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RESUMEN

En el presente trabajo se observo la histologia normal de tonsila, epiglotis, traquea y
pulmén de 6 cerdos clinicamente sanos y serolégicamente negativos a Mycoplasma
hyopneumoniae, PRRS, Aujeszky y Actinobacillus pleuropneumoniae y se cuantifico la

presencia de células plasmaticas.

Las muestras obtenidas fueron procesadas por el método de parafina. Los cortes
obtenidos se tifieron con H-E para observar la histologia normal de la especie porcina y
mediante tincién de verde metil pironina se evidencié y cuantificd la presencia de

células plasmaticas.

Se cuantificaron las células plasmaticas (CP) de cerdos con un peso aproximado de 100
Kg. (finalizacion) por tincion verde metil pironina y observacion morfologica. Las CP
se encontraron en cantidades escasas, los promedios obtenidos de los 6 cerdos fueron
analizados mediante el programa estadistico Graph pad Prisma ® por la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney, la trdquea presentd el menor nimero de células en
promedio 0.29+0.24. Entre las diferentes regiones de los pulmones estratigraficamente
delimitadas obtuvimos 0.56+0.34, en el pulmon izquierdo 16bulo craneal en la porcion
del apice, mientras que el pulmoén derecho 16bulo caudal, extremo central del borde
dorsal presento 3.20+3.37 siendo este el mayor niimero de células observado en todo el
pulmén sin embargo, quien mostré diferencia significativa en la media (P<0.01) fue el

pulmon derecho 16bulo craneal en la porcion del apice 2.99+4.29.

Por otra parte la tonsila dio un total de 22.14+31.99 mostrando diferencia estadistica en
la media (P<0.01) comparada con las demas regiones de estudio. Esto debido
principalmente a que forma parte del sistema inmune de las mucosas respiratoria y
digestiva, tomando en consideracion que trabajamos con cerdos adultos cuyo sistema
inmune ya ha sido enfrentado a diversos antigenos; no se encontraron datos numéricos

de esta region en otras especies.



1. INTRODUCCION

1.1. HISTORIA

Las células conocidas actualmente como plasmocitos fueron descritos por primera
vez en 1890 por Santiago Ramoén y Cajal, de la Universidad de Barcelona, Espaiia,
quien los denomin6 con el nombre de cianofilas y postulé que se originaban a
partir de linfocitos (A" 2002 Seyano. 2003) "posteriormente, estas mismas células fueron

descritas en 1891 por Paul Gerson Unna, A" 2092

renombrado dermatdlogo de
Hamburgo, quien utiliz6 el término plasmocito para referirse a las células
redondeadas u ovaladas con citoplasma baséfilo observadas en el tejido conectivo
de la dermis, particularmente en casos de lupus crénico, y que podrian ser
facilmente diferenciadas de otras células adventicias, mediante tincioén con azul de
metileno y colorantes basicos de anilina. Es ahora evidente que dentro de las
células de citoplasma basoéfilo abundante definidas por Cajal y Unna se incluyeron
otros tipos celulares que en la actualidad no serian considerados como plasmocitos,
ya que bajo ciertas condiciones algunas células como fagocitos y fibroblastos

pueden presentar esa misma caracteristica. 5" 2%

Una mejor caracterizacion de tales células fue obtenida por T.V. Marschalko en
1895, quien describié la apariencia tipica del nucleo (apariencia de rueda de
carreta; "Radkern", de Pappenheim) y la zona citoplasmatica clara central cerca del

nﬁcleo. (Soyano, 2003)

En 1941, Albert H. Coons mediante la técnica de inmunofluorescencia demostro
que el citoplasma de los plasmocitos era rico en anticuerpos especificos contra un

determinado antigeno. S 200%)

A partir de 1942, en Estocolmo, Astrid Fagraeus comienza a evaluar en conejos la
correlacion existente entre plasmocitos y produccion de globulinas en general. Ella

encontré que la administracion repetida de suero de caballo producia un incremento

2



Introduccion

muy marcado en el contenido de plasmocitos en diferentes estadios de desarrollo
en el bazo y linfonodos, lo cual era investigado en secciones de estos 6rganos

tefiidas con verde metil pironina segln la técnica descrita por Unna y Pappenheim.
(Soyano, 2003)

Fagraeus por otro lado, demostr6 que los plasmocitos presentaban un alto
contenido citoplasmatico de ribonucleotidos, una caracteristica tipica de células
que sintetizan proteinas. También propuso que la via de diferenciacion de las
células productoras de anticuerpos se iniciaba a partir de células reticulares,
pasando por células transicionales, plasmocitos inmaduros y finalmente
plasmocitos maduros. Una observacion interesante durante este trabajo fue que el
numero de células transicionales presentes era siempre mayor que el numero de
células plasmaticas. Una explicacion a esta observacion solo seria posible muchos
aflos mas tarde cuando se demostraria que un cierto niumero de tales células

transicionales eran linfocitos T. (S°¥an:2003)

Las pruebas definitivas de que los plasmocitos son en realidad las células
productoras de anticuerpos fueron presentadas en 1957 por G.J.V. Nossal quién usé
la técnica de la gota colgante para aislar células individuales a partir de linfonodos
de ratas inmunizadas con una proteina extraida de los flagelos de la bacteria
Salmonella typhi, asi demostré que un plasmocito so6lo produce anticuerpos de una

sola especificidad, es decir, dirigidos contra un solo antigeno. ®°¥"-20%)
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1.2. MECANISMOS DE DEFENSA

El cerdo como todos los mamiferos domésticos, posee un sistema inmune que le ha
permitido sobrevivir como individuo durante su vida util y como especie a través

de la evolucion ™orilla. 1989)

. La activacion de la respuesta inmune (natural o
adquirida) se produce por una serie de mecanismos que de forma coordinada
activan diferentes poblaciones celulares (linfocitos T y B, macrofagos, células
presentadoras, células NK, etc.) y la secrecion de diferentes moléculas
(anticuerpos, citocinas y complemento) con la finalidad de eliminar al agente
extrafio.

Para entrar y progresar en la infeccidn un agente extrafio tiene que superar
diferentes etapas en las cuales intervienen diversos medios de proteccion 4
Vizeaino. 2004) 155 cuales provienen de un complejo sistema de mecanismos que se
superponen e interrelacionan de modo que pueden en conjunto destruir o controlar

a casi cualquier invasor (#2002

1.2.1. Barreras Fisicas

Estan constituidas por la piel, secreciones de las mucosas, enzimas proteoliticas,

pH del est(')mago (Sanchez Vizcaino, 2004)

, entre otras, que aunados a los procesos de auto
limpieza como la tos, el estornudo, y el flujo de moco en las vias respiratorias, el

vomito y la diarrea en el tubo digestivo, y el flujo de orina en las vias urinarias

(Tizard, 2002) (Halliwell, 1989)

permiten rechazar un gran nimero de agentes patogenos
1.2.2. Inmunidad Innata

Aunque muy utiles, las barreras fisicas no son del todo eficaces por si solas, ya que
con el tiempo y la persistencia suficientes, el invasor llega a vencer los obstaculos
fisicos, por lo que interviene la siguiente linea de defensa la cual, mediante la

activacion de factores humorales como el complemento, celulares como la
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fagocitosis o la activacion de las células NK y Citocinas presentan una alta

capacidad de eliminacion de agentes infecciosos.
1.2.3. Inmunidad Adaptativa

Esta se desarrolla a lo largo del tiempo y retiene en la memoria la especificidad

(Day, 1999)

inmunoldgica del patégeno , es decir, depende de la exposicion previa del

organismo a un agente extrafio y del subsiguiente reconocimiento y respuesta hacia

(Ramirez, 1982)

éste Sus caracteristicas principales son especificidad, diversidad,

memoria, especializacion, auto limitacién y ausencia de auto reactividad ¢** 2%,

Existen dos tipos de respuestas inmunitarias adaptativas, denominadas inmunidad
humoral e inmunidad celular, que estan mediadas por diferentes componentes del

sistema inmunitario y cuya funcién es eliminar distintos tipos de organismos “***

2004)

1.2.3.1. Inmunidad humoral

Se dirige primordialmente contra los invasores extracelulares o exogenos a los que

destruyen ante todo las proteinas llamadas anticuerpos (T2 2002,

que son
producidos por células que reciben el nombre de células plasmaticas (linfocitos B

: Abbas, 2004
activados) (AP 2009

1.2.3.2. Inmunidad Celular

Estd mediada por linfocitos T. Este tipo de reaccion inmunitaria combate a los
invasores intracelulares o endégenos T 2%?) os cuales sobreviven y proliferan
en el interior de los fagocitos y otras células del huésped donde son inaccesibles a
los anticuerpos circulantes “** 29 Estos invasores ocasionan anormalidades en

las células por lo que son destruidas por linfocitos T citotoxicos #2092,
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1.3. ORGANOS LINFOIDES

Los organos linfoides se clasifican como primarios y secundarios en funcion de su
participacion en los procesos de diferenciacion, maduracion y especializacion de

las células linfoides ®%2s200D

1.3.1. Organos Linfoides Primarios

Su principal funcion es la produccion, diferenciacion y maduracion de linfocitos.

Estan formados por la médula 6sea y el timo.

