cepa Hartley de 300 g de peso. los cuales se
sacrificaron por dislocacion cervical, mediante un golpe en la nuca En seguida se
perfundid el sistema circulatorio con solucion salina sotonica de Ringer-Krebs a
pH ae 74 que contenia 1450 mM de NaCl, 592 mM de KCI. 1.18 mM de
KH,PO, 24 88 mM de NaHCO5, 1.27 mM de CaCi,, 118 mM de MgSO,. Para
perfundii se cortd la punta del corazén y se canuld la arteria aorta a traveés del
ventricuic 1izquierdo con el fin de lavar toda Ia sangre de los tejidos.
inmediatamente despues de la perfusion se extrajo la cintilla del colon (taenia coli)
y s& coloco en solucion de Krebs-Ringer oxigenada y mantenida a 37°C.

E/ tejdo se sensibilizd pasivamente in vitro incubandolo a 37°C durante 3
horas con suero hiperinmune de conejo anti-seroalbumina bobina (BSA) en
solucion salina de Ringer-Krebs. La concentracion de anticuerpo a la que se

expusieron ios tejdos fue de 13ug/mi
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Se hicieron reqistros de tension, como control, para verificar la respuesta del
musculo sensibilizado al antigeno especifico (BSA). Los tejidos se colocaron en
camaras de organo aislado con solucion de Ringer-Krebs, sujetando un extremo
de la preparacion a la base de la camara y el otro a un trasductor de tension
isométrica. Las preparaciones se mantuvieron a temperatura constante de 37°C
y s@ burbujearon continuamente con una mezcta de 95% de O, y 5% de CO,. Las
contracciones isométricas se registraron en papel con un oscilografo de plumilla a
través de un amplificador de DC La viabilidad del tejido se probd con la respuesta
a la histamina (10 ug/ml) administrada antes y después de la administracion del
antigeno especifico Luego los tejidos se fijaron por imersion durante 24 horas en
paraformaldehido al 4% y se sometieron a la técnica de inmunocitoquimica para
marcar, ya sea con fluorescencia 0 con peroxidasa (horse radish peroxidase
[HRP)). las IgG reactivas a BSA.

Para flouorescencia. después de fijado el tejido se paso a sacarosa al 30% y
luego en un criostato se obtuvieron cortes de 10 um. se colectaron en laminillas
gelatinizadas y se incubaron con suero de cabra 1 10 por 2 horas Se incubaron
con un anticuerpo anti-igG de conejo acoplado a isotiosianato de fluoresceina
(Sigma 1/50) por 2 hr se lavaron con amortiguador de fosfatos y se montaron con
glicerol 2 1 en H,O Finalmente se observaron en un sistema de epifluorescencia
de un microscopio Nikon Optiphot. Para la marca de inmunoperoxidasa, el tejido se
cortd en un vibratomo en secciones de 30 um las cuales fueron procesadas por

flotacion en camaritas ad hoc. Se incubaron por 2 hr con un anticuerpo monoclonal
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de rata biespecifico que reconoce a la IgG de conejo y a la HRP (Medicorp) 1/50;
seguido de HRP 5ug/mi por 90 min, finaimente la HRP se reveld con
diaminobenzidina al 0.1% y H,0O, al 0.005%. Algunos cortes se recogieron en
laminillas. se deshidrataron y montaron con permount (Sigma) para su observacion
en el microscopio Nikon arriba mencionado. En caso de encontrarse marca, el
resto de Ios cortes se procesaron para microscopia electronica, con 0,0, al 1%
por 20 min deshidratacion con concentraciones crecientes de alcohol y oxido de
propileno impregnacion con resina epoxica e inclusion en plano con la misma
resina entre dos cubreobjetos de plastico De esta inclusidon se selecciond el corte
del area de interés el cual fue reincluido en blogques de epon, de donde
posteriormente se obtuvieron cortes semifinos y finos; estos ultimos después de
contrastarse con acetato de uranilo y citrato de plomo se observaron en un
MICroscopio electrémco' Jeol 1001 Para ambos casos fluorescencia e
INnmunoperoxidasa. paralelamente se procesaron cortes control en los que se
omitio 1a sensibihzacion pasiva o incubacion con el suero hiperinmune anti BSA.
RESULTADOS

