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RESUMEN

ORTIZ MEJIA FRANCISCO ARTUROQ. Evaluacion de granulocitos cutineos cn la
hipersensibilidad cutinca producida por el tratamiento de Arhidride Citracénico ¢ histamina
en aves Leghorn. (bajo la direccién de MVZ, MC Victor Petrone ; MVZ, MC Magdalena
Escorcia y MVZ, PhD Guillermo Téllez ).

En las aves, a comparacién de los mamiferos el papel de !a histamina en la inflamacién e
hipersensibilidad I no esta comprendido totalmente, faltando definit el papel de la histamina sobre los
granufocitos cutineos. El Anhidrido Citracdnico (AC) es un alergeno que sensibiliza a las aves. Se
emplearon 20 aves Leghorn distribuidas en 4 grupos, el A se inoculd con AC, al B con histamina, al C
con AC+histamina y al D con Sulfdxido de Dimetilo (DOMOSO). Se tomé como dia uno del
experimento al dia 28 de edad de las aves, aplicando el primer tratamiento en la piel del lado izquierdo
del tdrax, siete dias después se 2plicd un segundo tratamiento, pasados 30 min. se sacrificaron las
aves, s tomd una muestea de la piel tratada (lem®, se procesaron por el método de inclusion en
parzfina, se tifieron con Zichl Neelsen (ZN), hematoxilina y eosina (HE) y p-fenilenediamina
dihidroclorido + pirocatecol (PPD+PC) para la identificacion de basdfilos, heterdfilos y eosindfilos
respestivamente. Las muestras se observaron al microscopio, a los valores totales de cada granulociio
se aplico un analisis de varianza, a las medias un analisis de Tukey, fijando la significancia estadistica
con P<(.05. Observamos mayor cantidad de basofilos en dermis superficial (DS)y dermis profunda
(DP) del grupo A, en comparacién con fa cantidad encontrada en las aves de los grupos B,Cy D. La
cantidad de heterdfilos en DS es similar en todos los grupos; a nivel de DP hay menor diferencia
{P>0.05) entre l0s grupos A y B, pero si de estos dos con C y D. Los eosinofilos en DS presentan
menor difcrencia (P>0.05) entre los grupos A y B, pero si de estos dos con C y D; en DP observamos
menor diferencia (’>0.05) entre ci grupo A con et C pero si con los grupos B y 1. En este trabajo se
observé que los heterofilos participan en procesos inflamatorios como el presentado en todos los
grupos de aves, los baséfilos participan en procesos inmunologicos e inflamatorios, y los eosinéfilos
acthan regulando a los basofilos en ef proceso de hipersensibilidad tipo | aviar como en el grupe de
aves tratadas con AC. La histamina exdgena no desempefia un papel fundamental en el proceso de
hipersensibilidad en las aves como se puede ver en €l grupo de aves tratadas con AC+histamina, lo
que sugiere |2 imporiancia de otros factores como los leucotrienos, el mecanismo de retroalimentacion

negativa para el control de los procesos de hipersensibilidad e inflamacion.



INTRODUCCION.

El organismo de los animales vertebrados superores presenta dos mecanismos de

defensa: los mecanismos inespecificos o de resistencia y los especificos o inmunitarios.

Los mecanismos inespecificos son de tres tipos
a) Fisicos como la piel, conjuntiva y mucosas.
b) Bioquimicos incluye el complemento, el interferén y enzimas como la lisozima.

c) Celulares como la fagocitosis.

Mientras que los especificos pueden ser :
a) Inmunidad humoral, que se caracteriza por la produccién de inmunoglobulinas {Jgs) o
tambien llamadas anticuerpos (Acs).

b) Inmunidad celular, dada principalmente por los linfocitos.

Los Acs son proteinas que se combinan de manera especifica con el antigeno (Ag).
Este ultime es una sustancia capaz de inducir una respuesta immunitaria en la
hipersensibilidad tipo I por la sensibilizacién alergénica de anticuerpos IgE. Los Acs son
moléculas que presentan afinidad bioquimica para unirse de manera especifica con el antigeno
y también desencadenan una amplia variedad de eventos como la fijacién del complemento y

la liberacién de histamina por las células cebadas (1).

Cada anticuerpo contiene al menos una unidad basica llamada mondmero que
comprende cuatro cadenas polipeptidicas, de las cuales dos tienen un peso molecular alto y se
llaman cadenas pesadas (H) y las otras dos por tener un peso molecular bajo se denominan
cadenas ligeras (L}. Cada cadena contiene una porcion amino terminal Hamada region variable
(V) y otra carboxilo terminal denominada constante (C). La region dominio es globular y estd
plegada por puentes disulfuro, el nimero de dominios en la cadena H depende del! tipo de
anticuerpo y se denominan Vy, Cyl, Cy2, Cri3 y Cud, mientras que los dominios de la cadena

L se denominan V_ y C.. Casi tedas las IgG, IgM, IgD e IgE presentan una region



denominada “regién de la bisagra:’ que se encuentra en la cadena H en la regién C, entre los
dominios Cul y Cy2. Cuando un a;lticuerpo es expuesto a la accidn de la enzima papaina, la
region de la bisagra se rompe y se producen dos fragmentos Fab que son los captadores del
antigeno y un fragmento Fc. Los anticuerpos poseen puentes disulfuro que son esenciales
para darles la estructura tridimensionél. La cadena J es una cadena polipeptidica que
normalmente se encuentra en anticuerpos polimeéricos secretados en mucosas como la [gA que
es un dimero y en ocasiones un trimero y la IgM que es un pentadmero (1,2).

Los Acs de los mamiferos son: IgG, IgM, IgA IgD ¢ IgE.

A la IgG se le denomina Ac circulante, debido a que se encuentra en mayor
concentracion en la sangre, del 70-75 % de los Acs sanguineos.  Generalmente se le
encuentra en forma de monémero, su bajo peso molecular le permite salir con facilidad de los
vasos sanguineos, esta inmunoglobulina opsoniza, aglutina y precipita a los Ag, ademés puede
activar el complemento y parﬁcipa en las reacciones de hipersensibilidad tipo IT y tipo 11T {2, 3,
4).

La IgM representa aproximadamente el 10 % de los de Acs en sangre, su gran tamafio
no le permite salir del torrente sanguinco por lo que también es denominado como Ac
circulante. Este Ac se presenta en forma de pentdmero con una cadena J. Es el anticuerpo mas
eficiente para aclivar al complemento, también opsoniza bacterias y participa en las

reacciones de hipersensibilidad tipo I y tipo [I1 (3. 4).

La IgA se encuentra basicamente en forma de dimero, aunque puede presentarse como
trimero o polimero, representa del 15-20 % de los Acs en sangre. Este anticuerpo es el que se
encuentra en mayor cantidad del total de Acs, aunque no siempre, ademds es el Ac de mayor
importancia en las secreciones de vias respiratorias, digestivas, urogenitales, glandula
mamaria y ojos. Este Ac activa el complemento por la via alterna, pero no por la via clasica,
tampoco opsoniza pero si puede aglutinar Ag y neutralizar virus, evitando su adherencia a

superficies corporales (1, 3).

La IgD se encuentra en el suero, constituye el 1 % de los Acs en sangre, se presenta en
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forma de mondmero y se localiza sobre la superficie de linfocitos B, se sugiere que participa

en la diferenciacion de estas células y como receptor de antigenos (3).

La IgE se encuentra en bajas concentraciones en el suero, participa en reacciones de
hipersensibilidad de tipo I, alergias y anafilaxia, ya que su region FC le permite unirse a las

células cebadas y a los basofilos para mediar la liberacion de agentes vasoactivos (3, 5).

HIPERSENSIBILIDAD

La hipersensibilidad tipo I depende del tipo vy la cantidad del antigeno y de factores
genéticos del individuo (atopia). Este tipo de hipersensibilidad se puede presentar de dos

maneras: la local v la sistémica, también llamada anafilax:a (2, 3, 5).