Médula dsea. Se considera el principal 6rgano linfopoyético primario del cerdo. Se
encuentra distribuido en el interior de todos los huesos del animal, principalmente
en los huesos largos. En ella se producen las células madre linfopoyéticas que

originaran los futuros macréfagos y linfocito B y T (Sdnehez Vizeaino, 2004)

Timo. Las células que llegan al timo pasan por una migracion que va de la corteza
a la médula y, en este proceso se diferencian, adquieren nuevas funciones y nuevos
antigenos de superficie $" '*) En este 6rgano los linfocitos no solo terminan su
diferenciacion y se convierten en linfocitos T maduros; éste organo elimina
aquellos linfocitos T con receptores autorreactivos, es decir, receptores para
antigenos propios, y permite la proliferacion de linfocitos T con receptores para
antigenos propiamente dichos. Esto implica que una gran proporciéon de los
linfocitos T generados son destruidos ahi mismo, antes de que salgan a la

circulacion sanguinea o a poblar 6rganos linfoides secundarios Mo 197,

1.3.2. Organos Linfoides Secundarios

Son los principales sitios donde se lleva a cabo la captacion y procesamiento de
antigenos, replicacion y diferenciacién de linfocitos (Snchez Vizeaino. 2009 = potqg
organos son ricos en macrofagos y células dendriticas, asi como linfocitos T y B

(Tizard. 2002) " Estan formados a nivel sistémico por linfonodos y bazo; a nivel de

6
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mucosas por tejido linfoide asociado a mucosas (tonsilas y linfonédulos agregados

antes conocidos como placas de Peyer) (S#chez Vizeaino, 2004)

Linfonodos. Su funcion es la de retener los antigenos que puedan llegar a través de
la linfa y proceder a su presentacion y procesamiento antigénico mediante la
colaboracion de los macrofagos y los linfocitos que lo componen (S#nehez Vizeaino, 2004)
El cerdo presenta una circulacion linfatica y disposicion celular diferente a la de
otros mamiferos ya que sus linfonodos constan de varios ndédulos orientados de tal
manera que la corteza de cada nddulo se localiza en el interior del linfonodo
mientras que la médula se encuentra en la periferia T 2?_E] tejido cortical esta
constituido por los linfonddulos y el tejido linfoide difuso. Los linfonddulos estan a
su vez constituidos por el centro germinal formado fundamentalmente por
linfocitos B y algunas poblaciones de linfocitos T (CD4+). Aqui tendra lugar la
seleccion de linfocitos B de alta afinidad para reaccionar con el antigeno 4"
Vizeaino, 2004) "] tejido linfoide difuso o paracorteza esta constituido principalmente
por linfocitos T ademas de macrofagos y células dendriticas. El tejido medular no
presenta, como en otras especies, ni cordones ni senos medulares, por tanto es
relativamente impermeable a las células que se desplazan por la linfa por lo que es

pobre en linfocitos, aunque si se observan macréfagos y células dendriticas T

2002)

Bazo. Este 6rgano lleva a cabo dos funciones principales, por un lado hace de filtro
a nivel sanguineo para realizar el reconocimiento de antigenos y células
envejecidas (funcién inmunoldgica), por otro lado almacena eritrocitos y plaquetas
(funcion hematopoyética). Se divide en dos compartimentos la pulpa blanca y la
pulpa roja. La pulpa blanca esta distribuida alrededor de una arteria o arteriola,
formando linfonédulos y vainas linfoides periarteriales. Los linfonddulos estan
constituidos por linfocitos (principalmente B), algunas células plasmaticas y

células presentadoras de antigenos (macrofagos y células dendriticas). Las vainas
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linfoides periarteriales estan constituidas por linfocitos T encontrandose algunos
linfocitos B en las zonas més periféricas. Una caracteristica significativa del bazo
del cerdo es que dentro de la poblacion de linfocitos T son mas numerosos los
linfocitos CD4+ que los CD8+. La pulpa roja estd constituida por tres estructuras
diferentes: a) los cordones esplénicos los cuales sostienen un gran numero de
células libres de la circulacion sanguinea como monocitos, eritrocitos y plaquetas
asi como macrofagos fijos localizados en las fibras musculares. b) Senos venosos
carecen de fenestracion de la membrana basal, lo que permite que los macréfagos
esplénicos puedan realizar mas facilmente su labor fagocitica. ¢) Los capilares

envainados los cuales presentan un gran nimero de macrofagos (S4ehe Vizeaino, 2004)

Tejido linfoide asociado a las mucosas. Igual que en la piel, las superficies
mucosas son barreras entre el medio interno y externo y, por tanto son un lugar
importante de entrada de microorganismos "™ 2% Este tejido se localiza a lo
largo de las mucosas, presenta una relativa independencia del sistema inmune
sistémico (Sinehez Vizeaino. 2004 v oue a diferencia de los linfonodos, estos tejidos
linfoides organizados no reciben antigenos extranos de la linfa aferente, sino que
los toman directamente de la luz del 6rgano "™ 22 Esta constituido por el
Tejido linfoide asociado al aparato digestivo (Gut Associated Lymphoid Tisues,
GALT por sus siglas en inglés), el Tejido linfoide asociado a bronquios (Broncus

Associated Lymphoid Tistes, BALT por sus siglas en inglés) y tonsila (€0 2009,

El GALT esta formado por el tejido linfoide que se encuentra en las paredes

intestinales (linfonodos, linfonddulos agregados, linfonddulos solitarios).

a) Linfonddulos agregados. Durante mucho tiempo fueron nombrados placas de
Peyer, consisten en masas de linfocitos dispuestos en foliculos y estan por debajo
de un epitelio que contiene células epiteliales especializadas, las células M (células
con micropliegues) captan antigenos de la luz del intestino y los presentan

directamente a los linfocitos contenidos en el interior de la placa. En el cerdo y
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rumiantes se pueden diferenciar dos tipos de linfonddulos agregados en el intestino
delgado, las yeyunales y las ileocecales, las cuales difieren en localizacion,

estructura y funcion (e 2002

. Los linfondédulos agregados yeyunales estan
distribuidos a lo largo del yeyuno y porcion proximal del ileon, son placas de
pequefio tamafio las cuales persisten durante toda la vida del cerdo y estan
formadas por linfocitos B y T. Los linfonddulos agregados ileocecales son de
grandes dimensiones, estan localizadas en la porcion terminal del ileon e
involucionan durante el primer afio de vida del animal. Estan constituidas por

1 1 1 A : . . Sanch
linfocitos B en una proporcion de hasta diez veces mayor que de linfocitos T (Sénchez

Vizcaino, 2004)

b) Linfonddulos solitarios. Estan localizados a lo largo del tracto digestivo del
cerdo, sobre todo en el estbmago y en el intestino grueso, tanto al nivel de la
mucosa como de la submucosa cubiertos por un epitelio similar al de los

linfonddulos agregados y cuya funcion es similar a éstas (Sinchez Vizeaino. 2004)

El BALT esta localizado en el pulmén principalmente a lo largo del bronquio
principal y cerca de las bifurcaciones, es decir, en los sitios donde se favorece el
impacto entre el antigeno y el epitelio. Consiste en foliculos linfaticos con centros
germinales desarrollados en la lamina propia de la mucosa por debajo de un
epitelio especializado ““**** 2 También hay linfocitos que se distribuyen de
manera difusa en el pulmoén y las paredes de las vias respiratorias. Suele haber
células M asociadas a los nodulos linfoides M 22 E] BALT puede ser dividido
en tres regiones anatomicas que son: a) la regidén central o centronodular
constituido principalmente de linfocitos B asi como células dendriticas o
macrofagos, b) la region periférica que rodea a la region central y que contiene
linfocitos T cooperadores (CD4+), supresores/citotoxicos (CD8+) y posiblemente
células NK, c) la region subepitelial asociada con la presencia de macrofagos y/o

, [ Acosta, 1992
células dendriticas 5™ 1992,
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Tonsilas. Forman parte del sistema de inmunidad de las mucosas respiratorias y
digestivas. Estan formadas por noédulos linfoides con sus centros germinativos, que
son agrupaciones circunscritas y compactas formadas por gran cantidad de
linfocitos B, que se encuentran dentro del tejido linfoide difuso, principalmente
formado por linfocitos T. En las tonsilas se produce fundamentalmente

. . - . Sanchez Vizeaino, 2004
inmunoglobulina G, seguido de Inmunoglobulina A (achez Vizeaino, 2004)

1.4. CELULAS DEL SISTEMA INMUNE

Las células del sistema inmunitario se forman a partir de las células madre
pluripotenciales, mediante dos vias de diferenciacion principales, la estirpe linfoide
que da lugar a los linfocitos y la estirpe mieloide que da lugar a los fagocitos como
son monocitos, macréfagos, granulocitos (eosindfilos, neutrofilos y basoéfilos) y
células dendriticas (ROt 2001 Sénchez Vizeaino, 2004) "1 5 Jineq linfoide es la responsable de
llevar a cabo las principales funciones que caracterizan al sistema inmune y que le
permite reaccionar frente a moléculas extrafias de forma especifica, asi como
recordarlas para una futura posible invasion (memoria). La linea mieloide forma
parte de la inmunidad natural o innata y juega un papel esencial en la iniciacion de
la inmunidad adquirida, siendo las funciones principales de esta linea la fagocitosis,

presentacion de antigenos y la produccion de citocinas.
1.4.1. Caracteristicas de los Linfocitos porcinos

Los linfocitos son pequefias células redondeadas, se encuentran diseminados por
todo el organismo. La mayor parte se concentra en linfonodos, bazo y médula dsea;
su tamafio varia entre 7 y 15 pm de didmetro, contienen un nucleo grande y
redondo, poseen un borde delgado de citoplasma que contiene algunas
(Tizard, 2002). La

mitocondrias, ribosomas libres y un pequefio aparato de Golgi

participacion de estas células es esencial en todas las respuestas inmunitarias
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adaptativas, ya que reconocen de forma especifica patégenos individuales,
independientemente de que estos se localicen en el interior de las células del
hospedador o en el exterior de las mismas, en los liquidos tisulares o en la sangre.
Existen diversos tipos de linfocitos, pero se pueden incluir dentro de dos categorias
basicas: los linfocitos T y los linfocito B ®"™ 2D Algunos linfocitos sanguineos
no son T ni B, sino que pertenecen a una tercera poblacion de linfocitos

denominada células asesinas naturales (NK).

