UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

LICENCIATURA EN MEDICINA VETERINARIA 'Y ZOOTECNIA

“DISTRIBUCION DE CELULAS PLASMATICAS EN TEJIDO
PULMONAR DE CERDOS RECIEN NACIDOS CLINICAMENTE
SANOS”

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MEDICA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

P RESENT A

MARIA DE JESUS GONZALEZ BURQUEZ

ASESOR: DR. TONATIUH ALEJANDRO CRUZ SANCHNEZ
COASESOR: M.F. GERMAN ISAURO GARRIDO FARINA.

Cuautitlan lzcalli, Estado de México 2011



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo fue apoyado por los proyectos:

UNAM -DGAPA- PAPIIT IN 209701, PAPIIT IN 203106-3,UNAM - DAGAPA-
PAPIME EN 216603.FES Cuautitlan Proyecto PACIVE .GVC-11.

Y se realizd en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan en las instalaciones
del campo Cuatro en los laboratorios de Histologia de la Seccion de Ciencias
Morfoldgicas y el Laboratorio de Microbiologia (6) de la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria



“Tratad de dejar este mundo en mejores condiciones de cémo lo
encontreis”

"El hombre que mira hacia adelante y rema activamente su propia canoa, modela su

f\ahe.?w\‘l Frut



DEDICATORIAS Y AGRADECIMIENTOS

A mi papi.

Luis Gonzalez Romero.

Sacrificio voluntario que te agradezco infinitamente, no por la comprension, si no por
estar simplemente presente en todos mis actos y mis pensamientos, por presentarte
como el hombre con mas fortaleza y de gran corazdn, por mostrarme la conciencia que
siempre se hace presente y los valores que toda mi vida me acompafaran,
simplemente... por ese espiritu de lucha que tienes para nunca rendirte, por moldearme
a la mujer que he llegado a ser y por demostrarme que aunque te hieran debes salir
adelante. ..

Simplemente...Gracias Papa.

A mis Hermanos.

Patty y Huicho.

Con adversidades y caprichos la conciencia se apodera de nuestros pensamientos, el
crecer en adversidad nos ha motivado y ensefiado a estar juntos en los momentos mas
complicados, en donde todo ha parecido nublarse la union de la sangre es la que sale a
flote, a mis ejemplos, mis compafieros, mis amigos, mis complices, mis consejeros, MIS
HERMANGOS...los amo... Gracias por todo su apoyo, y gracias por creer en mi.

A mis amores.

Jimbo, Browny y Firpo.

Por ser fuente de mi inspiracion, compafieros en la soledad y en la alegria, por
ensefiarme que los problemas cotidianos no son un obstaculo para continuar, por
mostrarme que un amigo simplemente calla y se mantiene a tu lado, esperando una
caricia de recompensa, por ensefiarme la sensibilidad de mi ser, por las desveladas, por
las sonrisas que ocasionaron y ocasionan en mi, por mostrarme que en algin lugar
siempre hay un ser limpio e inocente que tiene mucho que ensefiar al mundo... asi de
simple, sin decir una palabra.



Al Amor de mi Vida.
Kétick Humberto Rivera Moreno.

Foquita, agradecerte con todo el corazon el tiempo, la comprensién, la paciencia y todo
tipo de apoyo que me has brindado para lograr llegar a este camino que tan lejano se
veia y en el que por fin me encuentro de pié, gracias por que cuando me sentia cansada
sin ganas de seguir caminando tocaste mi rostro y me ayudaste a levantar, por que
cuando tenia tanto sudor y lagrimas de desesperacion me brindaste tu hombro, es cierto,
Ilegaste a mi vida de una manera inesperada, pero hermosa, y me veo en este momento
tomada de tu mano y quiero continuar por que nos espera un camino lleno de aventuras
y momentos Unicos, por que asi es como somos junicos!, Humberto, gracias por creer
en mi.

Te Amo.
Puelk-ijLibre!

A mis amigos:
Eloisa y a todos los que me apoyaron desde mi ingreso a la licenciatura y que siguen a
mi lado en esta etapa tan bonita, gracias.

Claudia: Gracias por todos los buenos momentos que pasamos juntas, y los malos
también, gracias por estar a mi lado en los momentos en que creia que solo tu me
comprendias y por demostrarme que sonreir es una buena manera de continuar,
AMIGA, gracias por hacer mégica gran parte de mi estancia en esta etapa que tenemos
la dicha de compartir y por confiar en mi, recuerda... deja algo para la imaginacion...
pos q ch.....