La hipersensibilidad es una respuesta inflamatoria inmunolégicamente dirigida contra
un antigeno, esta respuesta es una serie de reacciones que producen dafio al individuo. La
hipersensibilidad tipo I es descrita como un factor importante en enfermedades severas y de
gran imporiancia econdmica, por ¢jemplo la enfermedad del edema del cerdo (6), la neumonia
atipica bovina y el enfisema pulmonar equino (7); en las aves se ha informado que estd
intimamente relacionada con enfermedades como son edema pulmonar, ataques cardiacos y
muerte subita en aves clinicamente sanas, también llamado “sindrome de muerte aguda™ El

pollo es susceptible a la anafilaxia, y se sensibiliza facilmente por proteinas extrafias (8).

La hipersensibilidad tipo [ es una reaccion inflamatoria aguda, ya que presenta un
inicio  abrupto, generalmente en minutos a pocas horas y progresa hacia la muerie o
recuperaci6n en pocos dias. Esta respuesta estd ascciada a la produccién de anticuerpos de
clase IgE que actlian contra un alergeno. Estas Igs IgE se adhieren a receptores especificos en

células como los basofilos y mastocitos (3).

Cuando se adhiere la IgE especifica para un Ag a la membrana celular de los baséfilos
o células cebadas, se dice que las células se encuentran sensibilizadas y podrén liberar sus

mediadores quimicos al entrar de nuevo en contacto con el Ag.  La respuesta de las células
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cebadas es muy ripida, tarda sclo unos segundos a partir de que los antigenos se unen a fos
anticuerpos de la membrana celular. La sensibilizacion de las células cebadas se da porque
estas poseen receptores especificos para la porcion Fe de la IgE, por medio de esta porcion Fo
el Ac se une a la célula cebada. Cuando los antigenos se unen a la IgE de la célula, se libera
Cat++, que influye sobre 1a estabilidad de los granulos de las células cebadas, dando inicic a la
degranulacion, es decir, se produce una migracion de los granulos de histamina y heparina
hacia la superficie celular, s fusionan a fa membrana celular y salen de la célula liberando su
contenido en los tejidos adyacentes, produciendo un efecto vasoactivo. Ademas la union Ag-
IgE proveca la sintesis y liberacion de otras sustancias vasoactivas como las cininas, factor de
agregacién plaquetaria (FAP) y factores del complemento C3a y C5a y de esta manera se

origina el proceso inflamatorio en la hipersensibilidad tipo 1 (3, 4).

Después de la agresion por un alergeno se produce constriccién transitoria en las
arteriolas locales, esto es seguido por vasodilatacién de los capilares adyacentes, lo que
provoca aumento en e flujo sanguineo de la zona durante varias horas, produciendo también
aumento en la permeabilidad vascular y exudacién de plasma rico en proteinas hacia el
interior de los tejidos, dando origen a edema y tumefaccion local. Horas después los
leucocitos se adhieren al endotelio vascular, en un proceso llamado marginacién. Los
principales mediadores quimicos que intervienen en el proceso inflamatorio son: leucotrienos
LTB4, LTC,s, LTD, y LTE,, histamina, serotonina, cininas, prostaglandinas, factor de
activacion plaquetaria, interleucina 1 y fracciones del complemento C3a y CS5a. Los
leucotrienos forman la antes llamada Sustancia de Reaccion Lenta de Anafitaxia (SRS-A),
que es un derivado del 4cido araquidénico el cual se hace disponible por la activacion del
complemento o por estimulacién antigénica, siendo mas potentes que la histamina; la
serotonina es un derivado del triptofano, que se encuentra en células cebadas, en plaquetas v
en células argentdfilas del intestino, produce awnento en la permeabilidad y vasoconstriceion
que desencadena aumento en la presion arterial; las cininas son péptidos basicos que se
producen en el plasma y el suero, aumentan la permeabilidad vascutar, producen disminucion
en la presion arterial y contraen al muisculo liso; las prostaglandinas son lipidos derivados del

acido araguidénico y estin ampliamente distribuidas en los tejidos, tienen accidn



potencializadora de procesos alérgicos e inflamatorios, hay cuatro grupos, el PGE, PGF, los
tromboexanos (TxAz) y las prostaciclinas (PGl;). La PGFax y €l TxA; contraen el masculo
liso y provocan vasocontricei6n; la PGE;, la PGE; y la prostaciclina relajan al muiseule liso y
producen vasodilatacién, PG, yPGE, yPGF,c inhiben la agregacion plaquetaria, en tanto que
PGE; y TxA; la estimulan, otra forma de contribuir en la patogenia de reacciones inmunitarias
es la produccion de dolor; el FAP es un lipido de bajo peso molecular, produce agregacién y
liberacién plaquetaria, ademds actia como quimiotictico de eosindfilos, aumenta la
permeabilidad vascular y contrae al misculo liso; las fracciones del complemento C3a y CSa
producen degranulacion de mastocitos, quimiotaxis de nentrofilos y macrofagos, contraen al
misculo liso y aumentan la permeabilidad capilar; los leucotrienos son producto de la
lipooxigenacion del acido araquidonico, son poderosos inductores de la contraccion del
musculo liso, producen constriccién bronquial y secrecién de moco de las vias respiratorias v
la formacion de maculas y pipulas en la piel, los leucotrienos son mas poderosos en
reacciones molarés que la histamina, per lo que tienen un papel importante en el desarrollo de

trastornos alérgicos (1, 9,10).

La gravedad de la presentacién de los signos estd relacionado con la liberacion de
sustancias vasoactivas por parte de los basofilos, esto estd relacionado con el niimero y
ubicacion de las células, asi como también la cantidad y via de administracion del antigeno.
Cuando el antigeno se administra con rapidez y por via intravenosa se produce una
degranulacion generalizada de los basofilos. Si los agentes vasoactivos se liberan con mayor
velocidad a la capacidad del organismo para responder a los rpidos cambios que se producen

en su sistema vascular, el animal sufrird un choque de anafilaxia y puede morir (2, 3).

La hipersensibilidad tipo II es también llamada citotoxica o citolitica, el anticuerpo
reacciona contra el Ag que se encuentra ligado a una membrana celular, o con algin
componente antigénico de la misma, es decir, el anticuerpo se une tanto a un Ag propio como
aun Ag presente en la célula, dando lugar a la fagocitosis de [a célula que contiene al Ag por
las células asesinas (NK) o por una lisis celular mediada por el complemento (1, 3, 11). Los

neutréfilos, macréfagos y alpunos linfocitos tienen receptores para las porciones FC de los
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Acs, estas células pueden destruir a las células blanco cubiertas por complejos Ag-Ac por la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. Las células destruidas pueden miciar una
reaccion inflamatoria aguda debido a la liberacion de productos de la degranulacién.  Un

cjemplo de este tipo de hipersensibilidad son los rechazos a los de trasplantes (1,3, 11).

La hipersensibilidad tipo Il es una reaccién que se produce localmente. Aparece
cuando el complejo Ag-Ac se forma en gran cantidad o estos complejos no son eliminados
correctamente por el sistema fagocitico mononuclear creando depositos de complejos
inmunes en los érganos afectados. La reaccion da inicio cuando et Ag y el Ac coinciden en
los espacios tisulares formando microprecipitados hasta producir un proceso inflamatorio
grave y consecuentemente lesiones celulares. El complejo inmune puede activar el sistema del
complemento atrayendo neutréfilos por la produccion de C5a, los neutréfilos trataran de
fagocitar a los complejos inmunes liberando enzimas proteoliticas como la colagenasa y la

plasmina produciendo destruccién celular (3, 10, 11).

La hipersensibilidad tipo IV, s una respuesta mediada por linfocitos sensibilizados,
produciendo una reaccion inflamatoria local que tarda 24 horas o mds para expresarse. Los
Ag mas comunes en este tipo de hipersensibilidad son microorganismos intracelulares como
virus, bacterias, hongos y protozoarios que al entrar en contacto con los linfocitos propician la
liberacion de linfocinas induciendo el aciimulo de mononucleares desencadenando un

proceso inflamatorio subagudo (10, 11).