1.4.1.1. Linfocitos T

anchez Vizcai 2004 :
(Sanchez Vizeaino, 2004) * pociben este nombre

Son mediadores de la inmunidad celular
debido a que sus precursores proceden de la médula 6sea, pero migran y maduran
en el timo “*** 29 Una vez que lo abandonan se acumulan en la paracorteza de
los linfonodos, las vainas linfoides periarteriolares del bazo y las regiones
interfoliculares de los linfonddulos agregados. Son la poblacion linfocitica
circulante que predomina, y representa hasta el 80% de los linfocitos en sangre
periférica. Muchas de estas células circulan de manera continta a través de los

organos linfaticos y la sangre. " 2°2 Existen dos subtipos de linfocito T,

cooperadores y citotdxicos.
1.4.1.2. Células NK

Quiza se originan de las mismas células madre que los linfocitos T pero no sufren
modificaciones en el timo. En la especie porcina, las células NK son linfocitos
pequefios o medianos agranulares, a diferencia de la especie murina y humana en
las que las células NK son linfocitos grandes y granulares (Sinehes Vizeaino, 2004) "oy
escasos en la sangre y abundan en los drganos linfoides "#™ 2% Sy funcion esta
ligada a los mecanismos de respuesta natural o innata. Presentan una actividad

citotoxica frente a células infectadas por virus y células tumorales (S#he Vizeaino. 2004)
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1.4.1.3. Linfocitos B

Estas células constituyen el principal tipo celular que participa en la inmunidad
humoral, es decir, en efectos de proteccion mediados a través de liquidos tisulares
(Parslow. 2002) "Se originan en la médula ésea, aunque maduran en los linfonodulos
agregados o en la propia médula antes de emigrar a los organos linfoides
secundarios. Se encuentran en la corteza de los linfonodos, en foliculos dentro de
linfonodulos agregados y bazo, y en la zona marginal de la pulpa blanca esplénica.
Sélo una pequefia fraccion de los linfocitos sanguineos son linfocitos B. Sin
embargo, la mayor parte de estos circulan durante un periodo prolongado M 2002
La funcién principal de los linfocitos B es sintetizar proteinas Ilamadas
inmunoglobulinas. Los descendientes de un linfocito B activado pueden
diferenciarse ya sea en linfocitos B de memoria o en células plasmaticas. Los
linfocitos B maduros pueden expresar inmunoglobulinas de dos modos distintos,
cada uno de los cuales sirve para realizar funciones particulares. En los linfocitos B
en reposo (virgenes o de memoria) las inmunoglobulinas se expresan solo en la
superficie celular, donde actian como receptores unidos a la membrana para
antigenos especificos. En contraste, las células efectoras de linea celular B
(llamadas células plasmaticas) estan especializadas para secretar grandes
cantidades de inmunoglobulinas (Anticuerpos) en su medio circundante. Las
células B también desempefian dos funciones adicionales en el sistema inmunitario.
En primer lugar, pueden funcionar como células presentadoras de antigeno al
transformar y mostrar las sustancias extrafias, de manera que los linfocitos T
puedan reconocerlas. En segundo lugar las células B activadas pueden secretar
ciertas citocinas, asi como otros factores que influyen en el crecimiento y las

actividades de otras células inmunolégicamente importantes TS 2002)
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1.4.1.4. Células Plasmaticas

Las células plasmaticas son ovoides y miden de 8 a 9 pum de diametro. Poseen un
nucleo excéntrico redondo, con distribucion desigual de la cromatina. El nacleo
puede semejar una caratula de reloj o una rueda de carreta. Poseen abundante

(Tizard, 2002)

citoplasma rico en reticulo endoplasmico rugoso en el que se lleva a cabo

(Roitt, 2001)
b

la sintesis de los anticuerpos y otras proteinas secretadas de membrana se

tifie intensamente con los colorantes basicos y la tironina, también posee un aparato

de Golgi grande que se tifie de un tono palido M 209

en el que las moléculas de
anticuerpos se convierten en sus formas finales y son empaquetados para su
secrecion R 2D 1 ag células plasmaticas (plasmocitos) se originan de linfocitos
B estimulados por antigeno. Se encuentran distribuidas en todo el cuerpo pero se
localizan en mayor cantidad en bazo, médula de los linfonodos y médula 6sea. ™"
2002, Reit, 2001) g desarrollan en los érganos linfoides y en sitios de respuestas
inmunitarias, y con frecuencia migran a la médula 6sea donde algunas de ellas
pueden sobrevivir durante largos periodos de tiempo una vez inducida la respuesta
inmune incluso una vez eliminado el antigeno “*** 2°Y_ En tanto que las células
plasmaticas que permanecen en el tejido linfoide producen anticuerpos durante casi
una semana para finalmente morir mediante un proceso de apoptosis por lo que es

(Parslow, 2002, Roitt, 2001) Las células

raro encontrar células plasmaticas circulantes
plasmaticas sintetizan y secretan aproximadamente 10,000 moléculas de
inmunoglobulinas por segundo tales como IgG, IgA, IgM e IgE. La
inmunoglobulina producida por una célula plasmatica tiene idéntica especificidad
de unién a antigeno que el BCR (Receptor de células B) original del linfocito B

progenitor.
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1.4.2. Marcadores de Superficie de los Linfocitos

Los linfocitos (asi como otros leucocitos) expresan un gran numero de moléculas
de superficie diferentes, que se pueden utilizar para distinguir o marcar las distintas
poblaciones celulares. En la actualidad, muchos de estos marcadores celulares
pueden ser detectados mediante anticuerpos monoclonales especificos. Se ha
desarrollado un método sistematico de nomenclatura denominado sistema CD (del
inglés Cluster designation, denominacion de grupo) el cual designa grupos (cluster)
de anticuerpos monoclonales, cada uno de los cuales se une especificamente a un
determinado marcador celular. Los anticuerpos monoclonales de caracteristicas
parecidas se agrupan conjuntamente, y se les asigna un niimero CD. Sin embargo,
en la actualidad es costumbre utilizar el nimero CD para designar a la molécula de

marcador que reconoce cada uno de los grupos de anticuerpos monoclonales "

2001)

Las estructuras mas importantes de la superficie de los linfocitos son sus receptores
de antigeno, denominados Receptores de linfocitos T (T cell receptors, TCR) y
receptores de linfocitos B (B cell receptors, BCR). Ambos son estructuras
complejas que contienen muchas proteinas diferentes. Existen dos tipos de TCR,
uno que utiliza cadenas o y B y otro que emplea cadenas y y 6. Ademas existen
varias formas de BCR que se sirven de una gran variedad de cadenas como v, L, €,
o 0 8. Los BCR difieren también de los TCR en que se desprenden de la célula

para ingresar al liquido tisular y torrente sanguineo, donde se les llama anticuerpos
(Tizard, 2002)

1.4.2.1. Marcadores de Superficie de los Linfocitos T

Los linfocitos T funcionales y maduros, expresan varias proteinas de superficie
caracteristicas, ademas de los receptores de células T. Los receptores de superficie

de las células T siempre se expresan junto con otros cinco polipéptidos de
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superficie que se conocen en conjunto como complejo CD3. Estas proteinas CD3
se relacionan fisicamente con los receptores de célula T ¥ 22 Sy funcién es
llevar una sefial desde el receptor hasta la célula cuando el TCR se une a un
antigeno. Por tanto todos los linfocitos T tienen CD3. Las células T o y P se
subdividen en 2 poblaciones; una subpoblacion que posee el marcador CD4 el cual
solo existe en los linfocitos T, a estos linfocitos se les conoce como linfocitos T de
ayuda, que reconocen el antigeno exogeno procesado y ademas reconocen las
moléculas del MHC (mayor histocompatibility complex, complejo principal de
hitocompatibilidad) clase II, conocido en el cerdo como SLA (Swine Leucocyte
Antigens) clase II las cuales se localizan en la superficie de las células
presentadoras de antigenos tales como macrofagos, células dendriticas y linfocitos
B (Sénchez Vizeaino, 2000) T 5 otra subpoblacion posee el marcador CD8, que atacan y
matan células que tengan moléculas extrafias en su superficie, por lo que se les
denomina linfocitos T citotoxicos. E1 CD8 es un receptor para moléculas MHC
clase T (SLA T) T 299 qye se localiza en la superficie de la mayor parte de las

(Sanchez Vizcaino, 2004)

células nucleadas y es necesario para reconocer el antigeno

enddgeno procesado (M7 2002),

En el cerdo aparece una poblacion doble positivos a CD4+ y CD8+ (CD4+CD8+)
que aumenta su proporcion con la edad del animal. La funcién de estos linfocitos
doble positivos tltimamente se ha relacionado con la actividad cooperadora de los
linfocitos T en las infecciones primarias. Asi, parece que existen dos poblaciones
de células cooperadoras, las CD4+CD8— y las CD4+CD8+. Ambas poblaciones
actian en la cooperacion celular en la respuesta primaria al menos “in vitro”,
mientras que en la respuesta secundaria parecen actuar solamente las CD4+CD8+.
En cuanto a los linfocitos citotoxicos, se pueden diferenciar dos subpoblaciones de
CD4-CD8+ en virtud a la expresion del CD6. Los linfocitos que expresan el

antigeno CD6— estan relacionados con la citotoxicidad espontanea mientras que los
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(Sanchez

CD6+ SLA 1, lo estan con la citotoxicidad de células infectadas por virus
Vizcaino, 2004)

Los principales CD desarrollados para el estudio de los diferentes linfocitos T en

cerdos son:

» CD1: Se encuentra en el 60% de los linfocitos T de la zona cortical del Timo.

Tienen gran homologia con el SLA I.

» CD2: Presente en la mayoria de los linfocitos T con receptores TcR a — B
(Linfocitos Taf). Los linfocitos T con TcR y — & (Linfocitos T y 6 ) son
negativos a CD2— o lo expresan en porcentajes muy bajos (3 a 6%). Estos
linfocitos llamados anteriormente como células nulas, son identificados por el

anticuerpo monoclonal SWC6.
» CD3: Presente en linfocitos relacionados con la activacion y supresion celular.