A mis Asesores.
Dr. Tonatiuh Alejandro Cruz Sanchez y German Isauro Garrido Farifia.
Por el tiempo, la dedicacion y las finisimas ensefianzas que me brindaron, por la

confianza que se ha depositado en mi, por ser ejemplo de sabiduria, de trabajo, de
perseverancia y de inteligencia.

A la Universidad Nacional Autonoma de México y a mi queridisima Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan.

Por cobijarme en su regazo, por brindarme los medios y el espacio para poder llegar a
ser orgullosamente parte de la historia como universitaria y como Medico Veterinario.

VI



indice

INDICE

RESUMIBN. .. 1
1. Introduccion @ HiStOria..........ouieieiii i 2
1.2.  Anatomia del aparato respiratorio del cerdo....................cooeiennn 3
1.3. Sistema Inmune del cerdo recién nacido...............coceviiiiiiininn, 4
1.4. Inmunidad de 1as MUCOSAS.........oieiuiiiiiiii i 5
1.5. Caracteristicas de los linfocitos porcinos..........ccccevviiiiiiiiieininnn. 7
1.5.1. LiNfOCIHOS T..nuiiie i 7
1.5.2. CAlIUIAS NK ... oo 7
1.5.3. Linfocitos B y Células Plasmaticas..............cccooviiiiiiiiiiiiinnnn. 8
1.6 Marcadores de superficie de linfocitos B y linfocitos T.................ccee 9
1.6.1 Marcadores de superficie de linfocitos T..........ccooiiiiiiiiiiiin, 9
1.6.2 Marcadores de superficie de linfocitos B.............ccoioiiiin . 10
2. ODJEEIVOS. .t 11
2.1. ODJetiVOo general.........ouiiei i 11
2.2. Objetivo Particular. ..., 11
3. MetodOlOgia. ... 12
3.1. Disefio experimental...... ... 12
3.2. Material DIOIOQICO. .........uueeieeeiiiiiiie et 13
3.3. Tincién hematoXilina —e0SiNa...........ccoiiiii i, 14
3.3.1. Observacion y toma de imagenes..........coeieieiiiiieieiiiiieeeeinne 15
3.4. Tincidon Verde Metil Pironina...........c.oviiiiiiiiiiee e, 15
3.4.1. Cuantificacién de células plasmaticas.................ccooeiiiiiiiin, 16
5.
ReSURAAOS. ... 17
G I S o1 T 22
7. CONCIUSIONES. ... e e 24
8. Literatura Citada..........ooouieiii it 26

VII



indice

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Distribucion y funcién de los marcadores de superficie de los linfocitos

INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Promedio de células plasmaticas en tonsila, linfonodo y

Gréfica 1. Distribucion de células plasméticas en linfonodo, tonsila 'y P.
[0 U] =] o o TSRS 18
INDICE DE FIGURAS

Fig. A. Disefio experimental.............coooiiiiiiiiiii e, 12

Fig. 1. Corte histologico de lechdn clinicamente sano con Tincién verde Metil
Pironina y Hematoxilina Eosina. Linfonodo traqueobronquial........................... 19

Fig.2. Corte histologico de lechon nacido clinicamente sano con Tincion
Verde Metil Pironina y Hematoxilina Eosina. Tonsila..........cccccooeviiiiieeneeneennn. 20

Fig.3. Corte histoldgico de lechon clinicamente sano con Tincion Verde Metil

Pironina y Hematoxilina Eosina. Parénquima pulmonar
40 U 1= (o o J00 PP 21

VI



RESUMEN

En la presente investigacion se observo la histologia normal de tonsila,
linfonodo traqueobronquial y pulmén derecho e izquierdo de lechones
clinicamente sanos libres de Auyesky y PRRS. Con el fin de conocer la
cantidad de células plasmaticas (CP) en estos 6rganos, se tomaron las
muestras de 4 lechones con media hora de vida. Todas las muestras obtenidas
fueron procesadas por el método de parafina. Se obtuvieron 2 laminillas por
organo de las cuales una fue tefiida con H.E y la otra con Verde Metil Pironina
(VMP) para identificar y cuantificar a las células plasmaticas.Se cuantificaron
las células plasmaticas de los cerdos recién nacidos mediante la tincion de
VMP vy la observacion morfologica en H.E. Las células plasméticas encontradas
fueron escasas, realizando la cuantificacibn de manera aleatoria en 10 campos
con 40X, los promedios obtenidos de los 4 lechones fueron graficados en el
programa excel y analizados en el programa estadistico Graph pad Prism por la
prueba de ANOVA, el linfonodo traqueobronquial presenté el mayor nimero de
CP (5.25). Entre las diferentes regiones pulmonares ordenadamente obtuvimos
del Pulmén Derecho parte craneal (1.75), Pulmén Derecho parte caudal (1.75),
Pulmon Derecho accesorio (1.5), P.I craneal (1.5), P.I caudal (2).El linfonodo
presentd un promedio de (5.25) mostrando diferencia estadistica con la tonsila
de (p<0.01) y comparado con las demas regiones pulmonares la diferencia
estadistica fue de (p<0.001). Esto se presentd principalmente debido a que la
tonsila forma parte del sistema inmune de las mucosas a nivel respiratorio y
digestivo, en comparacion con el numero que presenté el linfonodo siendo
mayor su numero de CP es relacionado a la funcion que tiene dicho 6rgano
pues ocurre la maduracion y diferenciacibn de las células B y células

plasmaéticas.