La hipersensibilidad basofilica cutinea es una reaccion inmune que tarda de 24-48

horas para alcanzar su maxima expresidn, y s¢ caracteriza por un infiltrado de baséfilos en la
piel. (2)

Los granulocitos en los mamiferos son los baséfilos o células cebadas, los eosinofilos

y los neutrdfilos (2, 5).

Los basofilos se encuentran en baja cantidad en el tejido conectivo y en la sangre

circulante; presentan nicleo lobulado y el citoplasma contiene granulos basofilos y
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metacromaticos, los cuales igual que en los mastocitos contienen heparina e histamina; los
basafilos del tejido conectivo se originan en médula dsea y en higado fetal (2}, e intervienen
en las reacciones de hipersensibilidad moderadas por IgE liberando estos mediadores. Las
células cebadas en los mamiferos contienen en sus granulos histamina y serotonina que actitan
como mediadores en el proceso inflamatorio; tambi€n presentan proteasas neutras como la
tripsina y quimiotripsina, que pueden causar lisis en células vecinas y activar asi los
componentes C3a y CS5a del complemento que actian como anafilatoxinas y agentes

vasoactivos; estas células también generan leucotrienos, prostaglandinas y cininasas (3, 12).

El neutréfilo se forma en la médula dsea. Ll neutrdfilo maduro presenta un micleo
multilobulado, la cromatina se encuentra cerca de la membrana nuclear y presenta numerosos
granulos citoplasmaticos que son lisosomas y que contienen enzimas hidroliticas, oxidativas y
proteoliticas, ademds de substancias bactericidas como la lisozima y la fagocitina. La vida
media de los neutréfilos en la sangre es aproximadamente de 6 horas por lo que se estin
reemplazando continuamenie, ante una lesion, los neutrdfilos abandonan el torrente sanguineo
en grandes cantidades llegando a la zona afectada formando un exudado purulento. La

funcién principal de los neutréfilos es la fagocitosis, principalmente de bacterias (3).

Los eosinéfilos son producidos en la médula 6sea. Tienen un papel importante en
reacciones alérgicas, cn la invasidn por helmintos y artrépodos, En la mayoria de las especies
los eosinofilos presentan un nidclee levemente lobulado; en el hombre, perro y caballo el
nicleo tiene forma de dos gotas unidas por una hebra, en la rata tiene forma anular; los
granulos citoplasmaticos son eosinofilicos o acidifilicos e inusualmente grandes en el caballo,
en forma de bastén en el gato, ovoides en el ovino, bovino, porcino y redondos en el perro.
Los eosindfilos tienen altas concentraciones de peroxidasa ¢ histaminasa, ademas de la
proteina basica principal que se encuentra en los granulos y que al unicse el eosindfilo al
helminto se liberan estas enzimas y lesionan la membrana del parasito.  La funcion del
eosinofilo es fagocitar células muertas, bacterias y pardsitos, ademas de secretar sustancias

amagonistas de la histamina y serotonina regulando el proceso inflamatorio (1, 2, 4).



INMUNQGLOBULINAS Y GRANULOCITOS EN AVES.

Las aves solo presentan tres tipos de anticuerpos IgM, IgA e IgY (13), careciendo de
IgE ¢ IgG. LalgY es fenotipicamente parecida a ta IgE, pero tiene funcicnes de IgE e [gG; ya
que participa en reacciones de hipersensibitidad tipo I, opsenizacidn y neutralizacion del Ag.
La inmunoglobulina sérica predominante en los pollos es la IgY. Este nombre de IgY fue
propuesto en 1969 por Leslie y Clem, para diferenciarla de otros anticuerpos, sobre todo de la
[gG de los mamiferos ya que las cadenas pesadas (H) de la Ig¥ son mas largas y
antigénicamente distintas a lade laIgG (14). En la tabla uno se exponen las caracteristicas

fisicoquimicas de la IgE ¢ IgG humanas y la IgY aviar (15).

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de la IgE ¢ IgG humanas y Ia IgY aviar (15).

{INMUNOGLOBULINA DOMINIOS REGION BISAGRA | PESO MOLECULAR
Iz CADENA H (KDa)
IgE 5 no 190
IaG 4 si 150
IgY 4 no 180

Los macrdfagos forman parte del sistema regulador de las células del sistema tumune
por medio de las citocinas como las interleucinas. Al comenzar el proceso inflamatorio las
adrenales liberan corticosteroides por accion de la IL-1 y la ACTH, producida por la
estimulacién de los leucocitos, la corticosterona es componente importante de un mMecanismo
de retroalimentacién negativa, modula al sistema inmune y a la respuesta inflamatoria (16,

17).

En las aves una reaccion de anafilaxia sistémica s caracteriza por hipotension arterial,
hipertensién venosa central, bradicardia, broncoespasmo, sofocacion, convulsiones y muerte

repentina.(8)

La hipersensibilidad basofilica cutanea (HBC) originalmente se describi6 en el cobayo

por Richerson (18), posteriormente en la gallina doméstica por Stadaker (19) y Kean 20,
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quienes describen una hipersensibilidad caracterizada por la infiltracién de basofilos al
registrar una respuesta inflamatoria por la aplicacion tépica de fitohemoaglutinina en barbillas
y piel interdigital 24 horas postinoculacién. En esta reaccién de hipersensibilidad se ha visto
que mas del 50% de las células son baséfilos. La reaccion inflamatoria se caracteriza por una
acumulacién perivascular de heterofilos, linfocitos y baséfilos, en la que se sugiere que los
linfocitos sensibilizados posiblemente sean los responsables de la liberacién de linfocinas
quimiotacticas de baséfilos'?. Una hora posinoculacién se observan numerosos heterofilos,
en menor cantidad baséfilos y ocasionalmente eosindfilos. Pero es hasta las 24 horas cuando
se inctementa la infiltracién de baséfilos y eosindfilos, es decir la respuesta basofilica es lenta

(19, 20,21, 22).

En las aves los granulocitos participantes en el proceso inflamatorio son los leucocitos
polimorfonucleares que circulan en la sangre, se originan en la médula 6sea, e incluyen a los

basdfilos, heteréfilos v eosinofilos (23).

Los basdfilos y su equivalente en ¢l tejido conjuntivoe, las células cebadas {mastocitos),
son los granulocitos mds grandes con un didmetro de 9.1 pm. Los basofilos y las células
cebadas en las aves se originan de la médula 6sea. Su vida media es de aproximadamente 6
meses. Estos basofilos tienen nucleo redondo, excéntrico y no presentan lobulos, sin embargo
en raras ocasiones presentan dos lébulos. En su citoplasma tiénen granulos baséfilos
abundantes, grandes y esféricos que cubren parcial o totalmente al nilcleo y se tifien de color
rojo o azul con la tincién de Ziehl-Neelsen (ZN) (22, 24). Por medio del microscopio
electronico estas células se observan redondas u ovales con pseudopodia periférica, sus
granulos presentan un didmetro de 0.1 a 0.8 um, y su imagen ultraestructural sugiere que
contienen heparina. La presencia de heparina en los granulos puede ser la causa de
metacromasia. Los basofilos de la gallina no contienen peroxidasa ni fosfatasa alcalina en sus
granulos. Otros agentes quimniotdcticos presentes en los granulos de los basdfilos aviares son

la histamina, cininas, prostaglandinas y leucotrienos LTC4, LTD4 y LTE4 (12, 24, 25).

