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RESUMEN

El presente estudio proporciona informacidon cuantitativa sobre las células cebadas en el
tracto respiratorio de cerdos clinicamente sanos en tres etapas de crecimiento. Se
cuantificé la presencia de células cebadas en tonsila, pulmén derecho 16bulo craneal,
pulmon derecho 16bulo caudal, pulmén izquierdo 16bulo craneal, pulmén izquierdo 16bulo
caudal y linfonodos traqueobronquiales en cerdos recién nacidos, destetados y adultos. Se
emplearon 5 animales clinicamente sanos por etapa, los cuales fueron serologicamente
negativos a Mycoplasma hyopneumoniae, PRRS, Aujeszky y Actinobacillus
pleuropneumoniae. Las muestras obtenidas fueron procesadas por inclusion en parafina y
tefiidas con azul de toluidina al 1%. En cerdos recién nacidos la mayor cantidad de células
cebadas se observo en linfonodos traqueobronquiales (1.44+1.84) y la menor cantidad en
pulmoén derecho 16bulo craneal (0.16+0.04), sin embargo al realizar la prueba no
paramétrica de Tukey no se observd diferencia estadistica entre los sitios anatomicos
muestreados. En cerdos de destete se obtuvo diferencia estadistica significativa entre la
tonsila y el pulmén derecho l6bulo craneal (p<0.01) y entre el pulmoén derecho 16bulo
craneal y el pulmoén derecho lobulo caudal (p<0.01). En tonsila de los cerdos adultos se
obtuvo diferencia de (p<0.05) comparado con las regiones pulmonares y los linfonodos
traqueobronquiales. El nimero de células cebadas en las diferentes etapas de crecimiento
fue mayor en cerdos adultos con respecto a los cerdos recién nacidos y de destete, a
excepcion de los linfonodos traqueobronquiales en los que se obtuvo una mayor cantidad
en esta etapa. Se considera que el sistema inmune de los cerdos adultos ya ha sido
estimulado por diferentes antigenos y por lo tanto ha madurado.

Las células cebadas se encuentran distribuidas en tonsila en el espacio interfolicuar, a
nivel respiratorio en la mucosa y submucosa de bronquios y bronquiolos, en la pleura
visceral, en el septo interlobular e interalveolar. En linfonodos traqueobronquiales, estan
distribuidas en las trabéculas y en la paracorteza. La distribucion de las células cebadasen

las tres etapas de crecimiento fue homogénea.
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ABSTRACT

This study provides quantitative information on mast cells in the respiratory tract clinically

healthy pigs at three growth stages.

The presence of mast cells was quantified in the tonsils, the right cranial lung lobe, the
right caudal lung lobe, the left cranial lung lobe and the left caudal lung lobe, as well as in
the traqueobronchial lymph nodes, in newborn, weaned and adult pigs. 5 clinically healthy
animals were employed for each stage, all serologically negative to Mycoplasma

hyopneumoniae, PRRS, Aujeszky and Actinobacillus pleuropneumoniae.

The extracted samples were processed by inclusion in paraffin and dyed with toluidine
blue 1%. Among recently newborn, the greatest quantity of mast was observed in the
traqueobronchial lymph nodes (1.44+1.84) and the least quantity in the right cranial lung
lobe (0.16+£0.04), however, to perform the nonparametric Tukey test was not observed
statistical difference between the anatomical sites sampled. At weaned pigs were obtained
statistically significant difference between the right lung cranial lobe (p<0.01) and
between the right lung cranial lobe right lung caudal lobe (p<0.01). In tonsils of adult pigs
were obtained difference (p<0.05) compared with lung regions and the tracheobronchial
lymph nodes. The number of mast cells in different stages of growth was greater in adult
pigs in relation to newborn pigs and weaned, with the exception of the tracheobronchial
lymph nodes was obtained in greated quantity at this stage. It is believed that the immune
system in adult pigs has already been stimulated by different antigens and therefore has
madurated.

Mast cells are distributed in space interfolicular tonsil, at the respiratory mucosa and
submucosa of bronchi and bronchioles, in the visceral pleura, the interlobular and
interalveolar septum.

In tracheobronquial lymph nodes are distributed in the trabeculae and in the paracortex.

The distribution of mast cells in the three stages of growth was homogeneous.

Keywords: Pig, respiratory tract, mastocytes, mast cells, distribution.
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Introduccion

1. INTRODUCCION
1.1 Impacto de las enfermedades respiratorias en el cerdo

Las infecciones respiratorias son causa de importantes pérdidas economicas en la
produccion porcina, aparecen en funcion de la cantidad de microorganismos presentes, la
virulencia de éstos y la capacidad del cerdo para controlar o eliminar las infecciones. La
intensificacion de los sistemas de produccion ha coincidido con un aumento dramatico de
las patologias respiratorias con pérdidas reflejadas en elevada mortalidad, deficiente
ganancia de peso, mala conversion alimenticia, excesivos gastos en medicamentos,
aumento en el numero de dias en que los cerdos llegan al rastro, y altos decomisos en el
mismo. Por cada 10% de lesion pulmonar existe una disminucion del 5% en la ganancia
diaria de peso (Morilla, 2005). Por esta razon en la actualidad los mayores esfuerzos van
encaminados a controlar el efecto de las enfermedades, por lo que existen sistemas de
manejo y produccion que se han desarrollado y puesto en préctica con el objetivo principal
de evitar el efecto negativo de cualquier infeccion en una poblacion porcina.

El fenomeno de asociacion de patdgenos ha sido determinado en forma reiterada tanto a
partir de casos de campo como en base a trabajos realizados en condiciones
experimentales controlados (Iglesias y Trujano, 2000). El sindrome respiratorio de los
cerdos conocido como complejo respiratorio porcino, ha emergido como un problema
severo de salud en la mayoria de las granjas porcinas del mundo, el cual ha sido llamado
asi debido a que se trata de un complejo de factores negativos del ambiente y manejo de
los sistemas de produccion, de agentes patdgenos y la alteracion de la capacidad inmune
de los cerdos para responder de forma adecuada frente a estas agresiones (Ciprian, 1999;

Tracker, et al., 2001).