Introduccién

1. INTRODUCCION
1.1HISTORIA

Las células plasméticas fueron estudiadas por primera vez en 1890 por
Santiago Ramon y Cajal, de la Universidad de Barcelona, Espafia, quien las
denomin6é como ciandfilas y menciond que se originaban a partir de los
linfocitos. Posteriormente, estas mismas células fueron descritas en 1891
por Paul Gerson Unna, renombrado dermatélogo de Hamburgo, quien utilizé
el término plasmocito para referirse a las células redondeadas con
citoplasma basofilo observadas en el tejido conectivo de la dermis,
particularmente en los casos de lupus cronico, y que podrian ser

diferenciadas facilmente de otras células. ($°¥an°: 2003, Anaya,2002)

En 1941, Albert H. Coons mediante la técnica de inmunofluorescencia
demostré que el citoplasma de las plasméaticas era rico en anticuerpos

especificos contra determinados antigenos. °¥a":2003)

Fragaeus demostré que los plasmocitos presentaban un alto contenido
citoplasmatico de ribonucleécidos, una caracteristica tipica de células que

sintetizan proteinas. $°¥21°:2003)

Las pruebas sobre la funcion de los plasmocitos demuestran que son
células productoras de anticuerpos y fueron presentadas en 1957 por G.J.V
Nossal quien utilizé la técnica de la gota colgante para aislar las células
individuales a partir de los linfonodos de ratas inmunizadas con una
proteina, asi demostré que un plasmocito sélo se produce anticuerpos de

una sola especificidad, es decir, contra un solo antigeno. (S%¥an°.2003)
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1.2. ANATOMIA DEL APARATO RESPIRATORIO DEL CERDO

El aparato respiratorio del cerdo comprende como en todas las especies las

vias respiratorias de conduccién y el area de intercambio gaseoso.

A.- Vias aéreas de conduccion.

T o O T 9 Bk

2.

a.

. Componentes

. cavidad nasal, senos paranasales y 6érgano vomeronasal.
. hasofaringe

. laringe

. trAquea

. pulmones (bronquios y bronquiolos)

Funciones

conduccion del aire hacia y desde la zona de intercambio gaseoso en los

pulmones

b.

acondicionamiento del aire (limpieza, modificacion de la temperatura y

humedad)

C.
d.

produccion de sonidos
olfato

B.- Area de intercambio gaseoso (respiratoria)

1.
a.
b.

Componentes
alveolos pulmonares

vias aéreas terminales

(1) Bronquiolos respiratorios

(2) Conductos alveolares

(3) Sacos alveolares

Xl
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2. Funciones
a. Intercambio gaseoso respiratorio
b. Remocién de particulas

c. Secrecion de surfactante pulmonar

1.3 Sistema Inmune del cerdo recién nacido.

El tipo de placentacion de la cerda (epiteliocorial) mantiene varias capas
tisulares entre la circulacion materna y la fetal, lo cual impide la transferencia
de anticuerpos. En la cerda, como en las demas especies domésticas, la
transferencia pasiva de anticuerpos ocurre a través del calostro. La
concentracién de anticuerpos en el calostro de la cerda ocurre en los ultimos

dias de gestacion. Estos anticuerpos son transferidos a través de las células

intestinales intactas a la circulacién del recién nacido. (Rot19%9)

La inmunidad del recién nacido esta limitada por la cantidad y calidad de
anticuerpos en calostro y por la cantidad que el neonato sea capaz de
absorber(Holland,1990), ademas de que el repertorio de anticuerpos esta
restringido en aquellos antigenos para los cuales la cerda ha desarrollado
células B de memoria "@PPus: 1998) 1) 5 absorcién méxima de inmunoglobulinas
ocurre en el intestino del lechén durante las primeras 4 a 12 horas después del
nacimiento. Las inmunoglobulinas son absorbidas a través del epitelio yeyunal
por los vasos linfaticos y entran a la circulacion sistémica por el conducto
toracico " 1989 En general, la permeabilidad del epitelio intestinal es mayor
inmediatamente después del nacimiento y declina rapidamente dentro de las
primeras 24 horas debido a la maduracion de las células intestinales, asi como

por el establecimiento de la flora intestinal. ("apPus1998, Rooke, 2002)
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1.4 INMUNIDAD DE LAS MUCOSAS

Las mucosas juegan un papel muy importante en la defensa inmunoldgica del
cerdo, ya que un gran numero de agentes patdégenos utilizan las mucosas
como via de entrada.