Los heterdfilos de las aves, corresponden a los neutrofilos de los mamiferos, ya que
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poseen gran movilidad y capacidad fagocitica, funciones que les permiten ser la primer
defensa celular al ser las primeras células en llegar al sitio de la inflamacidn (26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33). Ademas el heterdfilo es el leucocito de mayor cantidad en la sangre periférica
en las gallinas domésticas (15). Los heterofilos miden aproximadamente 8.8 jum de didmetro;
son células redondas con el citoplasr‘na palido, su nicleo es polimérfico, usualmente
bilobulado y sus granulos no contienen micloperoxidasa. En el fagosoma del heterofilo existe

un ambiente acido y sustancias bactericidas como la lisosima y la lactoferrina (34).

Los eosinGfilos contienen en su citoplasma granulos eosinofilicos, su funcién es
fagocitaria y citotéxica contra algunos pardsitos y ademds actian como células moduladoras
de la respuesta inflamatoria. Poseen receptores en la membrana para IgY, pero no para el
complemento; sus mediadores quimicos como las proteinas basicas, arilsulfatasa B,
histaminasa y fosfolipasa D tienen como funcién inactivar a los mediadores liberados por las
células cebadas o basofilos. Los eosindfilos aviares son generalmente redondos, miden 7.9
um de didmetro (22), el citoplasma, con la tincion de hematoxilina y eosina (HE), es azul
palido. Los granulos de los eosinéfilos aviares tienen diferentes coloraciones y pueden ser
maés brillantes y alargados que los del heteréfilo, el nicleo es lobulado y su cromatina se tifie
de color piirpura a azul(29). En contraste con los heterofilos, los eosindfilos son peroxidasa

positivos (27, 33, 35).

Anhidrido Citracénico

El anhidrido citracénico (AC) se sabe que es un agente que produce degranulacion de
basofilos, desencadenando una hipersensibilidad cutanea con la presencia de heterofilos y
cosinofilos. En 1977 se describe al AC como un antigeno eficiente para producir
hipersensibilidad en ¢l cobayo, posteriormente ha sido empleado en la sensibilizacion en aves.
El AC es clasificado como un hapteno, pues s una molécula no protéica que se combina con
lugares de union especificos para los anticuerpos, pero que no puede, por si mismo,
desencadenar una respuesta inmunitaria.  El AC, al entrar en contacto “con la colagena
produce una reaccién inmunolégica, este alergeno es muy raro en la naturaleza por lo que se
facilita la sensibilizacion de las aves al entrar en contacto por primera vez con el agente (40).
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El AC ha sido utilizado para producir eosinofilia y heterofilia en aves, pero no se ha utilizado

en combinacién con la histamina (39).

Sulféxido de Dimetilo

El sulféxido de dimetilo (DOMSO), es un vehiculo ideal por su alto poder de
penetracion. Penetra la piel sin alterar la integridad celular al modificar la permeabilidad de la
membrana celular por ser muy liposoluble. El DOMSO lo mismo disuelve sustancias

hidrosolubles que liposolubles y con o sin carga eléctrica (41).

Histamina

La histamina es una amina producto de la descarboxiiacion del aminoacido histidina,
es la iniciadora de la respuesta vascular, afecta a los vasos sanguineos aumentando su
permeabilidad, actia sobre el misculo liso produciendo contraccidn en bronguios, utero,
vejiga y en las glandulas exdcrinas estimulande la produccién de moco. Se encuentra
ampliamente distribuida en los tejidos, en los granulos de los leucocitos basofilos y mastocitos

que la liberan después de una agresion (36).

Esta presente en tres formas: combinada, inestable v libre. La combinada solo se
libera cuando hay destruccidon celular, la inestable por factores de -liberacion y la libre se
encuentra continuamente en forma de trazas en las células parietales del estomago (36).
Estudios realizados sobre hipersensibilidad tipo I indican que la liberacién inmunolédgica de la
histamina es demostrable en la sangre completa de las aves sensibilizadas, asi como también
gran nitmero de baséfiles. La sangre de pollos sensibilizados con teratolina y propenidol tiene
gran concentracion de histamina, ademés los basofilos de los pollos presentan una
degranulacidn ante la exposicion a un antigeno, tanto in vitro como in vive (37, 38). Otros
estudios hechos con la aplicacidn intraperitoneal de histamina en aves indican que no tienen
efecto en el proceso inflamatorio, limitando su efecto a vasos capilares (8, 39). Chand destaca
el papel de los leucotrienos por encima del de la histamina al aplicar un receptor antagonista

(FPL55712) de los leucotrienos después de la senstbilizacion con albimina bovina (19).
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El papel de la histamina en el proceso inflamatorio de los mamiferos estd ampliamente
descrito y es muy importante, mientras que en las aves ain no estd muy bien definido, sobre
todo su intervencion en el proceso inflamatorio y en la HBC. La hipersensibildad tipo I ha
sido ampliamente estudiada en los mamiferos domésticos, esto ha servido como base para su
estudio en el humano al traspolar los resultados obtenidos, pero no sucede lo mismo con las
aves, campo en el que la falta de informacién es notoria, ademas de que la poca informacién
existente es contradictoria, ya que por un lado se describe la importancia de la histamina y por
otro lado se cuestiona su papel dentro del proceso inflamatorio (40), es decir no se sabe
completamente el efecto de la histamina sobre los granulocitos cutdneos en procesos de

hipersensibilidad.

HIPOTESIS.

o El anhidrido citraconico en aplicacién local provoca aumento en la cantidad de basdfilos,

hetersfilos y eosindfilos localmente en la piel de aves Leghomn de 28 dias de edad.

e La histamina en aplicacion local no influye en la acumulacién de basofilos, heterofilos y
eosin6filos cutineos en aves Leghom de 28 dias de edad tratados con anhidrido

citraconico.

OBJETIVO.

Cuantificar el nimero de basdfilos, heterdfilos y eosinéfilos en piel de aves Leghorn
de 28 dias de edad 30 minutos después del tratamiento con anhidrido citracénico, histamina y
la combinacién de ambos. Para definir el papel de la histamina dentro del proceso de

hipersensibilidad tipo k.
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MATERIAL Y METODOS.

Se emplearon 4 grupos de aves Leghorn, cada uno de 5 aves. Al grupo A se le tratd
con AC, al B con Histamma, al C con AC + Histamina y al D con DOMOSO. Se tomd como
dia uno del experimento al dia 28 de edad de las aves, en el cual se aplicé el primer
tratamiento en la piel del lado izquierdo del térax en la zona del apterilo con un hisopo hasta
humedecer perfectamnete toda el drea, a los siete dias se aplico un segundo tratamiento
exactamente en la misma zona. Pasados 30 min. después del segundo tratamiento se sacrificé
a las aves y se tomd una muestra de piel del drea tratada. Para su revisién histolégica las
muestras se procesaron por el método de inclusion en parafina, las secciones histologicas se
tifieron con Ziehl Neelsen (ZN), hematoxilina y eosina (HE) y p-fenilenediamina
dihidroclorido (PPD) + pirocatecol (PC), para la identificacién de basofilos, heterdfilos y
eosindfilos respectivamente, se observaron al microscopio v a los valores totales de cada
granulocito se aplico un analisis de varianza, a las medias un analisis de Tukey, fijando la

significanciaen P<0.05.

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se emplearon 20 aves Leghom, machos, convencionales, que se obtuvieron
inmediatamente después de su nacimiento de una incubadora comercial. Los pollos se
mantuvieron hasta el dia 28 de edad en jaulas en bateria con piso de reja de alambre con
calentador eléctrico, en las unidades de aislamiento del Departamento de Produccion Animal:
Aves (DPA:A) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. de la Universidad

Nacional Autdnoma de México.
A las aves se les proporciond alimento balanceado comercial, sin medicar, de

iniciacion para polla de postura (Alimentos FLAGASA, S.A. de C.V., México D.F.} y agua ad

libitum. Se consideré como dia | de la etapa experimental al dia 28 de edad de los pollos.
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DISENO DE TRATAMIENTOS.