Algunos de los patdogenos mas reportados son el virus del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino (PRRSV), Mycoplasma hyopneumoniae (agente causal de
neumonia enzootica), virus de la influenza porcina, virus de la enfermedad de Aujesky,
Actinobacillus pleuropneumoniae (agente etiologico de la pleuroneumonia contagiosa

porcina), Haemophilus parasuis y Pasteurella multocida (Cruz, 2000). En términos
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generales se cree que las infecciones de estos patégenos son producto de la combinacion
de habilidades del patégeno, para favorecer su permanencia y proliferacion en el tracto
respiratorio porcino. El mejor ejemplo de colaboracion es el que ocurre con Pasteurella
multocida, un habitante normal de las vias respiratorias, pero en cuanto existen
condiciones propicias es capaz de causarle dano severo al tejido pulmonar. Estas
condiciones ocurren a menudo como resultado de la infeccion con Mycoplasma
hyopneumoniae. En repetidas ocasiones se ha demostrado que la asociacion de estos dos
agentes tiene un efecto negativo notable en la funcion respiratoria, mientras que cualquiera
de estos dos agentes solos producen una infeccion de poco impacto en el pulmon (Iglesias

y Trujano, 2000).

Las superficies epiteliales del tracto respiratorio representan un componente importante
del sistema inmune de las mucosas ya que estdn expuestas continuamente a antigenos
inhalados (Peeters et al., 2005; Pier et al., 2004; Bytautiene et al., 2004), contaminantes
ambientales, alergenos y microorganismos, que inducen la activacion de células
inflamatorias y de respuesta inmune, células cebadas, macrofagos, eosindfilos, linfocitos,
células dendriticas, basofilos, neutrofilos y plaquetas (Levine, 1995; Moran et al., 2006), y
por ende a la liberacién de mediadores quimicos que son responsables de los cambios
fisiopatologicos de éstas (Barnes, 1998; Villasetior et al., 1999); ya que se incrementa el
flujo sanguineo local, se produce broncoconstriccion, exudacion plasmatica, secrecion de
moco, efecto neural, contraccion del musculo liso, atraccion y activacion de otras células

inflamatorias (Barnes, 1998).

1.2 Respuesta Inmune

El sistema inmune esta constituido por 6rganos linfoides, células y moléculas que en caso
de infeccion elaboran una respuesta coordinada para lograr la recuperacion, la proteccion
contra una nueva infeccion y la vigilancia inmune contra las neoplasias malignas y
enfermedades auto-inmunes (Collado et al., 2008; Chaplin, 2003).

Para que ocurra la respuesta inmune en el cerdo se deben suceder una serie de eventos

tales como el reconocimiento del antigeno, activacion de la célula inmunocompetente y la
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fase efectora para la eliminacion del antigeno, lo cual se da por una combinacion de la
respuesta inmune innata y adaptativa. La inmunidad innata sirve como una sefal de alarma
para que el sistema adaptativo desencadene una respuesta en defensa del huésped

(Janeway 2003; Abbas y Lichtman, 2006).

1.2.1 Barreras Fisicas

Estan constituidas por la piel, secreciones de las mucosas, enzimas proteoliticas (lisozima,
lactoperoxidasa, etc), pH del estdmago (Sanchez Vizcaino, 2004), entre otras, que aunados
a los procesos de auto limpieza como la tos, el estornudo, el movimiento ciliar y el flujo
de moco en las vias respiratorias, el vomito y la diarrea en el tubo digestivo, y el flujo de
orina en las vias urinarias impiden la entrada de los microorganismos hacia el interior del
organismo y su proliferacion (Tizard, 2009; O’Hara and Shanahan, 2006; Halliwell,
1989).

1.2.2 Inmunidad Innata

La inmunidad innata incluye proteinas solubles y pequefias moléculas bioactivas que estan
presentes en fluidos bioldgicos (proteinas del complemento y defensinas) o son liberadas
de células activadas, tanto polimorfonucleares (neutréfilos, eosindfilos y basoéfilos), como
mononucleares (macrofagos y células dendriticas) y células asesinas: K (killer), NK
(natural killer) y LAK (lymphokine activated killer) (Whiteside, 2001 a y 2001 b),
citocinas que regulan la funcion de otras células, las quimiocinas que atraen los leucocitos
inflamatorios, mediadores lipidicos de la inflamacion, aminas bioactivas y enzimas que
también contribuyen a la inflamacion del tejido (Barnes, 1998).

El sistema inmune innato representa una de las primeras lineas de defensa en contra de
estructuras moleculares conservadas que se expresan en un gran numero de
microorganismos, conocidas como patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs),
por ejemplo los lipopolisacaridos, el peptidoglicano, la flagelina y acidos nucleicos
microbianos, que son reconocidos por los receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs) que estan presentes en las células del sistema inmune innato (macréfagos,

neutrofilos, basofilos, eosinofilos, células cebadas), que conduce a la activacion de vias de
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sefializacion inflamatoria tales como el factor nuclear kappa B (NFxB) y la via protein
cinasa activada por mitogenos (MAPK) (Chen et al., 2009) que incluye la liberacion de
citocinas y quimocinas, fiebre, y en casos sistémicos extremos shock, coagulacion
intravascular diseminada y muerte.

Se han identificado tres tipos de PRRS: Los receptores Toll-like (TLR) que son proteinas
trasmembrana, con un dominio extracelular involucrado en la unién y el reconocimiento
del antigeno en la superficie extracelular o dentro de endosomas, y un domino intracelular
involucrado en la traduccion de sefiales. Los receptores NOD-like (NLR) son
intracelulares, se expresan en células fagociticas (macrofagos y células presentadoras de
antigenos) y reconocen péptidos derivados de la degradacion del peptidoglicano (PGN)
constituyente de las paredes bacterianas. El receptor, gen inducible por 4cido retinoico-1
(RIG-1) posee dominio ARN-helicasa que detecta ARN extrafio en el citosol
principalmente viral (Kawai and Akira, 2006; Laing et al, 2008).