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 funcion 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 exposicién antigénica adecuada. 2"°":2002)

El tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT) forma parte del sistema
inmune aunque, con cierta independencia del sistema sistémico. Es el
encargado de proteger las mucosas del cerdo del ataque de los agentes
patdgenos, tanto en una respuesta primaria como secundaria. Esta formado
por nodulos de tejido linfoide que, segun su localizacidn, se denominan: GALT
y BALT.

La denominacion GALT proviene de las palabras inglesas "Gut Associated
Lymphoid Tissues" y cuya traduccion seria: Tejido linfoide asociado al intestino.
El GALT esta formado por todo el tejido linfoide que se encuentra en las
paredes intestinales (ganglios, placas de Peyer, foliculos linfoides aislados).

(6rganos linfoides secundarios)

La denominacion BALT tienen su origen en las palabras inglesas "Broncus
Associated Lymphoid Tissues" en espafiol: tejido linfoide asociado a los
bronquios. Esta formado por todo el tejido linfoide (tonsilas, ganglios, foliculos

X1
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linfoides) localizado en las mucosas respiratorias, desde las fosas nasales

hasta los pulmones.

Una particularidad del BALT en la especie porcina, a diferencia de los roedores
o de la especie humana, es la gran presencia, en los pulmones, de macréfagos

intravasculares que presentan gran actividad.

Este tejido linfoide se distribuye de forma estratégica en las siguientes zonas:

e Zonas de procesamiento e inicio de la respuesta inmune. Zonas
Inductoras.

e Zonas de respuesta (humoral y celular) denominadas. Zonas efectoras.

Las zonas de inicio o inductoras de la respuesta inmune de las mucosas,
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 Unica diferencia de las células M, que son unas células
epiteliales especializadas en el transporte de antigenos, los demas
componentes (células presentadoras, linfocitos T y linfocitos B) actian de
forma similar al sistema sistémico. Estos componentes celulares estan
localizados en: las tonsilas, placas de Peyer, ganglios y en el tejido linfoide
difuso. En definitiva, tanto en las zonas GALT como las BALT (Grganos

secundarios_del cerdo) tiene lugar el contacto con el antigeno, transporte,

procesamiento y presentacion a los linfocitos T y B. 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 pude acceder

por endocitosis, mediante las células epiteliales o atravesar las zonas o
uniones estrechas ( Tizard, 2002, Sanchez Vizcaino, 2004)

XV
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1.5. CARACTERISTICAS DE LOS LINFOCITOS PORCINOS
1.5.1 Linfocitos T

Los precursores de estas células proceden de la medula 6sea, migran y llevan
su maduracion en el timo. “PP22909 gan 13 poblacién linfocitica circulante que
predomina, y representa hasta el 80% de los linfocitos en sangre periférica.
Existen dos tipos de linfocito T que son los linfocitos T cooperadores y los

linfocitos T citotéxicos. (M22®2002)

1.5.2. Células NK

Los linfocitos NK (Células Asesinas “Naturale Killer’) presentan una actividad
citotoxica frente a células infectadas por virus y células tumorales, aunque no
las reconocen por un estimulo antigénico especifico. Sus mecanismos de
activacion se inician al reconocer, de forma natural, células que no expresan
adecuadamente el SLA, como ocurre en la mayoria de las células infectadas
por virus. Por otra parte, liberan mediadores solubles (Citoguinas), tales como:
Factor de Necrosis Tumoral (TNF), Interferon gamma, lo que permite la
estimulaciéon de diferentes mecanismos linfocitarios. Los linfocitos NK
intervienen en la respuesta inmune natural o innata. Estas células se
encuentran en mayor proporcion en los animales jévenes, disminuyendo a
medida que el animal se va haciendo adulto, lo que indica que el papel de los
linfocitos NK parece estar mas ligado a los mecanismos de respuesta natural o
innata y no a los mediados por estimulacién antigénica especifica (inmunidad
adquirida). Constituyen el 15% de los linfocitos sanguineos y no expresan los

receptores de antigeno de células B y T. (Sanchez Vizeaino, 2004, Roit, 2001)

XV
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1.5.3. Linfocitos B y células plasmaticas.