Se formaron 4 grupos, cada uno de 5 aves. Las aves de todos los grupos fueron
sensibilizadas en 1 cm? de piel del lado izquierdo del térax en la zona del apterilo, entre las
venas toricicas externa dorsal y la vena toricica externa ventral (22) en el dia 1; se aplicé un
segundo tratamientonto a los 7 dias, exactamente en el mismo lugar. 3¢ minutos posteriores
del 2° tratamiento, se sacrificaron las aves por émbolo gaseoso, se tomd una muestra de piel (1
ct?) del 4rea en donde se sensibilizé a cada ave para su revision histologica, la muestra se

coloco sobre una tarjeta de cartdn para su fijacion en formol al 10%.

Tratamiento N° 1. Anhidrido Citracénico.
Preparacién de 1a solucidn de AC.
Se preparé una solucién al 1% de AC (SIGMA CHEMICAL Co., St Louis MO) en
DOMOSO {(SYNAMID Co., Mexico DI'.) al 90%.
Tratamiento de las aves:
Usando !a solucién de AC se sensibilizé a las aves en el dia 1, se aplicd con un hisopo

i1asta humedecer la zona. Las siguiente aplicacion fue igual a la primera.

Tratamiento N° 2. Histamina.
Preparacidn de !a solucion de histamina.
Se prepard una solucién al 1% de histamina (BAKER CHEMICA Co.) en DOMOSO
al 50%.
Tratamiento de las aves:
Usando la solucién de histamina se sensibilizé a las aves en el dia 1, se aplico con un

hisopo hasta humedecer la zona. Las siguiente aplicacion fue tgual a la primera.

Tratamiento N°3. AC + histamina.
Preparacidn de la solucion de AC + Histamina.

Se prepard una solucién al 1% de AC en DOMOSO al 90%. y también se prepard una
solucién al 1% de histamina en DOMOSO al 90%.



Tratamiento de las aves:
Primero se sensibilizé con fa dilucidn al 1% de AC y al dia siguiente con la solucién
de histamina al 1%. Al dia siete se aplicé el mismo tratamiento, untando las dos diluciones al

mismo tiempo.

Tratamiento N°4. Sulfoxido de dimetilo (DOMOSO).
Preparacion del sulfdxido de dimetilo.
Se empleé DOMOSO al 90 %.
Tratamiento de las aves:
El grupo cuatro se sensibilizé con DOMOSO al 90 % en el dia 1, se aplicé con un

hisopo, hasta humedecer la zona. La siguiente aplicacién fue iguat a la primera.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

Cada una de las muestras fijadas en formalina se dividié en dos partes, una mitad se
proceso segin el método convencional de inclusién en parafina (42), para obtener secciones
histolégicas de 4 um de espesor.  Estas secciones se tifieron con HE y ZN segin lo descrito
por Allen (43) y Amrington (44), respectivamente. -

Para la identificacién de los cosinofilos por medio del marcaje enzimatico de la
peroxidasa de sus granulos (45), la otra mitad de las muestras se incubaron en un sustrato
compuesto por 10 mg de p-fenilenediamina dihidroclorido (PPD) (SIGMA Chemical Co., St
Louis MO}, 20 mg de pirocatecol (PC) (Mallinkrodt Baker, Philipsburg NJ), 10 m! de
amortiguador Tris (0).1) a un pH de 7.6 (46). La incubacién durd 180 minutos cambidndose el
sustrato a los 90 minutos. Después de este proceso, se incluyeron en parafina y se realizé una
seccién histoldgica por muestra de 4 um de espesor y se contratifieron con hematoxilina de

Harris (47).

CUANTIFICACION DE GRANULOCITOS.
Por medio del objetivo de inmersién (100 X) de microscopia fotonica, se identificaron

16



baséfilos, heteréfilos y eosinéfilos, utilizando 4reas seleccionadas por un muestreo aleatorio
simple de los cortes tefiidos con HE, PPDHPC y ZN tespectivamente, se evalud una drea de
0.92 mm? observando 10 campos que incluian epidermis y dermis superficial, asi como 10

campos de dermis profunda.

ANALISIS ESTADISTICO.

A los valores totales de cada granulocito se les aplico un analisis de varianza, a las
medias se les aplic andlisis de Tukey para sus diferencias. A las cantidades de granulocitos
se les aplic6 transformacion logaritmica suméndoles una unidad para evitar cantidades cero.
La significancia estadistica se fij6 con P< 0.05. En e! analisis estadistico de la proporcion de
granulocitos  se realizé la transformacion de los datos a través de la raiz cuadrada del
arcoseno, a los datos transformados se les aplicé un analisis de Kruskall - Wallys, fijando la

significancia en (P<0.05)
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RESULTADOS.

Se observé mayor cantidad de baséfilos tanto en dermis superficial, dermis profunda,
asi como en el promedio en el grupo de aves tratadas con Anhidrido Citraconico (AC),
seguido por las aves tratadas con histamina, AC + histamina y Sulféxido de dimetilo
(DOMOSO0). Presentandose mayor diferencia (P<0.05) entre el grupe tratado con AC con
respecto a los grupos tratados con histamina, AC + histamina y DOMOSO. También los
baséfilos cuantificados en el grupo tratado con histamina presentaron mayor diferencia con
respecto a los baséfilos observados en los grupos tratados con AC + histamina y DOMOSO.
Mientras que entre los grupos tratados con AC + histamina y DOMOSO se observé una
menor diferencia (P>0.05) (Fig. 1,4 v 5).

La cantidad de heterdfilos encontrados en la dermis superficial muestra menor
diferencia (P>0.035) entre los grupos de aves tratadas con AC, histamina, AC + histamina y
DOMOSO.  En la demmis profunda se encontré una cantidad de heteréfilos con menor
diferencia (P>0.05) del grupo tratado con AC y el grupo tratado con histamina, pero estos dos
grupos presentan mayor diferencia (P<0.05) con respecto a los grupos tratados con AC +
histamina y DOMOSO; se encontrd menor diferencia (P>0.05) entre los grupos tratados con
AC + histamina y DOMOSQO. En el promedio de heterdfilos hay una menor diferencia entre el
grupo tratado con AC y los grupos tratados con histamina; AC + histamina y DOMOSQ, pero
no entre los grupos tratados con histamina, AC + histamina y DOMOSO (Fig. 2 y 5).

En la dermis superficial de las aves tratadas con AC se observé una mayor cantidad de
eosindfilos con mayor diferencia (P<0.03) con relacion a los grupos tratados con histamina,
AC + histamina y DOMOSO.  Se observdé menor diferencia (P>0.05) entre los grupos
tratados con histamina, AC + histamina y DOMOSO. Mientras que en la epidermis profunda

y en el promedio se observé menor diferencia entre todos los grupos (Fig. 3,4 y 5)

En el grupo de aves inoculado con AC se presentd una mayor relacién (P<0.05) en la

proporcion celular heterdfilos:baséfilos en comparacion a los grupos de aves inoculadas con
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_ histamina, AC+histamina y DOMOSO; mientras que entre los grupos de aves inoculadas con
histamina, AC+histamina y DOMOSO se encontrd una relacion menor (P>0.05) en la

proporcion celutar heteréfilo:baséfilo (Fig. 6).

Se observé una mayor relacion (P<0.05) en la proporcion celular heteréfilo:eosindfilo
en el grupo de aves inoculadas con histamina en comparacion a las proporciones observadas
en los grupos de aves inoculadas con AC, AC+histamina y DOMOSO; mientras que entre

estos grupos de aves se encontrd una menor diferencia (P>0.05) (Fig 6).

El grupo de aves inoculadas con AC presentd una mayor relacion (P<0.05) en la
proporcion basofilo:eosinéfilo en comparacion a la observada en los grupos de aves
inoculadas con histamina, AC+histamina y DOMOSQO, pero entre estos grupos se encontrd

una menor relacién (P>0.05) (Fig 6).
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DISCUSION.