» CD4: Presentes en los linfocitos T cooperadores y en los responsables de la

inmunidad retardada. Estos reconocen el SLA II.
> CD6: Presente en las células ligadas a la citotoxicidad.

> CD8: Se localiza en los linfocitos T responsables de la citotoxicidad. Los

linfocitos CD&+ reconocen el SLA 1.
» CD16: Para diferenciar células NK, (Sinchez Vizeaino, 2004)
1.4.2.2. Marcadores de superficie de los linfocitos B

Al igual que el TCR, el BCR se divide en dos componentes bien delimitados. Uno
de ellos se une al antigeno y el otro envia sefiales apropiadas al linfocito B. El
componente de union al antigeno del BCR o inmunoglobulina consta de cuatro
cadenas peptidicas, de las cuales dos cadenas son pesadas y dos son ligeras. Ambas

cadenas ligeras son idénticas entre si, al igual que las cadenas pesadas. Existen dos
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tipos de cadenas ligeras, denominadas Kk y A, con secuencias de aminoacidos

. Tizard, 2002
diferentes, (M7 )

que pueden combinarse con cualquier clase de
inmunoglobulina ™™= %97 " Existen cinco tipos bien delimitados de cadenas
pesadas de las inmunoglobulinas, llamados a, v, 0, € y U, que definen la clase o
isotipo de la inmunoglobulina. Las inmunoglobulinas con dos cadenas pesadas o se
denominan inmunoglobulina A (IgA), las que contienen dos cadenas vy (IgG), dos
cadenas p forman IgM, dos cadenas & constituyen IgD y un par de cadenas €
generan IgE. El BCR se asocia con dos proteinas adicionales, CD79a (Iga) y CD
79b (IgP) expresadas exclusivamente en los linfocitos B, las cuales actian como

transductores de sefiales (1742002

Principales CD desarrollados para el estudio de los linfocitos B en cerdos:

» CD1: Presenta gran homologia con el SLA 1, se observa en los linfocitos B (slg+)
de sangre periférica en una proporcion del 30 al 60% y en los linfocitos T de la

zona cortical del timo alrededor del 60% de la totalidad.
» CD21: Se observa en la membrana de los linfocitos maduros.
> CD45: Se observa en linfocitos B y en algunas subpoblaciones de linfocitos T.

> SWCT7: Se localiza en los linfocitos B situados en los 6rganos linfoides, ya que

en la sangre periférica no aparece, (S4chez Vizeaino. 2004)
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1.5. RESPUESTA INMUNITARIA

Esta se desencadena cuando un antigeno ingresa al cuerpo y encuentra una clase
especializada de células conocidas como células presentadoras de antigeno
(macrofagos, células dendriticas y células B) que expresan moléculas clase II del
MHC en su superficie. Estas células capturan una cantidad diminuta del antigeno y
la presentan de manera que puede ser reconocida por linfocitos T cooperadores
especificos del antigeno. Las células T cooperadoras requieren cuando menos dos
sefales para su activacion. Una sefial que se inicia por la union del receptor de la
célula T al complejo antigénico péptido MHC en la superficie de las células
presentadoras de antigeno y se transmite a través del complejo proteinico CD3; la
segunda, la sefial coestimulante también requiere un contacto intimo entre la
superficie de la célula presentadora de antigeno y de la célula T cooperadora, y por
lo general quién la emite es una proteina receptora de la célula T cooperadora
llamada CD28 cuando ésta se fija a una de las dos proteinas B7 presentes en la
superficie de la célula presentadora de antigeno (linfocito B). Estas dos sefiales
inducen a la célula T cooperadora para que comience a secretar interleucina 2 (IL-
2) y también para que inicie la expresion de receptores de IL-2 de afinidad
sumamente especifica en su superficie. La IL-2 resulta esencial para la respuesta
proliferativa de célula T activada ejerciendo su efecto mayor en la célula de la cual
se secreta (efecto autdcrino); también actua en la activacion de las células T
citotoxicas que casi nunca producen IL-2. El linfocito T cooperador después de ser
activado también expresa una proteina llamada ligando de CD40 (CD40L) que
ayuda a activar a la célula B a través de su fijacion a receptores CD40 localizados
en su superficie, lo que conduce a la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos
B. Esté linfocito B activado crece y se divide repetidas veces, una parte de su
progenie se diferencia a células plasmaticas y otra a linfocitos B de memoria. Las

células plasmaticas secretan grandes cantidades de inmunoglobulinas o™ 209,
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Los linfocitos B de memoria forman una reserva de células sensibles al antigeno

(Tizard, 2002) Losiden al final

que son invocadas durante el siguiente contacto con éste,
dentro de los foliculos linfoides, donde sobreviven por afios; si se activan
subsecuentemente, realizan ciclos adicionales de replicacion para producir ain mas
células de memoria y plasmaticas **°% 22 Los linfocitos T citotoxicos actian
para erradicar las células que expresan antigenos extrafios en sus superficies. La
mayor parte de estas células expresan CD8 mas que CD4, y por tanto, reconocen
antigenos en relacion con clase I mas que proteinas del MHC de clase II. Los
complejos péptido - MHC pueden ser reconocidos por el receptor de célula T como
una clona especifica del antigeno, lo cual proporciona una de dos sefiales
necesarias para la activacién celular de los linfocitos T citotoxicos. Esta primera
sefial, por si sola, induce receptores para IL-2 de gran afinidad en el linfocito T
citotoxico. La segunda sefial la proporciona la IL-2 secretada por un linfocito T
cooperador activado cercano. Al recibir ambas sefiales la célula T cooperadora
activada adquiere actividad citotdxica, la cual le permite matar a la célula a la que
esta unida, asi como a otras células que tengan los mismos complejos péptido -
MHC de clase 1. La muerte puede ser inducida debido a que el linfocito T
citotoxico libera toxinas especificas sobre la célula blanco, o mediante apoptosis
(Parslow. 2002) "1 o5 linfocitos T de memoria expresan diferentes moléculas de
superficie celular, secretan una mezcla diferente de citocinas y tienen necesidades
de activacion distintas %™ 22 tienen una vida prolongada o la capacidad de
autorrenovarse, y persisten por afios "™ 2%? En cada etapa de este proceso, los
linfocitos y las células presentadoras de antigeno se comunican entre si a través de
contacto directo o mediante la secrecion de citocinas reguladoras. También pueden

interactuar de modo simultineo con otros tipos celulares o con componentes del

complemento, cinina o sistemas fibrinoliticos lo cual origina la activacion de los
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fagocitos, la coagulacion de sangre o el inicio de la cicatrizacion de las heridas
(Parslow, 2002)

1.6. INMUNIDAD DE LAS MUCOSAS

La funcién primaria del sistema inmunitario de las mucosas es proporcionar
defensa al individuo en las superficies mucosas, ésta funcion la realiza en conjunto
con diversos factores protectores no inmunitarios, como son: flora bacteriana
normal, actividad motriz mucosa, sustancias como acido gastrico y sales biliares
intestinales, secreciones mucosas y factores humorales innatos. Una segunda
funcioén del sistema inmunitario de las mucosas es evitar la entrada de antigenos de
la mucosa a la circulacion y proteger asi al sistema inmunitario sistémico de
exposicion antigénica inadecuada " 22 [as mucosas contienen una cantidad
considerable de tejidos linfoides, los cuales se clasifican en dos grupos: sitios
inductivos que son lugares en donde se procesan los antigenos e inicia la respuesta
inmune y sitios efectores que son lugares en donde se forman los anticuerpos y se
montan respuestas mediadas por células (T 2002 Parslow. 2002, Sénchez Vizeaino, 2004) 'y g
zonas inductoras disponen de elementos semejantes a los componentes del sistema
inmune sistémico para realizar la captacion de los antigenos e iniciar la respuesta
inmune. Con la tnica diferencia de las células M, que son células epiteliales
especializadas en el transporte de antigenos, no actuan enzimaticamente sobre ellos
sino que los captan de la luz de la mucosa, los transportan completamente intactos
y los presentan a los linfocitos intraepiteliales o pasan por el espacio intercelular
hacia el liquido histico y presentan el antigeno a las células presentadoras tales
como macrofagos, células dendriticas y linfocitos B presentes en el espacio
subepitelial o en la lamina propia. Estas células presentadoras activan a los
linfocitos B y T, los cuales una vez estimulados en estas zonas de inicio,
abandonan el area mediante el sistema sanguineo, migrando hacia las diferentes

zonas efectoras por lo que la respuesta inmune es generalizada en todo el
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organismo del animal. En las zonas efectoras también pueden presentarse
antigenos, aunque el mecanismo de entrada suele ser diferente al de las zonas
inductoras ya que el antigeno puede acceder por endocitosis, mediante las células
epiteliales o atravesar las llamadas zonas o uniones estrechas. La captura y
presentacion se realiza mediante macrofagos, células M o linfocitos B

S . . Tizard, 2002
desencadenando una reaccion similar a la anteriormente mencionada T2 ’

Sanchez Vizcaino, 2004)

1.7. ANATOMIA DEL APARATO RESPIRATORIO

El aparato respiratorio consta de una porcion conductora, una porcion respiratoria y
un mecanismo de bombeo mediante el cual, el aire es alternativamente dirigido

hacia dentro (inspiracion) o hacia fuera (espiracion).

La porcion conductora es a través de la cual pasa el aire para alcanzar la porcion
respiratoria y comprende: nariz externa, cavidad nasal, faringe, laringe, traquea,
bronquios y bronquiolos; en algunas ocasiones la cavidad oral sirve como entrada

. . , ’ . . . . Gett
para el paso del aire a la faringe, y de ésta a las vias respiratorias inferiores. "

1982)

La porcion respiratoria comprende: bronquiolos respiratorios, conductos alveolares,
sacos alveolares y alvéolos pulmonares, en donde se lleva a cabo el intercambio

£ase0so0.