Constituyen entre el 5 y el 15% del conjunto de linfocitos circulantes, y se
caracterizan por la presencia de inmunoglobulinas de superficie. Estas
inmunoglobulinas marcadoras son sintetizadas por la propia célula y se
encuentran insertadas en la propia membrana celular, en donde actian como

receptores especificos de antigenos. (ROt 2001)

Se originan en la medula 6sea, aunque maduran en los linfonodos y bazo, y en
la pulpa marginal de la pulpa blanca esplénica. Sintetizan inmunoglobulinas los
descendientes de un linfocito B activado pueden diferenciarse ya sea en

linfocitos B de memoria o en células plasmaticas.

Las células plasmaticas son ovoides y miden de 10 a 20 um de diametro.
Poseen abundante citoplasma rico en reticulo endopldsmico rugoso, su nucleo
es redondo, con distribucién desigual de cromatina, puede llegar a parecer
caratula de reloj o una rueda de carreta. Estas células se originan de linfocitos
B estimulados por antigeno. Se encuentran distribuidas por todo el cuerpo pero
se localizan en mayor cantidad en el bazo, médula de linfonodos y médula
Gsea, (Tzard: 2002Roit, 2001, Cruze, 2004) 5qon frecuencia migran a la médula ésea
donde algunas de ellas pueden sobrevivir durante largos periodos de tiempo
una vez inducida la respuesta inmune incluso eliminado el antigeno. APPas: 20049
Las células 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 unidn a antigeno que el BCR (Receptor de células B) original

del linfocito B progenitor.

XVI
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1.6 Marcadores de superficie de linfocitos B y linfocitos T.

Los linfocitos expresan un gran numero de moléculas de superficie, que se
pueden utilizar para identificar los diferentes estadios de estas poblaciones
celulares. Ro™200) g6 ha desarrollado un método sistémico de nomenclatura,
denominado sistema CD (cluster of differentation) que estd determinado por la
estirpe celular y el grado de diferenciacién, de maduracién o de activacion.

(Rojas- espinosa, 2001)

1.6.1 Marcadores de superficie de linfocitos T

Todas las células T tienen moléculas TCR (T-cell receptor), que es el receptor
gue reconoce los complejos péptido-molécula del MCH. La molécula CD3 es un
complejo pentamolecular asociado al TCR y relacionado con la trasduccion de
sefales. Otros marcadores importantes son; CD2, CD4, CD8, CD25 y CD45,

cada uno desempefia una funcién diferente en los linfocitos T. (Bldo199.

Zuckerman,1998)
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1.6.2 Marcadores de superficie de linfocitos B

Al igual que otras células, los linfocitos B exhiben moléculas o antigenos de
diferenciacion, algunos de los cuales son exclusivos de los linfocitos B, en tanto
gue otros se encuentran también en otras células. Algunos de estos antigenos
son el CD34, CD10 (Stites,1993), CD40 (Roitt,2001), CD1 y CD21 (Boersman,2001).
Asimismo, los linfocitos B tienen en su membrana celular receptores para C3b,
uno de los componentes del sistema del complemento. (Roias- Espinosa;2001)

En las muestras por inclusién en parafina y tefiidas con Verde Metil Pironina
(VMP) se puede observar el RNA de manera intensa ya que en esta técnica se
une de manera especifica a este y lo permite observar de color rosa intenso,
esto se relaciona con la célula que esta desarrollando una sintesis intensa de

protel’na (Estrada, 1982; Cortes,2003)

Tabla 1. Distribuciéon y funcion de los marcadores (CD) de las células B en
los cerdos.

Marcador Distribucion Funcion respuesta
Todos los linfocitos interviene en la presentacion de antigenos no
CD1c .
B peptidicos.
Endopeptidas neutra, se expresa

CcDiC En células pro-B transitoriamente en los progenitores menos
diferenciados.

Todos los linfocitos

CD21 B Receptor de complemento

Células Molécula de adhesion y marcador de células
CD34 .

progenitoras madre.

La uniébn de CD40 al receptor de CD40
permite que la célula T cooperadora active a
la célula B de memoria y en células
plasmaticas, permanece toda la vida.

(Bullido, 1999, Chun, 1999, Shailubhai, 1997).

Células pre-B hasta
CD40 células B de
memoria
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Objetivos

2. OBJETIVOS.

2.1. Objetivo general:

+ Cuantificar la cantidad de células plasmaticas en linfonodo
tragueobronquial, tonsila, pulmén derecho region craneal, region caudal,
accesorio y pulmon izquierdo region craneal y regién caudal de cerdos
recién nacidos clinicamente sanos mediante la tinciébn de Verde Metil

Pironina.