En los grupos tratados con AC, histamina, AC+histamina y DOMOSO, se pudieron
cuantificar basofilos después de la primera media hora de la segunda inoculacitn, lo que
concuerda con el trabajo realizado por Katiyar (32) quien informé la presencia de basofilos
dentro de la primera media hora después de la aplicacion de endotoxina de Eschereichia coli,.
y también con el trabajo de Chansoriya (28) quien encontré que al aplicar trementina se puede
detectar la presencia de basofilos a los 30 minutos después de la inoculacion, alcanzando su

concentracién maxima a tas 12 horas.

La presencia de basofilos en el grupo tratado con AC sugiere un proceso inflamatorio
agudo, Chand (37) demostrd la presencia de basofilos capaces de participar en reacciones
inflamatorias e inmunolégicas; este proceso inflamatorio es més evidente en este grupo de
aves tratadas con AC que en el resto de los grupos, ya que el AC esta desencadenando un
proceso inflamatorio compatible con hipersensibilidad. Esta alta cantidad de baséfilos se
puede deber a la accién de los leucotrienos que favorecen el incremento de la permeabilidad

vascular despugés de haber entrado en conracto con el Ag.

La disminucién del numero de basofilos en el grupo de aves tratadas con
AC+histamina, se puede deber a un mecanismo de retroalimentacion negativa de la histamina
que bloguea a los receptores Hy como lo informa Chand (37) en sus trabajos al utilizar
teratolina, cimetidina y propenidol, ademds los eosindfilos liberan enzimas como la
histaminasa que contrarrestan la accién de la histamina (3), estos dos mecanismos pueden

estar interactuando e influir en !a disminucion en nimero de basofilos cuantificado en este

grupo de aves.

La presencia de heteréfilos en todos los grupos es debido a su papel como una de las
primeras células en formar parte dentro del proceso inflamatorio como lo indican Carlson
(26), Kirk (49) y Chansoriya (28), en todos los grupos se registré un mayor nimero de

heteréfilos en la dermis profunda que en la dermis superficial, posiblemente debido a una
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mayor irrigacién que favorece la quimiotaxia en este estrato cutaneo, coincidiendo con lo
informado por Maxwell (39), quien tambi€n trabaj6 con aves aplicando una solucién de AC
en la piel. Katiyar (32), Stadaker (19) y Chansoriya (28) también reportan una mayor cantidad
de heterdfilos en los primeros 30 minutos posinoculacién en aves, los alergenos empleados
por estos autores fueron trementina, con.cavalamina, endotoxina de E coli, fitohemoaglutinina
y dinitroclorobenzeno. La menor cantidad de heterdfilos en el grupo de aves inoculado con
AC+histamina en comparacion con los grupos inoculados con AC e histamina se puede deber
a la activacion det sistema de retroalimentacion negativa que modula al sistema inmune y a la
respuesta inflamatoria por accion de la IL [ (16, 17) o bien por la activacién de los receptores

H2 de los basofilos (37).

La técnica de PPD + PC fué util para diferenciar los eosinéfiles de los heterofilos y se
pudo cuantificar a los eosindfilos 30 minutos postratamineto debido a un proceso de
hipersensibilidad concordando con lo informado por Maxwell (39). Debido a la dificultad
para distinguir a los eosindfilos de los heterofilos con técnicas histolégicas de rutina, son
pocos los autores que han informado cuantificaciones de cada una de estas células, solo
Ahuadiya (45), Singhi (35) y Maxwell (39) han hecho esta diferenciacion. Maxwell (39)
describié la presencia de los eosinéfilos en la dermis dentro de los primeros 30 minutos
después del tratamiento con AC y su nimero disminuye hasta desaparecer dentro de las 24
horas. Los resultados en la cuantificacidn de eosindfilos en la dermis superficial del grupo de
aves tratadas con AC y el grupo de aves tratadas con histamina corresponden a un proceso
inmunoldgico, ya que los eosindfilos participan en la regulacion de los baséfilos; lo cual es
mas notorio en el grupo tratado con AC, siendo este el grupo con mas eosmofilos. Este
proceso no corresponde a uno de Hipersensibilidad Basofilica Cutdnea, en el cual la respuesta
de los basofilos tarda en expresarse hasta 24 horas postratamiento y la presencia de eosinofilos
es nula, como lo reportan Maxwell (39) y Stadaker (19), quienes ademas describen un
infiltrado caracterizado por la presencia de heterofilos, baséfilos y células mononucleares en
la HBC. En el grupo wratado con DOMOSO no se presentd un proceso inmunclégico ya que
no se registré un aumento en la cantidad de eosindfilos y baséfilos debido posiblemente a que

el DOMOSO ne es un alergeno, perc el DOMOSO si es capaz de desencadenar un proceso
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inflamatorio ya que se registraron cantidades importantes de heteréfilos, como lo informa
Maxwell (39), quien inoculé S.S.F. en la cavidad peritoneal de las aves y Chansoriya (28)
quien tambicn informa de la presencia de heterofilos en cantidades importantes tras inocular

S.S.F. por via subcutanea.

Los baséfilos, heteréfilos y cosinéfilos cuantificados en los grupos tratados con
histamina, AC+histamina, no fueron superiores a los encontrados en el grupo de aves tratadas
con AC, lo cual nos sugiere un papel no determinante de la histamina exégena dentro del
proceso inflamatorio de hipersensibilidad inmediata en las aves, al no influir en el nimero de
granulocitos del grupo de aves tratadas con AC+histamina en forma significativa, lo cual
coincide con los estudios de Chand (37), quien ademas ha determinado la presencia de los
receptores H, Histaminérgicos y B2 Adrenérgicos, la accién del sistema de retroalimentacxion
negativa para el control de la liberacién de histamina, destacando el pape! de los leucotrienos
(SRL-A} al aumentar la permeabilidad vascular y al tener funciones de quimiotaxis (9),
mientras que Awadiya (45) y Chansoriya (28) han informado de un efecto de la histamina

limitado Unicamente sobre las vénulas aumentado su permeabilidad.

Aunque la histamina se encuentra en la sangre de aves sensibilizadas (37) y en los
basofilos, no tiene un papel determinante en la quimiotaxis hacia los eosindfilos en la
hipersensibilidad tipo I (37), lo que concuerda con los resultados observados en los grupos de
aves tratadas con AC, histamina y AC+histamina. E! AC como alergeno en la
hipersensibilidad tipo I produjo una respuesta celular superior a la de la histamina, excepto en
el nimero de eesindfilos de la dermis profunda, donde el nimero de eosindfilos es mayor ¢n
el grupo tratade con histamina, esto se puede explicar o atribuir a la accién que cjerce la
histamina sobre las vénulas de la dermis profunda al aumentar su permeabilidad. En la
actividad celular registrada en el grupo de aves inoculadas con AC, puede estar interviniendo
la IgY en un proceso de hipersensibilidad, esta inmunoglobulina en las aves, realiza las
funciones de la IgG e IgE de los mamiferos, es decir participa en reacciones de

hipersensibilidad, en la opsonizacién y [a neutralizacion de Ag.



En lo que corresponde a las proporciones entre los granulocitos; se presentd una alta
proporcidn de heterofilos en su relacion con los baséfilos en los grupos de aves inoculadas
con AC, histamina y AC+histamina que nos indica un proceso primordialmente inflamatorio.
En el grupo de aves inoculadas con AC, ademas del proceso inflamatorio ya descrito,

encontramos un proceso inmunologico pbr la actividad de los basofilos.

La proporcion de heterdfilos con relacién a los baséfilos nos indica un proceso
inflamatorio acompafiado por un inmunoldgico, la mayor cantidad de heteréfilos es normal ya
que estos participan tanto en procesos inmunolégicos como inflamatorios, ademés de ser una

de las primeras células en tomar parte en el proceso inflamatorio (26, 27 ,28 29, 30, 31 ,32).