Los PRR mas estudiados son los receptores Toll-like. Se llaman asi por su homologia con
los receptores Toll (nombre que se le dio a los receptores descubiertos por primera vez en
Drosofila) (Cristofaro and Opal, 2006). Los TLR se encuentran en macrofagos células
dendriticas, neutrofilos, eosinofilos, células epiteliales, queratinocitos y cé€lulas cebadas.
La familia de los TLR en mamiferos esta constituida por al menos 11 miembros. En el
cerdo se ha informado una expresion elevada de TLR2 en células mononucleares
sometidos a choque letal endotéxico por la infusiéon de una dosis alta de LPS. En este
estudio se utilizd6 una sonda de hTLR2 porque TLR2 es altamente homologo entre
especies, al contrario de TLR4, para el cual la homologia entre especies es relativamente
baja (Liu et al., 2001). Por su parte, TLR9 se identifico en placas de Peyer y en ganglios
linfaticos mesentéricos de cerdo y la expresion en estos tejidos es tres veces mds alta que
en el bazo (Shimosato et al., 2003). Al compararlo con otras especies, este receptor mostro
una identidad de aminoacidos mas alta con humanos (81.8%) y gatos (86.7%) que con
ratones (74.9%); de manera notable, el sSTLR9 reconoce motivos CpG, por lo que se
supone que tiene un papel similar al del hTLR (Shimosato et al., 2003).

Estructuralmente son proteinas trasmembrana con un dominio extracelular rico en leucina

y un dominio intracelular homologo al receptor de interleucina 1 de los mamiferos (TIR).
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Los receptores TLR comparten los mismos mecanismos para la sefializacion corriente
abajo. La interaccion del receptor Toll con el receptor CD14 y sus PAMPs respectivas
activa su dominio intracelular TIR, el cual forma un complejo con la proteina adaptadora
MyD88 (Factor de diferenciacion mieloide) (Kawai and Akira, 2006), el cual activa a
Tollip (proteina de interaccion Toll) y fosforila a IRAK (cinasa asociada al receptor de IL-
1). La fosforilacion de IRAK recluta a TRAF-6 (factor 6 activado por el factor de necrosis
tumoral) y a TAK-1 (cinasa asociada al factor de crecimiento B) y a dos proteinas que la

unen que son: TAB1-2 (proteinas de union TAK-1).

Figura 1. Activacion celular via TLR que induce la produccién de diversas
moléculas. 1) Reconocimiento de PAMP en la membrana, 2) Activacion de la
cascada de sefializacion intracelular, 3) Transcripcion de genes para la
produccidn de IL- 1, 6, 8, 12, CD40, CD80, CD86, INOS. (Escobar, 2009)

El complejo activado TRAF-6/TAK-1/ TAB1-2 fosforila al inhibidor del factor nuclear
kappa B (I-KB) como se muestra en la figura 1, el cual libera al FNKB de su inhibidor
para que éste transloque al nucleo, se una a la region promotora de los genes de respuesta
inflamatoria preferentemente c-Fos y c-Jun, lo cual inicia la sintesis de citocinas y otros
mediadores proinflamatorios como la sintetasa inducible de 6xido nitrico y las moléculas
de adhesion endotelial, IRAK fosforilado ademds de integrar el sistema de inmunidad
innata, activa la apoptosis a través de FADD (Fas-Associated Death Domain Protein) y

caspasa 8, lo cual explica la estrecha relacion que existe entre respuesta inflamatoria
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sistémica, control de la infeccion y muerte celular programada (O’Neill, 2003; Takeda and
Akira, 2005).

La activacion de la via del NF-kB conduce a la iniciacion de la respuesta inmune
adaptativa por la produccion de citocinas inflamatorias tales como la IL-1, IL-8, TNF-alfa,
IL-12, y la induccion de moléculas de coestimulacion, tales como la CD80, CD86 y CD40
(Takeda and Akira, 2005).

1.2.2.1 Mecanismos internos del sistema inmune innato

Los mecanismos internos consisten en la activacion del complemento, el proceso de
fagocitosis y la respuesta inflamatoria.

El complemento es un sistema funcional presente en el suero, integrado por unas 30
proteinas que interaccionan entre si de modo regulado dando lugar a una cascada
enzimatica que promueve la inflamacion y la muerte microbiana.

El papel de la activacion del complemento en la defensa en contra de las infecciones
también esta relacionado con la eliminacién de los desechos necrdticos o apoptoticos, asi
como el procesamiento de los complejos inmunes (Chaplin, 2003; Rus et al., 2005,
Parslow, 2002).

Para que se produzca la cascada enzimdtica se requiere de su activacion, que se puede
realizar por tres vias o rutas diferentes:

e La via alternativa: corresponde a la inmunidad innata y se inicia interaccionando
directamente con la superficie del microorganismo. Normalmente, una cierta
cantidad de C3 es hidrolizada espontaneamente liberando 3a y 3b. En condiciones
normales, 3b es inactivada, pero en presencia de particulas o moléculas invasoras
(virus, hongos, bacterias, parasitos, veneno de serpiente o Ig A) 3b puede unirse a
la membrana bacteriana e interactuar entonces con otra proteina del plasma
llamada Factor B, formando un complejo C3bB, el cual al ser hidrolizado por otra
proteina (Factor D) libera Ba y se convierte en un complejo C3bBb, que tiene
actividad de C3 convertasa y desencadena ulteriores cambios que desembocan en
la formacion del Complejo de Ataque a Membrana y la lisis de la célula invasora.

(las proteinas Factor H y factor I tienen efecto inhibitorio sobre la C3 convertasa,
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mientras la properdina estabiliza su conformacion activa) (Chaplin, 2003; Rus et
al., 2005).

e La via de las lectinas: también de la inmunidad innata, es una variante de la ruta
clasica, pero su inicio no requiere la presencia de anticuerpos. Se activa por la
unién de la proteina lectina fijadora de manosa (MBL) a moléculas de manosa en
la superficie de los microorganismos (Janeway, 2003; Parslow et al., 2002).

e [La via clésica: se inicia fundamentalmente por la interaccion con inmunocomplejos
y, por lo tanto, corresponde a la inmunidad adaptativa. También se puede activar
por la proteina C reactiva (CRP), a través de su unién con monoésteres fosfato
(Mortensen, 2001) en presencia de calcio a la membrana de microorganismos, esta
unidon incrementa la eficiencia con la que los patdogenos son capturados y
destruidos por células del huésped, a través de la opsonizacion (Parslow et al.,
2002).