Los componentes esenciales del aparato de bombeo son: los dos sacos pleurales
que envuelven los pulmones y forman una camara de vacio alrededor de ellos, el
esqueleto del torax (vértebras, costillas y esternon), y musculos asociados a la

respiracion, entre ellos el mas importante es el diafragma, (G- 1982 Climent, 2005)
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La nariz externa esta constituida por el dorso nasal, que forma el caballete de la
nariz cuyo origen a nivel de los angulos palpebrales se denomina raiz nasal y al
extremo rostral, apice nasal. Los orificios nasales son la entrada a la cavidad nasal,
estan separados por la parte mévil del tabique nasal y contiene en el cerdo un
pequefio hueso (os rostrale). El extremo libre del tabique presenta insercion a los
cartilagos nasal lateral dorsal y lateral ventral asi como los cartilagos alares que son
los que proporcionan el soporte a los bordes dorsal y lateral del orificio nasal

. Bernal, 2002, Dyce, 1999).
determinando su forma que en el caso del cerdo es redondeada Bemeh 2002 Dyee. 1999)

La cavidad nasal se divide en dos partes, derecha e izquierda, por el tabique nasal
constituido rostralmente por el cartilago del tabique nasal (septo cartilaginoso) y en
su parte caudal y ventral por la lamina perpendicular del etmoides y el hueso vomer
respectivamente (porcion o6sea del tabique nasal). En la parte dorsal del tabique
nasal existe un area libre de cartilago (porcion membranosa del tabique nasal). La
entrada de la cavidad nasal esta representada por los orificios nasales y la salida por
las coanas, que se localizan en la parte mas caudal del piso de la cavidad y

comunican a la cavidad nasal con la faringe. ™" 2002

La faringe es un 6rgano musculo membranoso comin a las vias digestivas y
respiratorias, esta situada ventral a la base del craneo, caudal a las cavidades nasal
y oral, y rostral al vestibulo esofagico y laringe. En la cavidad faringea se abren
siete orificios, dos de ellos comunican con la cavidad nasal a través de las coanas,
otros dos comunican a la faringe con el oido medio a través de los tubos auditivos,
otro comunica a la cavidad oral a través del istmo de las fauces y, por tltimo uno
que se comunica con la entrada del es6fago y otro con la laringe. *rmer 1979
Ademaés se divide en tres regiones: nasofaringe, orofaringe y laringofaringe. La
nasofaringe es parte del conducto respiratorio que se extiende desde las coanas

hasta el orificio intrafaringeo. Su piso estd formado por el paladar blando y en sus

partes laterales se encuentran los orificios de los tubos auditivos. En el cerdo, al
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comienzo del paladar blando existen dos placas conocidas como tonsilas del
paladar blando. La orofaringe es la parte de la via digestiva que se extiende desde
la cavidad oral mediante el istmo de las fauces, situado a nivel del arco palatogloso,
y caudalmente se continua con la laringofaringe. La laringofaringe es el espacio
localizado caudal al borde libre del paladar blando y rostral a la entrada de la
laringe y al vestibulo esofagico. En la parte dorsal del vestibulo esofagico de los
porcinos se localiza el diverticulo faringeo que es una evaginacion saculiforme e
impar que se prolonga 3 a 4 cm sobre la parte inicial del es6fago y termina en saco

ciego. (Shively, 2000, Dyce, 1996, Bernal, 2002)

La laringe es un tubo musculocartilaginoso que comunica a la faringe con la
traquea. Se sitiia debajo de la faringe y detras de la boca, suspendida de la base del

(Dyce. 1996, Climent. 2009) Bots constituido por varios

craneo mediante el aparato hiodeo.
cartilagos moviles (tiroides, cricoides, aritenoides y epiglotis) unidos entre si por
ligamentos. La epiglotis es movil y elastica, esta situada en la parte craneal de la
laringe, caudal a la raiz de la lengua, dorsal al basihioides y craneal a los cartilagos
tiroideo y aritenoideo. Su forma es redondeada con sus bordes girados hacia arriba

en el cerdo (Krahmer, 1979, Getty 1982).

La traquea es un organo tubular musculocartilaginoso que inicia en la laringe y
termina en la bifurcacion traqueal, estd formada por una porciéon cervical y una
toracica, consta de 32 a 46 anillos cartilaginosos los cuales son de forma circular,
incompletos en su parte dorsal y conectados unos con otros mediante ligamentos
anulares fusionados con el pericondrio. La mayor o menor apertura de los
cartilagos se regula por la contraccion de los musculos traqueales, musculos lisos,
insertos en la cara interna de los cartilagos. En el cerdo, el extremo derecho del
cartilago traqueal cubre un poco dorsalmente al extremo izquierdo. (Clemen 2005 Getty.

198 L a bifurcacion traqueal estd situada sobre la base del corazén a la altura de la

costilla V.
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Los bronquios son érganos tubulares musculocartilaginosos que resultan de la
bifurcacion traqueal y dan origen al arbol bronquial de cada uno de los pulmones,
por lo que se les denomina bronquios principales. En los porcinos existe un
bronquio que no nace del bronquio principal sino que se origina directamente de la
traquea y ventila al 16bulo craneal del pulmoén derecho. Por su origen se denomina
bronquio traqueal y estd situado a nivel de la costilla IIT (P¥ee: 1996 Gety. 1982) " pp
bronquio principal derecho se divide en tres ramas que dan origen al bronquio
lobular medio, lobular caudal y lobular accesorio. El bronquio principal izquierdo
se divide en dos ramas que dan origen al bronquio lobular craneal y al bronquio
lobular caudal. Los bronquios lobulares de dividen en numerosos bronquios
segmentales, destinados a ventilar un area especifica del 16bulo pulmonar. Cada
una de estas areas se denomina segmento broncopulmonar y estan separadas unas
de otras por los tabiques intersegmentales. De los bronquios segmentales derivan
los bronquiolos, carentes de cartilago y de glandulas, que dan lugar a los
bronquiolos respiratorios de los que a su vez derivan los conductos alveolares que
terminan en sacos alveolares formados por los alvéolos pulmonares (sitio donde se

lleva a cabo el intercambio gaseoso). (<'iment: 2005, Bemal, 2002)

Los pulmones derecho e izquierdo, ocupan la mayor parte de la cavidad toracica
(Sisson. 1982) “ada pulmén tiene una forma piramidal y presenta para su descripcion
un apice localizado en el extremo craneal y una base ubicada hacia la parte caudal.
Ademas, presenta una superficie costal que es la cara del pulmoén en contacto con
las costillas; una superficie medial, relacionada con el mediastino, en ella se
observan a las impresiones cardiaca, aortica y esofagica; una superficie
diafragmatica que estd en contacto con el musculo de dicho nombre y las
superficies interlobulares que son las areas de contacto entre los l6bulos de cada
pulmoén. Al unirse las superficies forman el borde dorsal ubicado hacia el techo de

la cavidad (es romo) y el borde agudo, denominado asi por su apariencia afilada, el
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cual se divide en dos partes, ventral y basal. El borde ventral se relaciona con el
piso de la cavidad y presenta una incisura cardiaca en la parte en donde el pulmoén
contacta con el pericardio. El borde basal esta localizado alrededor de la superficie

diafragmatica. Bemah-2002

En la superficie medial del pulmon esta el hilio, sitio por donde entran y salen los
bronquios, arterias y venas pulmonares, arterias y venas bronquiales, vasos

infati i Bernal, 2002
linfaticos y plexos nerviosos pulmonares, ™20

La pleura es una membrana serosa delgada que reviste las paredes de la cavidad
toracica, formando dos sacos, cada saco pleural se divide en una parte parietal y
una pulmonar. La pleura parietal estd en contacto directo con las paredes de la
cavidad toracica, de acuerdo a su localizacion se divide en costal, diafragmatica y
mediastinica. La cavidad pleural es el espacio entre las pleuras parietal y pulmonar.

La Pleura pulmonar esté en contacto directo con los pulmones, ("™men 2005 Bemal, 2002)
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2. OBJETIVOS.

Objetivo General:

Cuantificar la cantidad de células plasmaticas en tonsila, epiglotis, traquea y
pulmén de cerdos clinicamente sanos de 100 kg mediante la tincion Verde Metil

Pironina.

Objetivos Especificos:
e Observar la histologia normal de tonsila, epiglotis, traquea y pulmon

mediante la tincidon de Hematoxilina-Eosina.

e Establecer la distribucion y cuantificacion normal de las células
plasmaticas en tonsila, epiglotis, trdquea y pulmon de cerdos clinicamente

Sanos.
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3. METODOLOGIA

3.1. Disefio experimental

Figura 1

Sacrificio de 7 cerdos de 100 Kg clinicamente sanos,
serologicamente negativos a Mycoplasma hyopneumoniae,
PRRS, Aujeszky y Actinobacillus pleuropneumoniae

[ Fijacion con Carnoy )

l

( Inclusién en parafina ]

|

| 196 cortes histologicos '
|

[ 98 cortes a tincion ] 98 cortes a

verde metil pironina

tincion H-E

Cuantificacion de células plasmaticas Descripcion histologica de

tonsila, epiglotis, fraquea y pulmoén

en tonsila, epiglotis, traquea y pulmoén
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3.2. Material Biologico

Se utilizaron siete cerdos de 100 Kg provenientes del Centro de Ensefianza e
Investigacion Experimental Porcicola, Jilotepec (CEIEPE), FMVZ, UNAM
serolégicamente libres de Mycoplasma hyopneumoniae, PRRS, Aujeszky y

Actinobacillus pleuropneumoniae.