2.2. Objetivos Especificos:

+ Observar mediante la tincién de Hematoxilina-Eosina las caracteristicas
histolégicas de linfonodo traqueobronquial, tonsila, pulmén derecho,

accesorio y pulmoén izquierdo.
+ Establecer la distribucién y cuantificacion de células plasmaticas en de

linfonodo traqueobronquial, tonsila, pulmén derecho, accesorio y pulmén

izquierdo, de cerdos recién nacidos clinicamente sanos.
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3. METODOLOGIA

3.1. Disefo experimental.

Figura A.
4 N
Tejidos de 5 cerdos recién nacidos clinicamente sanos.(Tonsila ,linfonodo traqueobronquial,
pulmén derecho regién craneal, regién caudal, accesorio y pulmén izquierdo region craneal y
region caudal).
\, J
70 cortes histoldnicos
4 ) é A
35 cortes a 35 cortes a
tincion H-E tincion Verde
Metil Pironina
\ y \. J
Descripcion histologica Cuantificacion de células plasméaticas

Analisis estadistico de
resultados
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3.2. Material Bioldgico.

Metodologia

Se obtuvieron bloques parafinados de la siguientes regiones anatémicas:

linfonodo traqueobronquial, tonsila, pulmén derecho region craneal, caudal,

accesorio y pulmén izquierdo regién craneal y regién caudal del

tracto

respiratorio de 4 cerdos recién nacidos clinicamente sanos, de un peso

promedio de 500 gramos, estos animales se encontraban libres Micoplasma

hyopneumoniae, PRR 'y Auyesky.

Cuadro 1

Diferentes muestras estudiadas.

1 2P.D|3(PD| 4D | 501 | 6(P.I 7
(Tonsila)[Craneal)|Caudal)Accesorio)|Craneal)|Caudal)|(Linfonodo)

Cerdo F 2 2 1 1 1 2 4

Cerdo | 4 2 1 2 4 3 7

Cerdo J 3 2 2 2 1 1 5

Cerdo K 2 1 3 1 0 2 5
SUMA 11 7 7 6 6 8 21
PROMEDIO| 2.75 1.75 1.75 1.5 1.5 2 5.25

Esta parte del trabajo se realizO en el laboratorio de histologia bajo la

supervision del M.F German Isauro Garrido Farifa.

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

Se montaron los cortes en portaobjetos y se procedio a la realizacion de la

tincion respectiva.
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3.3. Tincién Hematoxilina-Eosina.

v
v

N N N N T N N N N N N N N N

Se desparafinaron las muestras en Xileno por 5 min. En dos pasos.

Se procedio a la rehidratacién de la muestra.

% Alcohol etilico al 100% | 5 min.
% Alcohol etilico al 100% 1l 5 min.
% Alcohol etilicoal 96% | 5 min.
% Alcohol etilicoal 96% 1l 5 min.
% Alcohol etilico al 80% 5 min.
% Alcohol etilico al 70% 5 min.

Se realizé el lavado en agua destilada durante 5 min.
Tefiido con Hematoxilina de Harris durante 8 min.
Lavado con agua corriente.

Decolorado en alcohol &cido.

Lavado con agua corriente.

Estabilizacion en carbonato de litio.

Lavado con agua corriente.

Lavado con agua destilada durante 5 minutos.
Tefiido con Eosina de Carnegy durante 3 minutos.
Lavado con agua corriente para quitar el excedente de colorante.
Deshidratacion en alcohol etilico al 96% |.
Deshidratacion en alcohol etilico al 96% II.
Deshidratacion en alcohol etilico al 100% I.
Deshidratacion en alcohol etilico al 100% II.
Aclarado en Xileno en dos pasos.

Montado en resina sintética.
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3.3.1. Observacion y Toma de Imagen.

Todas las preparaciones histolégicas que fueron tefiidas con Hematoxilina-
Eosina fueron observadas para su estudio morfolégico en un microscopio
optico modelo Leyca DME con camara fotografica a 10X, 20X y 40X en el
laboratorio 6 de la unidad de investigacion multidisciplinaria de la Facultad de
estudios Superiores Cuautittan C4. De cada una de las laminillas que se
observaron fueron seleccionados campos microscépicos representativos,

cuidando tanto tincion como morfologia.

Los campos seleccionados fueron tomados digitalmente por el programa de
camara, mediante el programa Studio 9 Quick-start y fueron procesados
electrénicamente mediante el programa Imagen .Pro Plus TM.

Algunas de las imagenes fueron descritas en cuanto a sus detalles histologicos
por lo que se aportaron 3 fotografias para la observacion histologica de los
tejidos.