Con microscopia de luz se observaron marcas tanto de inmunofluorescencia
como de inmunoperoxidasa que revelan la presencia de IgG en las fibras de
musculo iso de la taenia coli del cobayo sensibilizada pasivamente. Al MICroscopio

electronico se confirmé la marca de inmunoperoxidasa de las IgG.
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Localizacion por inmunofiuorescencia de los anticuerpos reaginicos (IgG).
La inmunoflorescencia de las IgG se encontro tanto en la capa circutar como en la
capa longitudinal del musculo de la taenia coli, sensibilizada pasivamente con
suero hiperinmune de conejo contra BSA. En la Fig. 3.1B se distingue claramente
la marca intensa de inmunofluorescencia en las fibras de la capa circular
principaimente en las que se encuentran en el borde del tejido En la capa
longitudinal esta marca se extiende desde el borde del tejido hasta unas 20 fibras
hacia adentro tambien se distingue la marca en el tejido conectivo que rodea las
fibras longitudinales que estan en contacto con la capa circular En ia Fig. 3.1A se
muestra el control. @s decir, una seccion de musculo no sensibilizado en e! que no
se encontré marca.

Localizacion de inmunoglobulinas reaginicas (IgG) con microscopia
electronica. Se detecto la presencia de igG en la taenia coll del cobayo mediante
las marcas de inmunoperoxidasa Se observo reaccidn positiva a la peroxidasa en
ia membrana basal de las fibras musculares. En la figura 3.2 se puede observar
claramente |la marca de peroxidasa en la membrana de vanas fibras musculares, o

Que revela la union de las IgG a este rivel
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Figura 3.1. Fotomicrografia (10X) de una seccién de 10 um del misculo liso (taenia colj). A. Control
(musculo no sensibilizado) en el que no se encontré6 marca de peroxidasa. B. Corte longitudinal de
la teenia coli sensibilizada pasivamente mediante incubacion con suero hiperinmune de conejo
contrs BSA y procesado por inmunofluorescencia. Se distinguen la capa longitudinal y la capa
circular del musculo; notese la marca intensa de inmunofluorescencia que revela la presencia de
IgG sobre el masculo, tanto en las fibras de la capa longitudinal (flecha curva) como en las de la
capa circular (fiecha), misma que se extiende desde el borde externo del tejido hasta unas 20 fibras
hacia adentro. Calibracion: 50 um.

61

ey I S A%

X0 £ % 7y «.1”.‘_.
FALLA OF taiuiN



o R &%
e,

' e > P "y 3 c
S : i 9. i~ WERA T N
3 * . Ly 3 X3 i bt ) g, g"" by X 4
™, o i ; 4 AR S . b &R g 1
‘e Bt et “"'.'.’ -, '_““ volh i VAR bk gt ) ‘.(‘;ﬁ Al

Figura 3.2. Electromicrografias del musculo liso de la taenia coli del cobayo procesado por
inmunoperoxidasa para detectar anticuerpos reaginicos contra BSA. A. Musculo no sensibilizado.
8. Musculo liso sensibilizado con suero hiperinmune de conejo contra BSA, donde se distingue la
marca de peroxidasa en varias fibras (flechas) en aposicion a ia membrana celular. En el recuadro
so muestra un aumento de la zona de la membrana celular seilalada. Calibracion Ay B: 2 um,
recuadro 100 nm.
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DISCUSION

Aqui confirmamos que el musculo liso de la taenia coli del cobayo
sensibilizado pasivamente in vitro, con suero hiperinmune de cobayo contra BSA,
s@ contrae en respuesta al antigeno especifico (BSA). Y demostramos por medio
de técnicas inmunocitoquimicas de inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa la
unidn de inmunoglobulinas reaginicas a la membrana muscular.

E! mecanismo por el cual las inmunoglobulinas reaginicas se unen a la
membrana de las celulas musculares aun no es claro, pues podria ser a partir de
receptores Fc en la membrana de las células o bien mediante un mecanismo de
adsorcion fisica que no necesita de receptores para llevarse a cabo (Feigen,
Vurek, irwin y Peterson, 1961).

Se sabe que existen sitios de union especificos para inmunoglobulinas, esto
es receptores Fc, en diferentes celulas con funcionas inmunoldgicas como son las
células cebadas, eosintfilos, basofilos, linfocitos, neutréfilos, monocitos y
macrofagos alveolares (Delespesse, Sarfati, Hofstetter, Suter, Nakajima, Peleman,
Lettellier, Kilchherr y Frost, 1988). Asi mismo se han descrito receptores Fc ‘para
IgG en otros tejidos tales como la aorta (Kasukawa, Okada e Igari, 1980),
espermatozoo (Sethi y Brandis, 1980), bazo (Lin, Racis, Higginbotham-Ford y
Tanz, 1986) y fibras nerviosas periféricas (Vedeler, 1987). También se ha
demostrado que la IgG se une por medio de su fragmento Fc a los receptores

especificos de las fibras musculares esqueléticas (Aarli y Tonder, 1974).
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En el musculo liso todavia no se ha demostrado la presencia de receptores
Fc, sin embargo hay datos que sugieren que la sensibilizacion en este tejido se
lleva a cabo también a través de los receptores Fc. Esto se infiere de los
experimentos de Souhrada y Souhrada (1993) donde se observd que, durante la
sensibilizacion pasiva in vitro de miocitos aislados de la traquea del cobayo, se
producen cambios en el potencial de membrana tanto cuando los miocitos se
incubaron con 19G, pura o sélo con los fragmentos Fc de esta inmunoglobulina
reaginica.