3.3. Obtencion de Muestras

- Los cerdos de 100 Kg se tranquilizaron con Azaperona (Sural) a una dosis de 2
mg/Kg, posteriormente se sacrificaron con el método manual utilizando una pistola
de émbolo cautivo, Moreno: 199)

- Se retiraron los pulmones inmediatamente después de que el cerdo se desangro
via vena yugular.

- Mediante un mapa plantigrafico se tomaron muestras de aproximadamente 0.5

mm desde la tonsila hasta el pulmén.
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Figura 2

Plantigrafia de los Cortes Histoldgicos

VISTA DORSAL VISTA VENTRAL

IZQUIERDO DERECHD DERECHD IZQUIERDD

Nota: el paladar blando y la epiglotis no aparecen en la plantigrafia

Cuadro 1

Sitios de toma de muestra

Paladar blando (Tonsila)

Epiglotis

Traquea

Pulmén Derecho — 16bulo craneal (Apice)

Pulmén Derecho — I6bulo medio (borde dorsal)

Pulmén Derecho — I6bulo medio (borde agudo)

Pulmén Derecho — lI6bulo caudal (extremo caudal del borde dorsal)

Pulmén Derecho — l6bulo caudal (parte central)

Ol Nl jwin|E=

Pulmén Derecho — l6bulo accesorio (borde agudo parte media)

=
o

Pulmén izquierdo — I6bulo craneal (Apice)

[N
=

Pulmon izquierdo — lI6bulo craneal (porcion caudal borde dorsal)

[N
N

Pulmén izquierdo — I6bulo craneal (porcion caudal borde agudo)

N
w

Pulmén izquierdo — I6bulo caudal (extremo caudal del borde dorsal)

N
>

Pulmén izquierdo — I6bulo caudal (parte central)
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Los tejidos se fijaron en Carnoy. (Alcohol absoluto 60 ml, Cloroformo 30 ml,

Acido acético 10ml).

Una vez fijados fueron incluidos en parafina histolégica en el Laboratorio de

Histologia L-711 de la FES-Cuautitldn. Se realizaron las siguientes

modificaciones en la técnica de inclusion:

* Se elimind el excedente de fijador colocando cada muestra en un cassette para
inclusion con su respectiva identificacion.

* Deshidratacion en alcohol etilico 70 % | 15 min.

* Deshidratacion en alcohol etilico 70 % I1 15 min.

* Deshidratacidon en alcohol etilico 82 % 15 min.

* Deshidratacidon en alcohol etilico 86 % 15 min.

* Deshidratacion en alcohol etilico 92 % | 15 min.

» Deshidratacion en alcohol etilico 92 % I1 15 min.

» Deshidratacion en alcohol etilico 98 % | 15 min.

» Deshidratacion en alcohol etilico 98 % 11 15 min.

* Deshidratacion en alcohol etilico 100 % | 15 min.

» Deshidratacion en alcohol etilico 100 % I1 15 min.

* Aclaracion en Xileno 1 30 min.

« Aclaracioén en Xileno 11 40 min.

En cada cambid las muestras fueron sometidas a calentamiento en horno de

microondas a temperatura media alta de aproximadamente 55-60°C por 2 minutos.

>

Las muestras se infiltraron en parafina a 60°C en dos cambios de una hora cada
uno.

Inclusién en parafina.

Se realizaron cortes en el microtomo (Leica RM 820) a un grosor de 5p.

Se montaron los cortes en portaobjetos.
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3.4. Tincion Hematoxilina-Eosina
> Se desparafinaron las muestras en Xileno por 5 min. en 2 pasos.
> Rehidratacién de la muestra:
e Alcohol etilicol00% | 5 min.
e Alcohol etilico 100% Il 5min.
o Alcohol etilico 96% | 5 min.
o Alcohol etilico 96% Il 5 min.
o Alcohol etilico 80% 5 min.
o Alcohol etilico 70% 5 min.
> Lavado en agua destilada durante 5 min.
> Tefiido con Hematoxilina de Harris durante 8 min.
> Lavado con agua corriente.
> Decolorado en alcohol &acido.
> Lavado con agua corriente.
> Estabilizacion en carbonato de litio.
> Lavado con agua corriente.
> Lavado con agua destilada durante 5 minutos.
> Tefiido con Eosina Carnegy durante 3 minutos.
> Lavado con agua corriente para quitar el excedente de colorante.
> Deshidratacion en alcohol etilico al 96% 1.
> Deshidratacion en alcohol etilico al 96% lII.
> Deshidratacion en alcohol etilico al 100% I.
> Deshidratacion en alcohol etilico al 100% 1.
> Aclarado en Xileno en dos pasos.

> Montado con resina sintética.
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3.4.1. Observacion y Toma de Imagen

Las preparaciones histoldgicas tefiidas con H-E fueron observadas para su estudio
morfol6gico en un microscopio dptico modelo Spencer de American Optical a 10y
40X en el Laboratorio de Histologia L-711. De cada laminilla fueron seleccionados

campos microscopicos representativos.

La imagen de cada campo microscépico elegido fue capturada digitalmente y

procesada electrénicamente mediante el programa Imagen-Pro Plus™.

Cada imagen fue descrita en cuanto a sus detalles histologicos por lo que

aportamos una coleccion de 22 fotografias.

3.5. Tincion Verde Metil Pironina

La tincion verde metil pironina es un excelente colorante para tefiir a la cromatina,
utilizado con frecuencia para estudios cuantitativos M2 1979 Tanto el verde de
metilo (un trifenilmetilmetano) como la pironina (un xanteno) son colorantes
basicos, cuyas afinidades varian segun el tejido y el pH. El verde de metilo se fija
selectiva y estequiométricamente sobre el DNA polimerizado de doble cadena; en
cambio, la pironina tifie el RNA (rojo rosado). Siendo colorantes bésicos, la
pironina y el verde de metilo probablemente deben su selectividad por los &cidos
nucleicos RNA y DNA, respectivamente. Para otros autores, la tincion selectiva de
los nucleos con verde de metilo se debe al bloqueo por proteinas de residuos del
RNA é&vidos de verde de metilo; el grado de tincion de DNA por este colorante
seria una funcion directa de su combinacion con proteinas. Sin embargo para fines
practicos se acepta que en condiciones bien estandarizadas el verde de metilo es un

colorante selectivo del DNA polimerizado.
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La tincidn con verde metilo y pironina es muy Util para el estudio histologico de
trastornos inmunolégicos, en este caso se utiliza para establecer la presencia o
ausencia de células plasmaticas. Sin embargo, la pironinofilia del citoplasma no
permite afirmar que se esta en presencia o ausencia de una célula plasmatica.
Hottendorf y col. (1966) han demostrado que los granulos de células cebadas del
perro, tanto normales como neoplasicas, tienen afinidad por la pironina.
Observaron que: 1) esta pironinofilia corresponde a los granulos metacromaticos,
2) es sensible a la RNAasa (no siempre en forma completa, pues parte de la
pironinofilia residual podria deberse al polianidn fuerte de heparina, que puede fijar
el colorante basico de pironina); 3) los granulos que presentan tincion
ortocromética con azul de toluidina se vuelven metacromaticos después de
hidrolisis por RNAasa (la digestion del RNA ortocromético deja al descubierto
heparina metacromética). Con estos hechos, Hottendorf y col. (1966) concluyeron
que los granulos de células cebadas contenian RNA, y propusieron luego una
relaciéon entre células cebadas y células plasmaticas, en cuanto al desarrollo y
funcién, mencionando que investigadores previos habian postulado que tanto los

plasmocitos como las células cebadas podrian provenir de los linfocitos. "™ 198%)
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3.5.1. Procedimiento

Preparacion de Verde Metil Pironina:

Verde de metilo 0.15¢
Pironina B 0.25¢

ROH 96 2.5ml
Fenol 05¢
Glicerina 20 ml

Agua destilada c.b.p 100 mi

a) Desparafinado e hidratado de acuerdo a la técnica ya mencionada.

b) Tefiido con verde metil pironina durante 5 min.

¢) Lavado con agua corriente.

d) Decolorado con acetona.

e) Deshidratacién en alcohol absoluto en dos pasos.

f) Aclarado en Xileno en dos pasos.

g) Montado con resina sintética.

Metodologia

Para determinar la presencia de células plasmaticas se realizé un conteo triple ciego

en un microscopio optico modelo Spencer de American Optical. Se seleccionaron

10 campos (objetivo 40 x) por laminilla aleatoriamente cuantificando la reaccién a

la pironina.

Posteriormente con los resultados obtenidos se obtuvo un promedio para crear una

base de datos.

Los promedios obtenidos de los 6 cerdos fueron analizados mediante el programa

estadistico Graph pad Prisma® por la prueba no paramétrica de Mann-Whitney.
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4. RESULTADOS

4.1. Descripcion Histologica

PALADAR BLANDO (tonsila). Esta formado por un pliegue de las membranas
mucosas de las cavidades nasal y oral, con una parte central de fibras musculares

estriadas.
Tlnica mucosa:;

e Mucosa oral recubierta por un epitelio estratificado escamoso no

cornificado.

e Mucosa nasal estd cubierta por un epitelio pseudoestratificado columnar

ciliado.
El epitelio esté infiltrado por linfocitos, neutréfilos y macréfagos.

Tunica submucosa: tejido linfatico difuso con células plasmaticas rodeando a los
nodulos linféticos, los cuales poseen con frecuencia centros germinativos y una

corona de pequefios linfocitos adyacentes al epitelio.

La tonsila tiene profundas invaginaciones llamadas criptas tonsilares las cuales
estan constituidas por epitelio estratificado escamoso no cornificado.*!'™" 1999

(Fig. 4y 4.1).
EPIGLOTIS.
TUlnica mucosa:

o Epitelio estratificado escamoso, en los porcinos se observan botones o
yemas gustativas.

e Lamina propia - tela submucosa de tejido conectivo coladgeno laxo con
fibras elasticas.