La activacion en cascada de los componentes del complemento puede desencadenar las
siguientes consecuencias finales:

La formacién de un complejo perforante (C5b-9, CAM o MAC) que producira un notable
desequilibrio osmético en el microorganismo que conduce a su lisis, el inicio de un
proceso inflamatorio agudo, pues sus componentes C3a y C5a (anafilotoxinas), provocan
vasodilatacion al activar a las células cebadas y basoéfilos que liberan mediadores que
aumentan la permeabilidad vascular y la contraccion de las células del musculo liso. La
opsonizacion de los patdgenos por el factor C3b a través de los macrofagos que poseen
este receptor, y la funcion de quimiotaxis por el fragmento C5a que atrae a los neutrofilos
y macrofagos hacia el foco infeccioso (Parslow et al., 2002; Janeway, 2003).

La fagocitosis es un proceso por el que células especializadas (neutréfilos y macrofagos)
eliminan microorganismos y grandes particulas insolubles. Estas células engloban
microorganismos patogenos y utilizan vacuolas intracelulares que contienen moléculas
con efecto toxico tales como oxido nitrico, superdxido, y enzimas (Chaplin, 2003).

En este proceso se pueden diferenciar cinco fases:

1.- La célula fagocitica reconoce un patron molecular de la particula extrafia y se adhiere a

¢l (Blander and Medzhitov, 2004; Sanjuan et al., 2007).
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2- La adherencia activa a la membrana, la cual emite pseudépodos que engloban a la
particula extrafia formando la vesicula fagocitica o fagosoma.

3- Una vez que el fagosoma se encuentra en el citoplasma celular, se fusiona con vesiculas
que contienen enzimas (lisosomas) formando el llamado fagolisosoma.

4- Dentro del fagolisosoma se producen los mecanismos necesarios para la destruccion del
material ingerido a través de reacciones dependientes de oxigeno, independientes de
oxigeno o por reacciones dependientes de 6xido nitrico, asi como en la accion de enzimas
lisosomales (hidrolasas, proteasas, etc).

5- Una vez que han actuado los sistemas de digestion, la vesicula se fusiona de nuevo con
la membrana celular y elimina al exterior el material digerido, o, dependiendo del tipo de
célula, lo presenta a células especializadas como los linfocitos T (Collado et al., 2008;
Tizard, 2009).

La inflamacion es una serie de cambios tisulares, celulares y moleculares por el que los
elementos del sistema inmunitario se dirigen al sitio del organismo en donde ha ocurrido
un dafio traumatico o una infeccion (Roitt, 2007).

La presencia de agentes patogenos es detectada a través de los patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP) por los macréfagos, células dendriticas y células cebadas
mediante los receptores de reconocimiento de patrones (PRR), se produce una sefial en la
que se activa el factor nuclear NFxB (factor nuclear kappa-B) que activa los genes que
codifican la produccion de las citocinas, IL-1 y TNFa, asi como IL-6, IL-12 y IL-18 que
sintetizan oxido nitrico sintasa-2 (NOS2) y sustancias oxidantes como el 6xido nitrico.
También sintetizan la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2), que genera lipidos inflamatorios,
prostaglandinas y leucotrienos.

En su forma clasica la inflamacion se clasifica en aguda y crénica. La inflamacion aguda
tiene cinco signos cardinales: calor, rubor, edema, dolor y pérdida de la funcién, estos
signos son el resultado de los cambios que se dan en los vasos sanguineos pequefios.
Después de la lesion, el flujo sanguineo de los capilares pequefios aumenta, permitiendo a
los linfocitos que se adhieran a las paredes de los mismos. Poco después los vasos
sanguineos de la zona se dilatan y aumenta el flujo sanguineo, se produce la filtracion de

fluido desde la sangre a los tejidos, edema y tumefaccion.
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Los cambios celulares de las paredes de los vasos permiten que neutrofilos y monocitos se
adhieran a las células endoteliales. Si los vasos sanguineos estan lesionados, las plaquetas
se fijan en los lugares dafados liberando moléculas vasoactivas y de coagulacion (Parslow
et al., 2002; Tizard, 2009).

1.2.3. Inmunidad Adaptativa

Esta se desarrolla a lo largo del tiempo y mantiene la especificidad inmunoldgica del
patogeno (Day, 1999), es decir, depende de la exposicion previa del organismo a un
agente extrafio y del subsiguiente reconocimiento y respuesta hacia éste (Ramirez, 1982).
Sus caracteristicas principales son especificidad, diversidad, memoria, especializacion,
auto limitacion y ausencia de auto reactividad (Abbas, 2006).

La respuesta adaptativa se induce mediante la activacion de los linfocitos la cual involucra
tres senales:

a) Reconocimiento del antigeno

b) Activacion de linfocitos (linfocitos T y B)

c) Etapa efectora

a) Reconocimiento antigénico

En la inmunidad adaptativa el reconocimiento del antigeno es especifico y se realiza entre
el receptor de linfocitos T (TCR) o el receptor de los linfocitos B (BCR) y el epitopo del
antigeno que le es complementario.

En la respuesta inmune celular, el TCR s6lo reconoce epitopos presentados por moléculas
especializadas de la superficie de células presentadoras de antigeno (CPA), células
dendriticas, macrofagos y linfocitos B que presentan péptidos o moléculas CDI1 que
presentan glicolipidos (Gascoigne et al., 2001; Tupin et al., 2007).

La célula dendritica como CPA, expone en su membrana el epitope para que sea
reconocido por los linfocitos T (Chaplin, 2003). Estos epitopes son expuestos en la
membrana plasmatica de la célula dendritica alojados en una hendidura dentro de las
moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad o CMH (Aparicio, 2007), en
cerdos se conoce como SLA (Swine Leucocyte Antigens) (Tizard, 2009, Amaya, 2006),
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quienes son las responsables de presentarlos a los linfocitos T y desencadenar la respuesta
inmune, este proceso ocurre en el nodulo linfatico més proximo a la infeccion. E1 CMH 1,
presenta péptidos antigénicos a los receptores TCR de los linfocitos T citotoxicos (Tc),
mientras que el CMH II presenta péptidos a los receptores TCR de los linfocitos T helper
(Th) (Sanchez Vizcaino, 2004).