Por otro lado, se ha demostrado que la IgG induce in vitro contraccion dosis-
dependiente de las células aisladas de musculo liso, interactuando con la
membrana plasmatica a través de sus fragmentos F(ab), (Bobo, Ammor, Magous,
Mingard y Bali, 1993). Sin embargo estos experimentos se realizaron con células
de conejo y se sabe que en este animal la inmunoglobunina reaginica es la IgE.

Considerando estos antecedentes podriamos especular que la unién de las
inmunoglobulinas reaginicas (IgG) al musculo, observada en nuestros
experimentos, se realiza por medio de su fraccion Fc a receptores especificos (Fc)
que $6 encuentran en ia membrana plasmatica.

Cualquiera que sea el mecanismo por el cual las inmunogiobulinas
reaginicas se unen al musculo, nuestros resultados prueban la presencia de estos
anticuerpos en la membrana de las celulas musculares lisas, lo que nos permite

concluir que la interaccion directa del complejo antigeno-anticuerpo sobre la



membrana muscular es, al menos en parte, la responsable de la reaccion de

Schultz-Dale.
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DISCUSION GENERAL

En 1920 Dale postulé la hipstesis del mecanismo directo de accion del
antigeno en la anafilaxia del musculo. Sugirid que las células del musculo liso son
capaces de sensibilizarse por la union del anticuerpo, lo que permite una accion
directa del antigeno sobre ellas Mas tarde, él mismo abandond esta teoria del
efecto directo y postulé la teoria de la histamina de la anafilaxia del musculo liso
(Dale 1952), Dale. encontrd que la histamina era liberada por el tejido
sensibilizado tratado con antigeno y que este compuesto aumentaba el efecto de
contraccion que producia el antigeno. Experimentos posteriores realizados en
varios laboratorios dieron evidencia de la existencia de otros mediadores
farmacologicos, ademas de la histamina, involucrados en la reaccién de Schultz-
Dale y otras reacciones de hipersensibilidad (Mongar y Schild, 1962; Schawrtz y
Austen. 1984)

Varios autores (Alonso de Florida, 1964 y 1980, Schild, 1956 y 1979)
indican que con los datos hasta ahora observados no se puede explicar la teoria
del mediador Las dificultades i6gicas que encuentra esta teoria para explicar un
cierto numero de datos exparimentales, se resumen en seguida: a) no siempre es
posible establecer una correlacion cualitativa, y en otros casos cuantitativa, entre
las sustancias que se liberan, o ia cantidad en que se liberan en un tejido
determinado y por otra parte, la reactividad y sensibilidad farmacolégica del tejido
en cuestion a esas sustancias (Austen y Hummphrey, 1963; Boreus y Westerholm,

1962), b) se adolece asi mismo de una correlacidon temporal del curso det
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desprendimiento de esas sustancias y la velocidad con que se produce la reaccion
anafildctica (Paton, 1959; Alonso de Florida et al, 1968; Sanchez Mejorada y
Alonso de Florida, 1994), c) se puede producir el blogueo de la accibn
farmacoldgica de un supuesto mediador con el antagonista apropiado (Cristea y
Suhaciu, 1968; Hawkins y Rosa, 1956, Chand y Eyre, 1976; Joiner, Wall, Davis y
Hahn, 1974 Souhrada y Souhrada, 1984) o de la taquifilaxia del propio mediador
(Mongar y Schild, 1862, Schild, 1956, Joiner et a/, 1974), sin que ello evite la
respuesta anafilactica de una manera completa, y finalmente d) el agotamiento del
supuesto mediador por medio de agentes farmacologicos, como es el compuesto
48/80, no es capaz de abolir la reactividad a los agentes farmacoldgicos (Mongar
y Schild, 1952, Chand y Eyre, 1976). Dadas estas inconsistencias, resuita légico
regresar a la hipotesis del efecto directo propuesta en un principio por Dale para
explicar la anafilaxia.