Tela submucosa:
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e Glandulas tabulo alveolares ramificadas, en su mayoria mucoides.

e Tejido linfatico nodular y difuso.

Tulnica muscular: no se forma de manera exclusiva de fibras musculares estriadas,
sino que el cartilago eléstico reemplaza parte de la masa muscular. Esto explica la

mayor distribucion de cartilago laringeo y musculo.
Tunica adventicia: tejido conectivo colageno laxo “Ppendint 2000 (Fjg 5),
TRAQUEA.

Tunica mucosa:
o Epitelio pseudoestratificado columnar ciliado con exocrinocitos
caliciformes intercalados.
e Lamina propia de tejido conectivo coladgeno laxo con prominentes fibras
elasticas que se cree reemplazan a la lamina muscular de la mucosa.
Tela submucosa:
e Glandulas traqueales serosas 0 mucosas.
o Nodulos linfoides traqueales.
Tunica fibromusculocartilaginosa:
e Ligamento anular de tejido conectivo colageno compacto regular con fibras
elasticas.
e Cartilago traqueal hialino en forma de anillo incompleto
e Musculo transverso traqueal: Masculo liso con orientacion transversa, une
los extremos de los anillos cartilaginosos. ElI mdsculo puede estar
interrumpido por glandulas mucosas.

Tanica adventicia: Tejido conectivo colageno laxo (Pe!iman. 1999, Appendini, 2000) (=i - 6)
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PULMON.

Pleura Visceral. Es la capa serosa que recubre a los pulmones, esté constituida por

mesotelio escamoso a cuboide simple y tejido conectivo coldgeno laxo.
Bronquios. (Fig. 7) son estructuralmente similares a la traquea.

Tdnica mucosa:
o Epitelio pseudoestratificado columnar ciliado con exocrinocitos caliciformes.
e Lamina propia de tejido conectivo colageno laxo y fibras elasticas.

e Muscular de la mucosa de tejido muscular no estriado.

Tunica musculocartilaginosa:

e Mudsculo espiral de tejido muscular no estriado que aparentemente se fusiona
con la muscular de la mucosa.

e Cartilagos bronquiales: son de cartilago hialino en forma de placas
incompletas

e Glandulas bronquiales seromucosas 0 mucosas, tubuloalveolares ramificadas.
Los anillos cartilaginosos desaparecen y son sustituidos por placas de
cartilago que se reducen de tamafio en las porciones distales.

Tlnica adventicia de tejido colageno laxo. (APpendini. 2000, Femandez, 2003, Banks, 1998)

Bronquiolos: Se derivan directamente del arbol bronquial. (Fig. 8 y 9) Tienen un
epitelio pseudoestratificado columnar ciliado carentes de cartilago. Conforme se va
estrechando su lumen, su epitelio se va transformando en simple columnar o simple

cuboide con o sin cilios. Carecen de células caliciformes. (Fig. 8).

Tunica mucosa:
o Epitelio pseudoestratificado columnar ciliado.
e Lamina propia con fibras elasticas longitudinales y colagenas finas.

e Muscular de la mucosa de tejido muscular no estriado.
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Tanica muscular: tejido muscular no estriado que posiblemente se fusiona con la

muscular de la mucosa.
Tunica adventicia de tejido conectivo colageno laxo.

Los bronquiolos pueden presentar su lumen en forma de estrella, o bien, ondulado,
que se va tornando redondeado conforme disminuye el diametro de dicho lumen.
Los bronquiolos mas pequefios con esta caracteristica, bronquiolos terminales,
presentan una abertura que desemboca hacia un espacio formado por células
cuboides y escamosas llamados bronguiolos respiratorios, éstos se encuentran con

poca frecuencia en porcinos (Appendini, 2000, Dellman, 1999, Banks, 1998)
Bronquiolos terminales:

TuUnica mucosa:
o Epitelio simple cuboide con o sin cilios.

Tunica adventicia muy delgada de tejido conectivo colageno laxo “Ppendini. 2000)

Bronquiolos respiratorios:
Tunica mucosa:
e Epitelio simple cuboide con células escamosas intercaladas.

Tunica Adventicia muy delgada, posee fibras elasticas longitudinales, “#pendini. 2000

Estructuras alveolares:

Los conductos alveolares contindlan a los bronquiolos respiratorios. Los cuales
desembocan en una abertura denominada atrio alveolar que a su vez comunica con
un saco alveolar, cavidad subdividida en los alvéolos pulmonares. Los alvéolos
(Fig. 9) son estructuras semiesféricas de paredes delgadas y tapizadas por epitelio,

estan separados por el tabique inter alveolar “ppendini. 2000, Dellman, 1995)

Los conductos, atrios y alveolos estan formados por un epitelio simple escamoso
formado por epiteliocitos respiratorios (Neumocitos tipo 1) que se especializan en

el intercambio gaseoso y epiteliocitos granulares (Neumocitos tipo Il) que se
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encargan de producir la sustancia surfactante. También estdn presentes los
macrofagos alveolares que fagocitan particulas de polvo y otros materiales

extrafios (Dellman, 1999)

El parénquima pulmonar esté irrigado por vasos sanguineos de diverso calibre,
derivados de la arteria y vena pulmonares, que constituyen la circulacion funcional
del o6rgano, asi como de la arteria y vena bronquial que brindan la circulacion

nutricia del pulmaén, “ppendini. 2000
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Figura 3. Corte histologico de cerdo
adulto clinicamente sano. Tonsila.
Mucosa oral formada por epitelio
estratificado escamoso no cornificado
(1), lamina propia (2), tejido linfoide
difuso  (3), nddulos linfoides (4),

trabéculas (5), cripta tonsilar (6).
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H-E 10x

Figura 3.1. Corte histolégico de cerdo adulto clinicamente sano. Tonsila. Cripta
formada por epitelio estratificado escamoso no cornificado (1), nddulo linfatico (2)
tejido linfoide difuso (3).
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H-E 40x
Figura 4. Corte histolégico de cerdo adulto clinicamente sano. Epiglotis. Mucosa

formada por epitelio estratificado escamoso no cornificado (1), lAmina propia — tela
submucosa formada por tejido conectivo denso irregular (2), glandulas mixtas (3) y
tejido adiposo (4), cartilago elastico que reemplaza parte de la masa muscular (5).
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*3 it
H-E 40x

H-E 10x

Figura 5. Corte histoldgico de cerdo adulto clinicamente sano. Traguea. Mucosa
formada por Epitelio pseudoestratificado columnar ciliado (1) con exocrinocito
caliciforme (2) y su lamina propia de tejido conectivo colageno laxo con fibras
elasticas (3), Tela submucosa formada por tejido conectivo colageno laxo,
glandulas serosas o0 mucosas (4) y tejido adiposo (5), tdnica
fibromusculocartilaginosa formada por anillos cartilaginosos incompletos (6) en el
caso del cerdo que se conectan con tejido conectivo (7), Tunica adventicia formada
por tejido conectivo colageno laxo (8) y tejido adiposo (9).
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H-E 2x

H-E 10x

Figura 6. Corte histoldgico de cerdo adulto clinicamente sano. Pulmon. Pleura visceral
(1), Bronquio (2) formado por tlnica mucosa la cual esta constituida por: a) un epitelio
pseudoestratificado columnar ciliado con exocrinocitos caliciformes intercalados, b)
lamina propia de tejido conectivo coldgeno laxo y fibras elésticas, c¢) Tunica
musculocartilaginosa formada por mdsculo espiral que aparentemente se fusiona con la
muscular de la mucosa (musculo liso), d) Vénula bronquial. €) placas irregulares de
cartilago hialino. f) Tunica adventicia constituida por tejido conectivo colageno laxo.

Arteria (3). Vena (4). Bronquiolo (5). Bronquiolo terminal (6).
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Figura 7. Corte histologico de cerdo adulto clinicamente sano. Pulmén. Tabique
interalveolar (1), Bronquiolo (2), formado por tunica mucosa la cual estd
constituida por: a) un epitelio pseudoestratificado columnar ciliado, b) lamina
propia constituida por fibras elasticas, ¢) muscular de la mucosa (musculo liso),
tnica adventicia constituida por d) tejido conectivo colageno laxo. Arteria (3).

Vena (4). Bronguiolo terminal (5). Alvéolo (6).
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H-E 40x

Figura 8. Corte histoldgico de cerdo adulto clinicamente sano. Pulmén. Bronquiolo
(1). Epitelio pseudoestratificado columnar (2), masculo liso (3). Tejido Linfoide
Asociado a Bronquio (BALT) (4). Alvéolo (5), Epitelio simple escamoso (6).
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4.2. Distribucion de Células Plasmaticas

La tincién de verde metil pironina permiti6 distinguir a los linfocitos B activados
en los organos estudiados, estos linfocitos fueron identificados principalmente
porgue su RNA activo se tifié de color rojo brillante, tomando en consideracién la
morfologia de la célula plasmatica, debido a que otras estructuras y células son
capaces de reaccionar a la pironina. Los linfocitos mostraron las mismas

caracteristicas en todos los 6rganos. Por su parte el verde tifi6 DNA inespecifico.

De los siete cerdos considerados el cerdo W presentd histoldgicamente proceso

neuménico y BALT por lo que fue excluido del anlisis estadistico
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Cuadro 2

Promedios de Células Plasmaticas en Tonsila, Epiglotis, Traquea y Pulmén

CERDO

Promedio

Tonsila

22.14+31.99*

Epiglotis

0.73+0.92

Traquea

0.29+0.24

PDlIcra(a)

2.99+4.29*

PDIm(bd)

1.42+0.78

PDIm(ba)

1.14+0.40

PDlIca(ecbd)

3.20+£3.37

PDlca(pc)

1.78+1.17

PDla(bapm)

177274

Plicra(a)

0.56+0.34

Pllcra(pcbd)

1.39+1.60

Pllcra(pcba)

0.85+0.63

Pllca(ecbd)

1.72+1.60

Pllca(pc)

PDlIcra(a)

1.13+0.62

Pulmén Derecho — l6bulo craneal (Apice)

PDIm(bd).