En los grupos de aves inoculadas con AC+histamina y DOMOSO la relacién celular
es alta por la mayor cantidad de heteréfilos que de eosindfilos comespondiendo esto
basicamente a un proceso inflamatorio; mientras que en los grupos de aves inoculadas con AC
e histamina presentan un proceso inmunolégico. La proporcién heterdfilo:eosinéfilo nos
indica un proceso inmunoldgico, en ¢l cual los eosindfilos regulan a los baséfilos, la mayor
cantidad de heterdfilos con relacion a los eosindfilos coincide con los resultados encentrados
por Maxwell (39) quién también informa de esta mayor cantidad de heteréfilos con relacién a

los eosinéfilos.

La cantidad de basofilos encontrada en el grupo de aves inoculadas con AC se debe a
un procesb inflamatorio acompariado por eosinofilia; mientras que en los grupos inoculados
con histamina, AC+histamina y DOMOSQ la relacion celular heterofilo:eosinéfilo fue mas
baja, no por que se haya registrado un aumento en el mimero de eosindfilos, sino porque estos
grupos registraron un numere reducido de basofilos, los cuales participan en procesos

inmunoldgicos e inflamatorios como ocurre en el grupo inoculado con AC (39).

En los trabajos que informan sobre los resultados de cuantificaciones celulares no se
realizaron tinciones especificas pama identificar a los baséfilos, pero si realizaron tinciones

especiales para diferenciar a los eosindfilos de los heterdfilos, siendo esto su objetivo
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principal, por esta razén no hay puntos para comparar las cuantificaciones de los baséfilos
encontrados en este trabajo con las resultades encontrados en trabajos hechos por otros

autores, (39, 22)

En este trabajo se puede concluir que los basdfilos participan en procesos de
hipersensibilidad tipo I e inflamatorios y los eosindfilos actian regulando a los baséfilos en el
proceso de hipersensibilidad aviar como en el grupo de aves tratadas con AC los heterdfilos
participan en procesos inflamatorios como los que se observaron en todos los grupos de aves
inoculadas con AC, histamina, AC+histamina y DOMOSO.  Eb AC actua produciendo un
aumento en el mimero de basofilos, eosindfilos y heterofilos, dentro de un proceso de
hipersensibilidad tipo I. Por otro lado podemos decir que la histamina exégena no desempefia
un papel fundamental dentro del proceso de hipersensibilidad en las aves como se puede ver
en el grupo de aves tratadas con AC+histamina, lo que sugiere la importancia de otros factores
como los leucotrienos, el mecanismo de retroalimentacion negativa para ¢l control de los

proceses de hipersensibilidad ¢ inflamacién.

24



REFERENCIAS

1. Stites D, Terr A, Inmunologia basica y clinica. 7* ed. México (DF): El Manual Moderno,
1993.

. Roitt I. Inmunologia, fundamentos. 7* ed. México (DF): Médica Panamericana, 1994

. Tizard [.. Inmunologia Veterinaria. México (DF): Interamericana Mc Grawn-Hill, 1992,

. Barret J. Inmunologia médica. 5* ed. Méxice (DF): Interamericana Mc Grawn-Hill, 1991,

L T SO S o

. Rojas W. [nmunologia. 9" ed. Bogota: Corporacién para las investigaciones biologicas,
1993.

6. Ramirez NR, Piojan AC. Enfermedades de los Cerdos. México (DF): Diana, 1993.

7. Olsen RG, Krakowka S. Inmunologia e Inmunopatologia de los animales domésticos.
Meéxico (DF): El Manual Modemo, 1983.

8. Chand N, Eyre P. Immunologycal release of histamine and slow-reacting substance in
domestic fowl. Can J Com Med 1978;42:519-524,

9. Trigo FT. El acido araquidénico en la inflamacién. Memorias de VII Congreso de la
Sociedad Mexicana de Patélogos Veterinarios, A.C; 1998 junio 3-6; Manzanillo (Colima)
Meéxico. México DF Sociedad Mexicana de Patdlogos Veterinarios, AC, 1998:73-75

10.Bellanti J. Inmunologia. 3* ed. México (DF): Nueva Editorial Interamericana, 1986.

11.Carda AP, Gémez CG. Patologia General Veterinaria. México (DF): El Manual Moderno,
1993

12.Trigo TF, Inmunopatologia. En:Trigo TF, Mateos PA, editores. Patologia General. 2* ed.
México (D.F.): Interamericana Mc Grawn-Hill, 1993.

13.Chen-lo H, Pikel J, Jill M, Cooper M. Surface markers b on avian cells. [n: Sharma J.
editor Avian cellular immunology. Florida: CRC Express, 1991,

14 Warr G. IgY: clues to the origins of modemn antibodies. Immunol Today 1995;16:392-
399.

15.Petrone VM, Casaubon MT, Juarez MA, Ledesma N, Cabriales]. Del Rio J.C. Inflamacion

e inmunologia celular en aves. Memorias de VI Jornada Médico Avicola; 1997 marzo i2-

14; México (DF) México. México (D.F.): Asociacion Nacional de Especialistas en

Ciencias Avicolas, A.C. 1997:117-122.

16.Klasing KC. Avian Macrophages: regulators of local an systemic immune Responses. Poul

25



Sci 1998,77:983-989.
17.Qreshi MA_ Role of macrophages in avian health and disease. Poul Sci 1998;77:078.982.
18.Carlson H. The acute inflammatory reaction in chicken skin: blood cellular response.
Avian Dis 1969;13:817-833.

19.5tadecker MJ, Lukic M, Dvorak Ann, Leskowitz S. The cutaneus basophil response to
phytohemoaggiutinin in chikens. J Immunol 1977;118:1564-1568.

20.Kean RP, Lamont SJ. Efect of injection site on cutaneous basophil hypersensitivity
response to phytohemaglutinin, Poult Sci 1994;13:1763-1765.

21.Scott RP, Siopes TD. Evaluation of cell mediated incompetence in mature turkey breed
hens using a dwalp skin test. Avian Dis 1994;38:161-164.

22 Maxwell M H, Robertson GW. The avian basophitic leukocyte: a review. Word Poul Sci J
1995;51:307-325.

23.Hernandez V¥, Garcia G, Téllez G, Navarro JA, Quintana JA, Kogut M, Adaptacion de un
modelo paia inducir granulocitopenia en sangre periférica en pollos de engorda.
Memorias de VI Jomada Médico Avicola; 1997 marzo 12-14; México (DF) México.
Meéxico (DF): Asociacién Nacional de Especialistas en Ciencias Avicolas, A.C. 1997:205-
214.

24 Adum D. Przydatnosc mefod barwienia komorek tucznich w diagnostyce roznicowej
zlostiwych nowotworow skory u psa. Medycyna Weterynaryjna 1991;47:181.

25 Halliwell RE, Gorman N. Mecanismo de lesion inmunoldgica en las reaccicnes de
hipersensibilidad. En: Halliwell RE, Gorman N, editores. Inmunologia Clinica Veterinaria.
Zaragoza: Acribia,1992;231.

26.Carlson HC, Allen JR. The acute inflammatory reaction in chicken skin: blood cellular
response. Avian Dis 1969;13:817-833.

27.Montali RJ. Comparative pathology of inflammation in the higher vertebrates. (Repiles,
Birds and Mammals). J Comp Pathol 1988;99:1-26.

28.Chansoriya M, Awadhiya RP, Vegad JL, Katiyar AK. Studies on the cellular response in
avian inflammation using a simple subcutaneus pouch model. Avian Pathol 1993;22:591-
603.

29.Campbell TW. Avian hematology and cytology. lowa: State University Press/Ames 1988.

26



30Huynh V, Cubb RC. The induction of delayed type hipersensitivity to
dinitrochlorobenzene in the chiken. Avian Pathol 1987;16:383-393.

31.Topp RC, Carlson HC. Studies on avian heterophils III. Phagocytic properties. Avian Dis
1972;16:374-380.

32.Katiyar AK, Vegar JL, Awadhiya RP. Pathology of inflammatory - reparative response in
punched wonds of chiken skin. Avian Pathol 1992;21:471-480.

33.Harmon GB. Avian Heterophils in inflammation and disease resistance. Pou]‘ Sei
1008;77:972:977

34.Topp RC, Carlson HC. Studies on avian heterophils II. Histochimestry. Avian Dis
1672;16:369-373.