Si el antigeno es reconocido por los linfocitos, esta presentacion induce su activacion. En
este proceso participan las moléculas coestimuladoras CD 80 y CD 86 las que son
necesarias para una eficiente activacion (Gascoigne et al., 2003; Robinson and Delvig,

2002).

by c) Activacion y Etapa Efectora

En la figura 2 se muestra que la activacion de linfocitos Tc induce la proliferacion y
diferenciacion a clones de linfocitos Tc efectores y de memoria. Los linfocitos Tc

efectores destruyen células infectadas por virus que expresan antigenos extrafios.

Figura 2. La CPA procesa el antigeno y lo presenta en su superficie por medio de
las moléculas CMH de clase | y I, a los receptores TCR de los linfocitos Tcy Th
inactivos desencadenando su activacion. (Escobar, 2009)

Ademas las células Tc activadas secretan citocinas que atraen a los macrofagos y otros

globulos blancos fagociticos a la zona de infeccion para ingerir los restos de las células
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lisadas, incluso los virus que contenian. Las células de memoria actiian en una segunda
exposicion a la infeccion viral (Belkaid and Rouse, 2005).

La interaccion del antigeno con el linfocito Th induce su activacion y adquiere la
capacidad para secretar citocinas. Estas actian de forma local participando en la
proliferacion, diferenciacion y expansion clonal de los linfocitos. A partir de esta
activacion se generan dos subtipos de linfocitos Th: linfocitos Thl y Th2, que se
diferencian entre si por el tipo o patron de citocinas que producen y por la accion efectora
final. Los linfocitos Thl, utilizan células de la inmunidad innata para su accion efectora,
liberan citocinas que potencian la actividad fagocitica de los macrofagos y la actividad
citotoxica de los linfocitos NK. Las células NK del cerdo, difieren de las de otras especies,
debido a que su actividad es mediada por pequenios linfocitos granulares que tienen el
marcador CD2. Las células NK porcinas son CD2", CD8", MHC-II" y LFA-1" (Roth,
1999; Tizard, 2009). Los linfocitos NK poseen receptores innatos que son capaces de
detectar la ausencia de moléculas CMH clase I en la superficie celular, hecho muy comtin
en células infectadas por virus (Caligiuri, 2004; Hewitt, 2003).

Los linfocitos Th 2 favorecen la diferenciacion y la expansion clonal de los linfocitos B.
ya que las citocinas que liberan al ser activados determinan el isotipo de la Ig producida
por el linfocito B y la mutacion somatica. El linfocito B como CPA capta el antigeno a
través de su Ig de membrana, lo internaliza y lo procesa para su posterior presentacion a
través de la MCH II. La captacion del antigeno incrementa la expresion del MCH 1l y la
expresion de CD80 y CD86. En la activacion de la células T por la interaccion de las
moléculas coestimuladoras y el complejo MCH II-TCR sobre la superficie de las células B
se da una sefial reciproca para la interaccion del ligando celular T CD40 (CD40L) con el
receptor CD40 localizado en la superficie de las células B (Ver figura 3). El linfocito B
activado crece y se divide repetidas veces, una parte de su progenie se diferencia a células
plasmaticas que secretan anticuerpos circulantes, de los que en cerdos se han identificado
cuatro tipos IgG, IgA, IgE e IgM, y otra a linfocitos B de memoria (Parslow et al., 2002;
Chaplin, 2003).

Los linfocitos Th 2 favorecen la inmunidad de tipo humoral. Los anticuerpos actuan sobre

los patogenos extracelulares desactivandolos o marcandolos para favorecer su destruccion
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por accion de los macréfagos, neutrdfilos, las células NK y complemento. Los anticuerpos
circulantes, los linfocitos Tc y Th activos, abandonan el ganglio linfatico por via eferente
hacia el foco de infeccion. Los linfocitos T y B de memoria entran a la circulacion y
residen en tejidos normales, en preparaciéon para proximas infecciones con el mismo

antigeno (Gascoigne et al., 2001; Liew, 2002).

Figura 3. Los anticuerpos actian sobre los patégenos extracelulares
desactivandolos o marcandolos para favorecer su posterior destruccion a través
de la fagocitosis, inflamacién o apoptosis. (Escobar, 2009.)

1.2.4 Inmunidad de las mucosas

Las superficies epiteliales del tracto respiratorio representan un componente importante
del sistema inmune de las mucosas ya que estdn expuestas continuamente a la inhalacion
de antigenos (Rodriguez et al., 2006).

La funcion 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 la flora bacteriana normal, actividad motriz del
organo, secreciones mucosas, movimiento ciliar y factores humorales innatos. Una
segunda funcion del sistema inmunitario de las mucosas es evitar la entrada de antigenos
por la mucosa a la circulacion y proteger asi al sistema inmunitario sistémico de
exposiciones antigénicas inadecuadas (Parslow, 2002; Kunisawa and Kiyono, 2005).

El sistema inmune de las mucosas debe inducir: a) una respuesta especializada que genere

tolerancia o no reaccion contra las moléculas propias; b) una respuesta inmune no
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esterilizante para la flora normal, y ¢) una inmunidad esterilizante contra los patdgenos.
Esta triple funcion determina las diferencias principales entre el sistema inmune interno y
el de las mucosas (Vega, 2007).

Igual que la piel, las superficies mucosas son barreras entre el medio interno y externo vy,
por tanto son un lugar importante de entrada de microorganismos (Abbas, 2006). El tejido
linfoide se localiza a lo largo de las mucosas, presenta una relativa independencia del
sistema inmune sistémico (Sanchez Vizcaino, 2004) ya que a diferencia de los linfonodos,
estos tejidos linfoides organizados no reciben antigenos extrafios de la linfa aferente, sino
que los contactan directamente desde la luz del 6rgano (Tizard, 2009). Las estructuras
organizadas estan constituidas por el tejido linfoide asociado al aparato digestivo (Gut
Associated Lymphoid Tistues, GALT por sus siglas en inglés), el tejido linfoide asociado a
bronquios (Broncus Associated Lymphoid Tisues, BALT por sus siglas en inglés) y
tonsilas (Cordero, 2004). En todas las mucosas existe adicionalmente una gran cantidad de
células de respuesta infiltradas y dispersas en el tejido conectivo.