Pulmén Derecho — I6bulo medio (borde dorsal)

PDIm(ba)

Pulmén Derecho — I6bulo medio (borde agudo)

PDIca(ecbd)

Pulmén Derecho - I6bulo caudal (extremo caudal del borde dorsal)

PDlIca(pc)

Pulmén Derecho — lI6bulo caudal (parte central)

PDla(bapm)

Pulmén Derecho — I6bulo accesorio (borde agudo parte media)

Pllcra(a)

Pulmén izquierdo — I8bulo craneal (Apice)

Pllcra(pcbd)

Pulmén izquierdo — I6bulo craneal (porcién caudal borde dorsal)

Pllcra(pcba)

Pulmén izquierdo — I6bulo craneal (porcién caudal borde agudo)

Pllca(echd)

Pulmon izquierdo — I6bulo caudal (extremo caudal del borde dorsal)

Pllca(pc)

Pulmén izquierdo — I6bulo caudal (parte central)
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Figura 9. Distribucion de Células Plasmaticas en tonsila, epiglotis, traquea y

pulmén.
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Los Promedios de Células Plasméticas en los Tejidos Estudiados se presentan en el

Cuadro 2. En tonsila y PDlIcra(a), se cuantificaron mas células plasmaticas

(22.14+31.99) con diferencia estadistica sobre la media P<0.01 mediante

comparacion multiple de Tukey mientras que el promedio mas bajo fue el de la

Traquea (0.29+0.24) seguido del Pulmoén Izquierdo I6bulo craneal (&pice)

(0.560.34).

49



Resultados
Cuadro 3
Prueba no Paramétrica de Mann-Whitney

Valor de P exacto o | Nimero de | Diferencia estadistica Porciones enfrentadas
aproximado colas significativa P<0.05

Exacto 2 colas P<0.01 Tonsila vs. Epiglotis

Exacto 2 colas no Epiglotis vs. traquea

Aprox. Gaussiana 2 colas PDlcra(a) vs. Pllcra(a)

Exacto 2 colas PDIm(bd) vs. Pllcra(pcbd)

Aprox. Gaussiana 2 colas PDIm(ba) vs. Plicra(pcha)

Exacto 2 colas PDIca(echd) vs. Pllca(echd)

Exacto 2 colas PDlIca(pc) vs. Pllca(pc)

ANOVA PDlca(echd), PDla(bapm) y
Pllca(echd)

Muestra que hubo diferencia estadistica significativa en tonsila y pulmén derecho
I6bulo craneal (apice). Anova se realizO para comprobar que no hay diferencia

estadistica significativa sobre la varianza ya que lo demas se realizé sobre la media.

50



Resultados

H-E 100x

H-E 40x

H-E 100x

Figura 10. Cortes histologicos de cerdos adultos clinicamente sanos. Se observan células

plasméticas localizadas en el parénquima pulmonar, el RNA activo se tifié de color rojo

brillante y por su parte el verde tifi6 DNA inespecifico. Tincién Verde Metil Pironina.
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5. DISCUSION

Existe en la bibliografia poca informacion de estas células en cerdos, s6lo se
conocen trabajos de células productoras de anticuerpos ante la presencia de

infecciones como Micoplasma hyopneumoniae.

Se analiz6 la poblacion de células plasmaticas en regiones especificas del aparato
respiratorio porcino (tonsila, epiglotis, traquea y pulmones), los animales
clinicamente sanos sacrificados eran serolégicamente negativos a Neumonia

Enzodtica, Pasteurelosis, Pleuroneumonia Contagiosa Porcina, PRRS y Aujeszky.

Para realizar el andlisis histologico los cortes fueron teflidos con Hematoxilina-
Eosina y se observaron al microscopio 6ptico, lo anterior fue valido para todos los
cerdos excepto el W en donde se encontraron cambios histolégicos importantes por
lo que a pesar de que el cerdo no manifestd signos de enfermedad fue descartado

del estudio de células plasmaticas.

Para evidenciar la presencia de células plasmaticas (CP) se utiliz6 la tincion de

verde metil pironina.

Como es bien sabido las células plasmaticas son productoras de inmunoglobulinas
por tanto se espera que en donde no hay presencia de patdgenos el nimero de
dichas células sea bajo, al respecto se han realizado trabajos en diferentes especies;
en equinos adultos se tomaron biopsias de yeyuno en la lamina propia de las
vellosidades y se encontraron en promedio 18+10.8 CP y en la [&mina propia de las
criptas 35+10.2 Cp, M- Packer. 2009). an gatos predominan en la lamina propia de
duodeno 8.2+3.4 CP secretoras de IgA, en yeyuno 7.0+2.8 CP e ileon 3.7£0.9 CP
(N. Waly, 2000). oy (jtero de ratas adultas, en el endometrio 10.38+1.37 CP, en el
miometrio 1.67+0.30 CPp Memet 2003 - Eotos  resultados concluyen que en
condiciones normales la poblacion de células plasmaticas es escasa aun cuando se

trate de &reas continuamente expuestas a la invasion de patogenos, lo que
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corresponde a los resultados obtenidos en el presente trabajo en la mayoria de los
tejidos muestreados; por otro lado en tejidos expuestos a patdgenos se espera un
aumento en CP, en este estudio en los cortes de tonsila se observd el mayor
namero de células plasméaticas con un promedio de 22.14+31.99 debido
principalmente a que forma parte del sistema inmune de las mucosas respiratoria y
digestiva, tomando en consideracion que se trabajé con cerdos adultos cuyo
sistema inmune ya ha sido enfrentado a diversos antigenos. Por el contrario, la
traquea presentd el promedio mas bajo de células plasmaticas (0.29+0.24), esto es

debido a que la trdquea posee un eficiente aparato mucociliar.

Con respecto al tejido pulmonar se encontr6é que el promedio mas alto lo present6
el pulmdn derecho en su porcion dorsal en el extremo central PDlca(echd)
3.20£3.37 mientras que el promedio mas bajo lo presentd el pulmon izquierdo
I6bulo craneal en el apice Pllcra (a) 0.56+0.34. Estos datos no muestran diferencia
estadistica ni sobre la media ni la desviacion estdndar comparada con las deméas
regiones pulmonares. No se encontrd en la literatura un estudio de CP enfocado en
regiones plantigraficas como en el presente trabajo, pero existe un trabajo en perros
realizado por D. Peeters et al., en donde se cuantifica el nimero de células
plasmaticas en la nariz, carina traqueal, bronquios primarios, secundarios y
bronquiolos terminales de perros con tinciones inmunohistoquimicas en donde se

detecto IgA, IgG e IgM.

Concluyendo en lo siguiente:
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Tipo Nariz Carina Bronquios | Bronquios 2° | Bronquiolos
celular traqueal 1° terminales

IgA 4.34+0.29 | 2.56+0.3* | 1.43+0.28*~ 1.73+0.39* 1.06£0.43*~

IgG 1.04+0.15 | 0.71£0.16 0.68+0.16 0.43+0.21* 0.63+0.23

IgM 1.7£0.13 | 1.02+0.14* | 0.41+0.13*~ | 0.05+£0.18*~8 | 0.05+0.20*~
* Diferencia significativa del conteo celular en nariz (P<0.05); ~ | Modificado,
Diferencia significativa del conteo celular en carina (P<0.05); § | D. Peeters,
Diferencia significativa en el conteo celular en bronquios primarios | 2005
(P<0.05)

.Estos promedios indican que las células plasmaticas secretoras de IgA (2.56+0.3) e
IgM (1.02+0.14) de la carina traqueal presentaron diferencia estadistica en
comparacion con la 1gG (0.71£0.16); estos numeros denotan escasas células, al
compararlos con lo obtenido en el cerdo en la misma region (traquea, 0.29+0.24
C.P). En bronquios primarios, secundarios y terciarios las células plasmaticas
secretoras de IgA se presentaron en mayor numero mostrando diferencia
estadistica. Estos datos comparados con los promedios obtenidos demuestran que
no hay gran diferencia numérica entre especies ya que el Unico par con diferencia
estadistica significativa en la media fue el formado por el pulmén derecho l6bulo
craneal (&pice) (2.99+4.29) y pulmdn izquierdo l6bulo craneal (&pice) (0.56+0.34)
(cuadro 3) debido a que anatémicamente en los porcinos existe un bronquio que se
origina directamente de la traquea y ventila al 16bulo craneal derecho por lo que el
aire que entra a esta porcion ya ha superado las barreras fisicas que le presenta la
traquea y de haber patégenos éstos entran directamente al pulmon. A pesar de la
mencionada diferencia estadistica las cuentas permanecen bajas ain cuando en este

trabajo no se hayan realizado técnicas inmunohistoquimicas.
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6. CONCLUSIONES

Se estableci6 la distribucion de las células plasmaticas en cerdos
clinicamente sanos por medio de la tincién de verde metil pironina por lo
que se concluye que las células plasméticas se encuentran dispersas en los
tejidos de estudio que se tifien con verde metil pironina, con morfologia
ovoide de nucleo excéntrico de cromatina densa y que son escasas en

tejidos sanos.

La mayor cantidad de células plasmaticas estadisticamente significativa fue
en tonsila y el 6rgano que presentd la menor cantidad de células
plasmaticas fue la traguea en comparacion con los demas tejidos

estudiados.

En el 16bulo craneal del pulmédn derecho se encontrd la mayor cantidad de

células plasmaticas en comparacién con los demas l6bulos pulmonares.

Por medio de la tincion de H-E se realiz6 una coleccion total de 22
fotografias que comprende tonsila, epiglotis, traquea y pulmon de cerdos
clinicamente sanos de 100 kg por medio de la tincion H-E aportando una

coleccion de 22 fotografias.
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