3.4. Tincién Verde Metil Pironina.

Preparacion de Verde Metil Pironina:

Verde metilo........coooviiiiii 0.15¢
PironinaB.......c.oooiiii 0.25¢
ROHO96. ..., 2.5ml

Fenol.... ..o 05¢g
Glicerina.......cooviii 20 mi
Aguadestilada...............coooi c. b.p. 100 mi
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1) Desparafinado e hidratado de acuerdo a la técnica descrita
anteriormente.

2) Tefido con Verde Metil Pironina durante 5 minutos.

3) Lavado con agua corriente.

4) Decolorado con acetona.

5) Deshidratacién en alcohol absoluto en dos pasos.

6) Aclarado en Xileno en dos pasos.

7) Montado con resina sintética.

3.4.1.Cuantificacion de Células Plasmaticas

Para llevar a cabo la determinacién de las células plasmaticas objeto de
nuestro interés se realizO6 conteo en campos tomados aleatoriamente en un
microscopio de luz con epifluorescencia (Carl Zerss, Axioscop 40) con camara
fotogréfica Evolucion VF (Cibernetic Media) De estos se seleccionaron 10
campos con objetivo de 40x por laminilla cuantificando el nimero de células
plasmaticas identificadas por la reaccion a la pironina sobre el ARN de la célula

el cudl se distinguia de color rojo intenso.

Con los resultados finalmente obtenidos se obtuvo un promedio para crear una
base de datos, los promedios obtenidos de los 5 cerditos recién nacidos fueron
analizados mediante el programa estadistico Graph Pad Prisma version 4 por

la prueba de ANOVA por medio de computadora.
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5. RESULTADOS

Los cerdos recién nacidos no mostraron lesiones microscépicas a la revision
de la histologia (Tincion H-E).El nUmero de células plasmaticas encontradas se

encuentran en el cuadro 1 y en la grafica 1.

Cuadro 1. Suma de células plasméticas (CP) por laminilla, equivalente a 10
campos microscopicos en tonsila, regiones pulmonares Yy linfonodo

traqueobronquial de los cerdos recién nacidos (n =4).

1 2(PD | 3(PD | 4(PD 5 (P.I 6 (P.I 7
(Tonsila) | Craneal) | Caudal) |Accesorio)| Craneal) [ Caudal) |(Linfonodo)
Cerdo F 2 2 1 1 1 2 4
Cerdo | 4 2 1 2 4 3 7
Cerdo J 3 2 2 2 1 1 5
Cerdo K 2 1 3 1 0 2 5
SUMA 11 7 7 6 6 8 21
PROMEDIO| 2.75 1.75 1.75 15 15 2 5.25

XXV




Resultados

Grafica 1.

| **k*

1 2 3 4 5 6 7
Sitios Anatomicos

Conteo de celulas plasmaticas

Numero de células plasmaticas en diferentes regiones
anatomicas en el tracto respiratorio del cerdo recién nacido
(n=4). Las barras representan la media y la desviacion estandar
de células posibles minimo de 10 campos microscopicos por
animal, 1:Tonsila, 2:P.D I6bulo craneal, 3: P.D l6bulo caudal, 4:
P.D I6bulo accesorio, 5: P.I I6bulo craneal, 6: P.l 16bulo caudal,
7: Linfonodo traqueobronquial, Las barras representan +/- el
error estandar de los campos estudiados en cerdo recién nacido
(**P<0.01), (***P<0.001). Prueba estadistica de ANOVA.
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Fig. 1. Seccién de linfonodo traqueobronquial. A. Tincion de Hematoxilina
Eosina. B. Se muestran células plasméticas (células rojas) mediante la tincion
de Verde Metil Pironina. (40x)
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’

Fig.2. Seccion de tonsila. A. Tincion de Hematoxilina Eosina. B. Se muestran
células plasmaticas (células rojas) mediante la tincion de Verde Metil
Pironina. (20x)
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Fig.3. Seccion de pulmon izquierdo. A. Tincion de Hematoxilina Eosina. B. Se
muestran células plasmaticas (células rojas) mediante la tincién de Verde Metil

Pironina. (40x)
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6. DISCUSION.

Existe poca informacion bibliografica referente a la distribucion de las células
plasmaticas en cerdos, sblo se conocen trabajos de células productoras de
anticuerpos ante la presencia de infecciones, por lo que se analizé la poblacion
de estas células en regiones especificas del aparato respiratorio porcino
empleando la tinciébn de Verde Metil Pironina para evidenciar la presencia de
estas células y la tincibn de H.E para observar la histologia de los tejidos

utilizados.