El GALT esta formado por el tejido linfoide que se encuentra en las paredes intestinales
(linfonodos, linfonddulos agregados, linfonddulos solitarios).

El BALT esta localizado en el pulmon principalmente a lo largo del bronquio principal y
cerca de las bifurcaciones, es decir, en los sitios donde se favorece el impacto entre el
antigeno y el epitelio. Consiste en foliculos linfaticos con centros germinales desarrollados
en la ldmina propia de la mucosa por debajo de un epitelio especializado (Acosta, 1992).
También hay linfocitos que se distribuyen de manera difusa en el pulmoén y las paredes de
las vias respiratorias (Tizard, 2009). El BALT puede ser dividido en tres regiones
anatobmicas que son: a) la region central o centronodular constituido principalmente de
linfocitos B asi como células dendriticas o macréfagos, b) la region periférica que rodea a
la region central y que contiene linfocitos T cooperadores (CD4+), supresores/citotoxicos
(CD8+) y posiblemente células NK, c) la region subepitelial asociada con la presencia de
macrofagos y/o células dendriticas (Acosta, 1992). La inmunoglobulina que se sintetiza en
estos apartados linfoides es principalmente IgA secretora, en especial en las vias

superiores; sin embargo, las secreciones de bronquiolos y alvéolos contienen una gran
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proporcion de IgG, cuya concentracién se encuentra entre los valores de la traquea y el
suero (Tizard, 2009).

Los antigenos que ingresan en el organismo a través de una mucosa, tienden a inducir una
respuesta de anticuerpos clase IgA, en la superficie de las estructuras organizadas se
encuentran células epiteliales especializadas llamadas células en cupula o M, superpuestas
al BALT; estas células pinocitan antigenos y los transportan a través del epitelio. El
antigeno puede ser procesado entonces por las APCs y puede presentarse a los linfocitos T

y B desencadenando la respuesta inmune (Roth, 1999).

1.3 Células cebadas (mastocitos)

Las células cebadas o mastocitos fueron inicialmente descritos por Ehrlich en 1877, los
nombro como "Zellen mastil" (células cebadas) al observar la gran cantidad de granulos
que contiene el citoplasma (Erlich, 1979). Mas del 40% del volumen total de la célula
cebada esta ocupada por las membranas de los granulos de secrecion, los cuales se
originan en el aparato de Golgi, que es el responsable de la sintesis y organizacion de los
mediadores preformados (Caulfield et al., 1980; Saavedra, 2005). Estas células hacen
evidentes sus granulos con la tincion metacromatica con colorantes como el azul de
toluidina. La metacromasia se da por el cambio de color de un colorante cationico (azul de
toluidina), consecutivo a su fijacion y polimerizacion sobre sustancias de peso molecular
elevado que contienen una cantidad pequefia de cargas de superficie anidnica. Las
sustancias que sufren metacromasia son los mucopolisacaridos de las células cebadas
adquiriendo un color rojo mientras que los demas tejidos permanecen azules (Carleton,
1957).

Las células cebadas provienen de células madres hematopoyéticas pluripotenciales
presentes en la medula 6sea y en el higado fetal donde adquieren las caracteristicas de su
linaje, bajo la influencia del factor de células primitivas (SCF) y de la IL-3 (Kallesnikoff
and Galli, 2008, Brown et al., 2008; Simon et al., 2008). Las células cebadas provienen de
una célula progenitora que es evidenciada por los marcadores CD34" (Samorapoompichit
etal., 2001), c-kit", Ly-1, CD14" y CD17" (Delves, 1998). Las células cebadas se dirigen a

la médula 6sea y migran a una variedad de tejidos, incluyendo el timo, nodos linfoides,
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bazo, piel, corazon, la mucosa del tracto genitourinario, respiratorio e intestinal donde
completan su diferenciacion y adquieren caracteristicas especificas del tejido en el que se
alojan (Brown et al., 2008; Tilley et al., 2000).

Actualmente se cree que las células cebadas no solo participan en el inicio sino también en
la amplificacion de la respuesta inflamatoria (Zweiman et al., 1998). Ademas se ha
demostrado su participacion en una gran variedad de procesos que abarcan desde la
defensa frente a infecciones bacterianas (Galli, 1990), infestaciones parasitarias hasta los
mecanismos de reparacion tisular (Metcalfe et al., 1997; Cruse et al. 2005).

En humanos y roedores, por lo menos, forman dos poblaciones diferenciadas en base a su
localizacion, propiedades de tincion, contenido quimico, respuesta a agentes
quimiotacticos y drogas (Tizard, 2009, Okuda, 1999; Samorapoompichit et al., 2001)

como se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Caracteristicas del fenotipo de las células cebadas

Células cebadas de mucosas Células cebadas de tejido conectivo
Estructura Pocos granulos de tamafio variable Miltiples granulos uniformes
Tamafio 9-10 pm de didmetro 19-20pm didmetro
Vida Media <40 dias >6 meses
Localizacion Pared intestinal, higado, pulmén Cavidad peritoneal, piel, pulmén
Proteasas Triptasa Triptasa y quimasa
Neutras
Proteoglucano Sulfato de condrioitina Heparina
Histamina 1.3pg/célula 15 pg/célula

Tizard, 2009.