35.Shing SD, Mohanty GC. Histochemical method for identification of tissue eosinophils in
Japanese quail (Coturnix coturnix japonica). Indian ] Anim Sci 1992;62:424-426.

36.Movat HZ, editor. Inflammation, Immunity and Hypersensivity. Harper & Row
Publishers, 1971.

37.Chand N, De Roth L. Acute systemic anaphylaxis in adult domestic fowl: evidence for the
protective role of H2 Histaminergic and P2-Adrenergic receptors. Am J Vet R
1980;41:101-105.

38.Miiller HJ, Vallota E, Gétze, Zimmermen T. Mediators of the Inflammatory Response.
Complement. In: Lepow YH, Ward PA. editors. Inflammatiuon Mechanisms and Control.
New York: Academic Press, 1972:83-91.

3%.Maxwell MH. Histochemical identification of tissue eosinophils in the inflarnmatory
response of the fowl (Gallus domesticus). Res Vet Sci 1984;37:7-11,

40.Maxwell MH. Atempled induction of an avian eosinophilia using various agents. Res Vet
Sci 1980;29:293-297

41.Sumano H, Ocampo CL. Farmacologia Veterinatia. México (DF): Mc Graw Hill 1987.

42.Hall J. Inclusidén de Tejidos. Prophet EB, Mill B, Amington J B, Sobin L H editores.
Métodos Histotecnolégicos. Washington (DC): Instituto de patologia de las fuerzas
armadas de los Estados Unidos de América, 1995:41-46.

43.Allen TC. Hematoxilina y eosina . En: Prophet EB, Mills B, Arrington J B, Sobin L H

editores. Métodos Histotecnolégicos. Washington (DC): Instituto de patologia de las

27



fuerzas armadas de los Estados Unidos de América, 1995:55-60,

44 Arrington JB. Bacterias, hongos y otros microorganismos. En: Prophet EB, Mills B,
Sobin L H editores. Métodos Histotecnol6gicos. Washington (DC): Instituto de patologia
de las fuerzas armadas de los Estados Unidos de América, 1995:209 -240.

45.Awadhiya RP, Vegad JL, Kolt GN. Eosinophil Leukocytic response in dinitroclorobenzene
skin hyprsensitivity reaction in the chiken. Avian Pathology 1982;11:187-194.

46,Hanker J S, Yates P J, Metz CB, Rustioni A. A new specific, sensitive and non
carcinogenic reagent for the demostration of horse radish peroxidase, Histochemical. J.
1977;9:789-792.

47.Hall J, Inclusién de Tejidos. En: Prophet EB, Mill B, Arrington J B, Sobin L H editores.
Métodos Histotecnoldgicos. Washington (DC). Instituto de patologia de las fuerzas
armadas de los Estados Unidos de América, 1995:

48 Lizarraga MI, Sumano LH. Farmacologia clinica de les antihistaminicos en Medicina

Veterinaria. Vet Mex 1998;29:369-383.

28



FIGURAS

Figura 1. Media de los baséfilos cuantificados en la dermis superficial, dermis profunda
y promedio en aves Legornh inoculadas con AC, histamina, AC+histamina y DOMOSO.
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AC HISTAMINA AC+HIST. PDOMOSO =
[ O DERMIS SUPERFICIAL BADERMIS PROFUNDA OPROMEDIO 5
GRUPO AC* HISTAMINA AC*+HISTAMINA DOMOSO' -t
DERMIS 072? 0.16° 0.08° 012° E
suPERFICIAL (02787 (0.1517) (0.0983) (0.1789)
b
DERMIS 145° 0.12 0.05° 0.02°
prRoFUNDA | (1.1572) (0.0837) (0.0837) (0.0447)
PROMEDIO 198 2 0.14° 0.07° 0.07°€
(0.8892) (0.1174) (0.0888) (0.1337)

* Anhidrido Citracdnico.

' Sulféxido de dimetilo.

¢ Desviacion estandar

Literales diferentes (a, b y <) sefialan diferencia estadistica significativa {P<0.05) dentro del

mismo renglon.
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Figura 2. Media de los heterdfilos cuantificados en la dermis superficial, dermis
profunda y promedio en aves Legornh inoculadas con AC, histamina, AC+histamina y
DOMOSO.

N° de Células Observadas

AC HISTAMINA AC+HISTAMINA DOMOSO

I CDERMIS SUPERFICIAL B DERMIS PROFUNDA OPROMEDIC i
GRUPO AC* HISTAMINA AC*+HISTAMINA DOMOSO'
Ervis | 06833 2 0.58° 06332 0.64°
SUPERFICIAL |(0.5636) (0.3899) (0.43) (0.2408)
b b
DERMIS 48333 ° 3.06° 1.28 : 1.7
prOFUNDA | (26741 (1.1718) (0.6369) (1.2629)
promepio 12758 3 182° 0.96° 117t
(2.8446) (1.5447) (0.6215) (1.0231)

* Anhidrido Citracénico.

' Sulféxido de dimetilo.

v Desviacion estandar

Literales diferentes (a, b y ¢) sefialan diferencia estadistica significativa (P<0.05) dentro del

mismo renglon.
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Figura 3. Media de los cosinéfilos cuantificados en la dermis superficial, dermis
profunda y promedio en aves Legornh inoculadas con AC, histamina, AC+histamina y
DOMOSO.

N° de Céiulas Observadas

AC HISTAMINA AC/HISTAMINA DOMOSO

| ODERMIS SUPERFICIAL CIDERMIS PROFUNDA OPROMEDIO
GRUPO AC* HISTAMINA AC*+HISTAMINA DOMOSO'
DERMIS 0.07° 0.04° 002° 00°
SUPERFICIAL {(0.08165)¢ (0.0547)  (0.04082) (0.0)
DERMIS 0.07° 02" 0.08° 0.02°
rnorunpa  [(0.08165)  (0.01732)  (0.13292) (0.04472)
a a a a
0.07 0.1 0.05 0.01
PROMEDIO | 607785y (014759 (0.1 (0.03162)

* Anhidrido Citracénico.

¥ Sulfoxido de dimetilo

* Desviacion estandar

Literales diferentes (a, b y ¢) sefialan diferéncia estadistica significativa (P<(.03) dentro del
mismo @glc’m.




Figura 4.
A) Baséfilos observados en la dermis de aves Legornh inoculadas  con Anhidrido
Citraconico. Tincién de Ziehl Neelsen X1000.

B) Eosinéfilo observado en ia dermis de aves Legornh inoculadas cen Anhidrido
Citraconico. Tincién p fenilenediamina dibidroclorhido + piracatecol X1400.
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Figura 5. Promedio de los basdfiles, heteréfilos y eosindfilos cuantificados en la dermis
superficial y dermis profunda en aves Legornh inoculadas con AC, histamina,
AC+histamina y DOMOSO.,

Células Observadas

AC HISTARINA ACTHISTAMINA, DOMOSO

| DBASOFILOS  OHETEROFILOS — DEOGSINGFILOS |

Figura 6. Mediana (mediana) de las proporciones observadas entre tos granulocitos
cuantificados cn Ia piel de aves Leghorn inoculadas con AC, histamina,

AC-+histamina y DOMOSO,
GRUPQ AC* HISTAMINA AC+HISTAMINA DOMOSO
a b b b
HETBAS 1273 110.49 101.07 137.6
(1.66) (11.84) (51.0) o1
236.18" o 2 2
HeTEOS | 236 66. 125 193.9
(42.33) (13.6) 1) (141)
10132 14.9° 6.00" b
asEos | 100 . 0 14.2
(62.29) (1.29) 0 )

*  Anhidrido Citracénico.

** Sulfoxido de Dimetilo.

% Mediana de las proporciones, expresa el valor de la célula encontrada en mayor cantidad.
Literales diferentes en un mismo renglén indican diferencia (P<0.05).