En su trabajo de 1968 Alonso de Florida y cols. llegaron a los primeros
resultados que sustentan los postulados del mecanismo directo dei antigeno en ia
anafilaxia de! musculo. Demostraron que el antigeno especifico producia cambios
en el potencial electrico de las células musculares del diafragma denervado y
sensibilizado Estos resultados fueron refutados por Dale y Zilleti (1970) y Chand y
Eyre (1978), arguyendo que esta estructura es rica en células cebadas y que los
potenciales de antigeno producidos con la micropipeta son inducidos por la
histamina que liberan estas celulas por la interaccion antigeno-anticuerpo. Los

resuitados presentados en esta tesis muestran que el numero de células cebadas
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encontrado en el musculo esquelético denervado del cobayo no es suficiente para
liberar la cantidad de histamina necesaria para producir la respuesta de Schuitz-
Dale. Ademas, demostramos que la probabilidad de alcanzar las células cebadas
con una descarga de antigeno en condiciones como las de los experimentos de
Alonso de Florida y cols. (1968) es insignificante, esto es, se necesitaria realizar 62
experimentos para alcanzar una sola célula cebada. Estos resultados validan las
conclusiones de Alonso de Florida y colaboradores y apoyan fuertemente el
mecanismo directo de accion del antigeno sobre las células musculares en esta
estructura.

Tambiéen se sabe que en el musculo esquelético denervado, la histamina
puede inducir contracciones lentas pero intensas y que los antihistaminicos
pueden bloquear solo parciaimente la reaccion de Schuitz-Dale en este tejido
(Alonso de Florida et al, 1965;_ Sanchez-Mejorada y Alonso de Florida;
observaciones sin publicar). Por lo tanto, se puede sugerir que en la reaccion de
Schuitz-Dale del musculo esquéletico participa también, al menos en parte, un
mecanismo indirecto mediado por la histamina.

Por otro lado, en el musculo liso también existen datos que apoyan la
hipotesis del efecto directo. Asi, los resultados que reportamos en esta tesis
encontrados en el musculo liso de la traquea apoyan esta idea, ya que, la densidad
de células cebadas encontrada es muy baja y la cantidad de mediador que
pueden liberar no es suficiente para explicar :a respuesta de Schuitz-Dale Ademas

Souhrada y Souhrada (1984) reportaron que la sensibilizacion pasiva in vitro
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produce hiperpolarizacion del musculo liso traqueal y que ésta no se puede evitar
con antagonistas de los mediadores de la anafilaxia. En 1993 estos mismos
autores reportan que la sensibilizacidon de miocitos aislados de la traquea, induce
cambios en las propiedades de la membrana similares a los observados en el
tejido entero, y que estos cambios son inducidos por la union de las
inmunoglobulinas reaginicas (IgG) a receptores Fc en la membrana.

De igual manera, los datos que econtramos en la taenia coli del cobayo,
demuestran la union de las IgG a la membrana de las células musculares. Estos
datos sustentan fuertemente la presencia de un mecanismo directo de accién en
este musculo. En este mismo sentido, recientemente Nemoto y Okamura (1992)
demostraron que las células disgregadas de musculo liso de la taenia coli del
cobayo, sensibilizadas pasivamente con anti-albumina de huevo (fraccion IgG), se
contraen en respuesta al antigeno especifico. Sugieren que la interaccion del
antigeno con la IgG unidas a la membrana de las células de musculo liso generan
una senal que se transmite a los elementos contractiles intracelulares via el
sistema de transduccion que envuelve a la proteina G y que, la fosfolipasa-C
parece ser el efector para la contraccion anafilactica en este sistema. Sin embargo,
elios utilizaron celulas en suspension disgregadas enzimaticamente para realizar
Sus experimentos, y esta preparacion contiene oiras células ademas de las
musculares, tales como celulas nerviosas, células epiteliales, células cebadas,
neutrofilos y fibroblastos que podrian liberar mediadores que interfirieran con los

cambios observados por estos investigadores.
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Por otra parte también hay que aceptar que los datos hasta ahora aportados
son insuficientes para sustentar de modo terminante la existencia de un
mecanismo directo. La razon de esta Ultima situacion es que los tejidos utilizados
son complejos; estan constituildos por multiples especies celulares, incluidas las
células cebadas, y entonces cualquier argumento en apoyo de un efecto directo
suele invalidarse invocando hipotesis ad hoc que defienden la liberacidon de
autacoides mediante la accidn del antigeno en las células cebadas o en ofras
fuentes.

En resumen se puede concluir que la reaccidon de anafilaxia o alergia
experimental del musculo tanto esquelético denervado como liso resuita de la
accion conjunta de ios mecanismos directo y mediado.

La manera en la que las inmunoglobulinas reaginicas se unen a la
membrana de las células musculares y la forma en que se genera la senal
transmembrana que induce la contraccion muscular alérgica son cuestiones que

habra que responder en futuras investigaciones.
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