Las células cebadas se encuentran en los tejidos conectivos, principalmente adyacentes a
vasos sanguineos y linfaticos, se encuentran en contacto con fibras nerviosas terminales,
particularmente en el tubo digestivo, y tienen receptores para varios neuropéptidos como
la sustancia P (SP) por debajo de las superficies epiteliales (Ansel et al., 1999; Kulka et
al., 2007; Ito et al., 2008).
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A nivel respiratorio el fenotipo de las células cebadas depende de su localizacion. En el
pulmoén se ha descrito su distribucion en el epitelio alveolar, parénquima pulmonar y en
sitios anatomicos alrededor de vasos sanguineos, alrededor y dentro de paredes
bronquiales, en musculo liso y pleura visceral (Abraham, 1997). Se ha revisado la
poblacion de células cebadas a nivel pulmonar encontrando que, las relacionadas al
epitelio bronquial, subepitelio bronquial y alvéolos son células cebadas de mucosa (MMC)
(Irani et al. 1989; Okuda, 1999). Peeters et al, (2005) menciona que en perros, las células
cebadas se observan mediante la tincion de azul de toluidina en epitelio y en la ldmina
propia, ocasionalmente asociadas con glandulas, en la capa muscular del bronquio y en el
intersticio alveolar. En cerdos adultos se ha descrito la distribucion de las células cebadas
por histoquimica y microscopia electronica mediante la tincion de azul alciano en el septo

alveolar, tejido conectivo que rodea los bronquios y bronquiolos (Xu et al., 1993).

1.3.1 Mecanismos de activacion de las células cebadas

A) TLR

Las células cebadas poseen receptores de reconocimiento de patrones (PRRS) tales como
los receptores TLR 1, 2, 3, 4, 6, 7, y 9 que son activados por diferentes patdogenos o
proteinas enddgenas, por ejemplo, en humanos y roedores los receptores TLR2 activados
por los peptidoglicanos de bacterias Gram positivas y el zymosan componente de la pared
celular de levaduras inducen la liberacion de histamina, mientras que en roedores los
receptores TLR4 activados por el lipopolisacarido (LPS) induce la produccion del factor
de necrosis tumoral-o. (TNF-a) e IL-4 que recluta neutrofilos (Okumura et al., 2003).

La expresion y funcion de otros receptores TLR no se han estudiado de manera extensa in
vivo, por lo tanto, estudios in vitro indican que son funcionalmente importantes. Las
células cebadas de roedores y humanos que expresan receptores TLR9 producen varias
citocinas en respuesta a la activacion mediante el motivo Cp9 localizado dentro de la
pared bacteriana. La activacion de las células cebadas derivadas de la piel fetal de raton a
través del TLR3 induce la produccién de citocinas proinflamatorias, mientras que, de
manera similar, la activacion de células cebadas humanas cultivadas selectivamente

induce la expresion de INF tipo 1. También se ha confirmado la expresion de TLR 1y
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TLR 6 en roedores y humanos, mientras la expresion del TLR 5 es controversial. E1 TLR7
y el TLRS son cruciales para responder a una secuencia de RNA asociada a una infeccion
viral; actualmente también se ha reportado que el TLR 7 se expresa en células cebadas de

roedores y de humanos (Supajatura et al., 2001 y 2002; McCurdy et al., 2003).

B) Los patégenos asociados a manosa

Se ha demostrado que las proteinas fijadoras de manosa asociadas a patdégenos inducen la
activacion de las células cebadas a través de la degranulacion. Se ha estudiado la proteina
FimH de las fimbrias de E. coli que utiliza CD48 para activar a las células cebadas aunque
la habilidad de CD48 para activar a las células cebadas no es claro, ya que es una proteina
que carece de capacidad de sefalizacion. Se ha mostrado que la proteina CD48 anclada al
glicosifosfatidilinositol (GPI) es esencial para la degranulacion de las células cebadas, la
produccion de leucotrienos y la produccion de TNF en respuesta a la proteina FimH.
También se ha demostrado que las bacterias que expresan FimH son fagocitadas y
eliminadas por las células cebadas a través de mecanismos dependientes de superoxidos
anionicos, mientras que las bacterias que carecen de FimH son menos susceptibles
(Castells, 1997).

C) Complemento

Las células cebadas interactian con el sistema de complemento a través de receptores que
incluyen CD11b (CR3), CDI11c (CR4) y receptores para los productos del complemento
CR3 (C3aR) y CR5 (C5aR o también conocido como CD88). Los niveles de expresion de
los receptores del complemento pueden variar dependiendo del estado de diferenciacion y
el efecto de las citocinas en el medio. Por ejemplo en humanos se ha observado que el
C5aR se expresa en células cebadas de la piel y el corazdn, pero no en otros sitios
anatomicos, esto indica que la respuesta de las c€lulas cebadas a los componentes del
complemento puede variar de acuerdo a su localizacion. La habilidad de las células
cebadas para responder a productos del complemento proporciona un mecanismo por el
cual los patdgenos pueden inducir la activacion local de las células cebadas.

Probablemente la sefializacion dependiente del complemento es un componente
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importante de los mecanismos por los cuales las células cebadas son activadas durante la
infeccion. La habilidad de componentes del complemento para inducir la liberacién de
mediadores lipidicos o citocinas no ha sido extensamente estudiado, pero es claro que
muchas poblaciones de células cebadas incluyendo las células cebadas de la piel de
humanos, degranulan en respuestas a la activacion de componentes el complemento. Se ha
mostrado que C3 y C5a son quimiotacticos para reclutar células cebadas al sitio de

infeccion (Castells, 1997; Marshall and Jawdat, 2004).

1.3.2 Activacion mediada por receptores Fc

Las células cebadas estan definidas por la expresion de un receptor de superficie de alta
afinidad FceRI para la IgE que le confiere a la célula la capacidad para responder a un
antigeno especifico (Cruse et al., 2005; Brown et al., 2008; MacGlashan, 2009). A pesar
de que la regulacion de la expresion del FceRI no se conoce en profundidad, estudios
recientes han demostrado que esta se debe a dos meacnismos1) reacciones de catabolismo
o de sintesis de nuevos receptores y 2) procesos de endocitosis y exocitosis del receptor en
la membrana celular (McGlashan et al., 2009).

El FceRI esta expresado sobre la célula cebada como un receptor heterotetramérico
constituido por una subunidad a que presenta una porcion extracelular y es la responsable
de la union de la IgE al receptor (Reischi et al., 1999; Kalesnikoff and Galli, 2008), por

una subunidad B y dos subunidades y como se muestra en la figura 4.