En base a los datos obtenidos se encontré que en los cerdos recién nacidos
hay un mayor niumero de células plasméticas en linfonodo traqueobronquial, en
comparacion con los diferentes sitios anatémicos estudiados, obteniéndose
diferencia estadistica significativa sobre la media de (p<0.01) con la tonsila y

(P<0.001) con pulmon.”

En base a las investigaciones se sabe que las células plasmaticas son
productoras de inmunoglobulinas y por lo mismo se esperaria que no habiendo
presencia de patdgenos el numero de las mismas sea muy bajo, cabe
mencionar que ya existiendo un trabajo previo en donde se realiz6 el conteo de
células plasmaticas en cerdos adultos la presencia de CP se ve incrementada
notablemente debido a la exposicion que ha tenido el animal a los diversos
agentes patégenos, en este caso la exposicion es casi nula por lo mismo el
resultado obtenido y graficado es bajo, pero es importante recalcar que la

poblacion de células plasmaticas es escasa aun en presencia de antigenos.

Posiblemente la cantidad células plasmaticas que se encuentran en linfonodo
tragueobronquial esta determinada por la funcion del 6rgano; al retener los
antigenos que puedan llegar a través de la linfa y proceder a su presentacion y
procesamiento antigénico mediante la colaboracion de los macréfagos y los

linfocitos que los componen, un linfonodo contiene una regién de células B
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(cortex), una region de células T (paracortex) y meédula central, en la que
aparecen cordones celulares que contiene células T, células B, células
plasmaticas y macrofagos.

La presencia de células plasmaticas en tonsila constituye en condiciones
normales una poblacién escasa ya que aunque se pudo tener contacto con
antigenos por la via de entrada es interesante reconocer que los cerdos son
recién nacidos y que es poco probable que se haya tenido contacto con algun
agente patdgeno, esto nos puede indicar que es una poblacion normal de la
tonsila del recién nacido pues son acumulaciones de tejido linfoide y tienen la

funcion de drenaje.

La poblacién de células plasméaticas encontradas en las regiones pulmonares
son muy escasas ya que el promedio mas alto lo presenté el P. Izquierdo
Lébulo Caudal, del resto de las regiones pulmonares no mostraron desviacion
significativa, esto podria deberse a que es raro encontrar células plasmaticas
circulantes, ya que constituyen menos del 0.1% de la poblacion linfocitaria total.
La literatura marca que suelen estar confinadas en los 6rganos linfoides

secundarios, aungque también son abundantes en médula 0sea.
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7. CONCLUSIONES

Los organos estudiados presentaron una poblacion escasa de células
plasméticas, estos resultados se pueden entender por que existe segun
estudios una disminucion en el numero de linfocitos que presenta el
porcino en el periodo que abarca del nacimiento a los cinco dias de edad

y a la baja o nula exposicidon a antigenos.

La identificacién de células plasmaticas se realizé mediante la tincion de VMP
ya que nos permitio la identificacion de las mismas por la interaccion que tiene

la pironina con el RNA en las células.

La histologia normal de los tejidos se realizé6 mediante la tincion de H.E lo cual
nos ayudd a evitar un conteo abundante de células plasmaticas en caso de

algun proceso infeccioso y descartarlo de la investigacion.

La mayor cantidad de células plasméticas se encontraron en linfonodo
tragueobronguial, con un promedio de 5.25 CP, esto se debe a la funcion que
realiza el 6rgano y debido a su constitucion natural de poblaciones de células
B.

La presencia de células plasmaticas en tonsila constituye en condiciones
normales una poblacién escasa por lo tanto el resultado obtenido nos puede
indicar que es una poblacién normal de la tonsila del recién nacido pues son
acumulaciones de tejido linfoide y tienen la funcion de drenaje, obteniendo un

promedio de 2.75 CP en el estudio realizado.
En las regiones pulmonares estudiadas la presencia de células plasmaticas es

extremadamente escasa ya que como se sabe la poblaciéon de células

plasmaticas circulantes es minima ademas que depende de la presencia de
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agentes patdgenos para poder encontrarlas en abundancia en algunos
organos. En el estudio se encontré6 que la regién pulmonar en donde se
encontraron mayor cantidad de células plasmaticas fue en pulmén izquierdo
I6bulo caudal, encontrando un promedio de 2 CP en comparacion con el resto
de las regiones pulmonares estudiadas como fue pulmon derecho craneal y
caudal cuyo promedio fue de 1.75 CP, en cuanto al pulmoén accesorio y el
pulmén izquierdo region craneal el promedio obtenido fue de 1.5 CP.

La distribucion de células plasmaticas encontradas en los érganos estudiados
son compatibles con lo encontrado en la poca informacion que marca la
literatura si tomamos en cuenta la funcién de los érganos y la etapa de los

animales que se estudiaron.
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