Figura 4. Diagrama del receptor de alta afinidad FceRI, cada cadena del
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receptor de alta afinidad contiene un ITAM (Abbas and Lichtman, 2006).

En humanos, las células cebadas derivadas de los precursores hematopoyéticos CD34+
también expresan receptores de alta afinidad para la IgG (FcyRI), su expresion es regulada
por el INF-y. La activacion de las células cebadas a través del FcyRI conduce a la
liberacion de histamina, la generacion de prostaglandinas D2 y leucotrienos C4 y la
liberacion de citocinas proinflamatorias, TNF-a ¢ IL-1p (Okayama et al., 2000; Okayama
etal., 2001; Tkaczyk et al., 2002). Estas observaciones proporcionan evidencias de que las
células cebadas en humanos también pueden ser reclutados en la inflamacién a través de
mecanismos dependientes de I1gG (Tkaczyk et al., 2002).

Ademas de la activacion mediada por los receptores para las IgE, las células cebadas
pueden ser estimuladas mediante el entrecruzamiento de sus receptores de baja afinidad
para las IgG: FcyRIIbl, FcyRIIb2 y FcyRIII que estan expresados en la membrana celular
de las células cebadas de raton y rata y tiene especificidad para la IgGl, IgG2a y IgG2b
sin reactividad cruzada con la IgE (Castells, 1997) (FcyRIII) (Kalesnikoff and Galli, 2008;
McNeil, 1996; Okayama et al., 2004). El nimero de FcyRIII expresado en la membrana de
las células cebadas es menor al nimero de FceRI, y la constante de afinidad para la unién
de las IgG es también mas baja en comparacion a la correspondiente a la union de las IgE
(Reedy et al., 1997). El FcyRIII se compone de dos cadenas y tiene una estructura similar
a la del FceRI. La cadena alfa del FcyRIII es similar a la del FceRI, pues las dos
pertenecen a la familia de las inmunoglobulinas con dos dominios C2 en la porcion
extracelular.

Ambos receptores estan asociados a dos cadenas homologas gama que contienen el motivo
esencial de activacion de receptores inmunologicos llamado ITAM (Motivo de Activacion
de Receptor Inmunolédgico basado en Tirosina).Este motivo de 6 aminoécidos tiene dos
tirosinas, que se fosforilan tras el puenteo y acercamiento de las dos cadenas alfa de dos
receptores de IgE (FceRI) o IgG (FcyRIIl). La fosforilacion de la tirosina central del
ITAM se debe a la activacion de las cinasas scr y una vez fosforiladas las cadenas gama

propagan sefales intracelulares de fosforilacion de sustratos especificos destinados al
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aumento del calcio intracelular y la liberacion de mediadores intragranulares y de

membrana (Galli et al., 1994).

1.3.2.1 Receptores de inhibicion

Las células cebadas presentan el receptor de inhibicion FcyRIIL, estos receptores, a
diferencia de los FcyRIII, s6lo poseen una cadena y también son de baja afinidad para la
IgG. Se expresan, asimismo, antes del proceso de granulacion celular (Huff et al., 1995).
Estos receptores se habian considerado hasta ahora con escasa funcidén y posiblemente
fagociticos, pero recientes avances han demostrado que tienen una funcidn inhibitoria
esencial para la homeostasis de la célula cebada. Esta inhibicion es reversible al dejar libre
el FcyRIIbl y FcyRIIb2 y depende de una secuencia central de la porcion citoplasmatica
de estos receptores llamada ITIM (Motivo Inhibitorio de Inmunoreceptores basado en
Tirosina), este motivo, se compone de s6lo 4 aminoacidos. En las células cebadas, la
inhibicion por receptores de IgG ocurre tras el puenteo de los FcyRIIbl o FeyRIIb2 con
los FceRI y la consiguiente fosforilacion de la tirosina del ITIM por la familia de las
cinasas scr. Esto induce la fosforilacion de otras moléculas asociadas con funcion

inhibitoria que inducen la inhibicion de la liberacion de mediadores (Daeron et al., 1995).

1.3.2.2 Inmunoglobulina E

La IgE es un anticuerpo que pertenece a la familia de las inmunoglobulinas. Su estructura
basica esta constituida por dos cadenas pesadas, constituidas a su vez por cuatro dominios
constantes (Cel-Ce4), un dominio variable (Ve3) y dos cadenas ligeras ( k o ),
compuestas por una region variable y una region constante (Holgate and Church, 1995).
La expresion de IgE estd controlada por los eventos de recombinacién genética que
incluyen la sintesis protéica de la cadena pesada y la diferenciacion y supervivencia de las
células B que la sintetizan. Tanto las células B especificas de alergeno como las células
dendriticas capturan alérgenos y presentan sus péptidos asociados al complejo mayor de
histocompatibilidad II (MCH II). Estos péptidos son reconocidos por el receptor de
superficie de los linfocitos T alérgeno especificos induciendo su activacion y liberacion de

citocinas (Clark et al., 1994). Las dos sefales esenciales para que ello se produzca son la
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presencia de la citocina IL-4 o IL-13 y la interaccion directa entre la molécula CD40 en
los linfocitos B y el ligando de CD40 (CD40L) en los linfocitos T. El CD40L se ha
descrito en los linfocitos T, asi como la citocina IL-4, teniendo estas células los dos
ingredientes suficientes y necesarios para la sintesis de IgE (Banchereau and Steiman,
1998; Castells, 1997) menciona que las células cebadas situadas en los lugares de
inflamacion alérgica como son la piel, el pulmon o el intestino, tienen potencial capacidad
para proveer estimulacion directa a las células B tisulares e inducir la sintesis especifica
local de IgE. Esto podria aumentar los niveles de IgE especifica tisular sin necesariamente
un aumento de la IgE plasmatica o total. Cada molécula de IgE puede ser dividida por la
accion de la papaina, en las fracciones Fab y Fc. La unidn del antigeno a la IgE tiene lugar
en las dos fracciones Fab; por tanto cada molécula de IgE es capaz de unir dos antigenos.

La fraccion Fc es la fraccion que se unira a la cadena a del FceRI (Sechi et al., 1996).

1.3.2.3 Interaccion IgE/ FceRI
La union de la IgE a su receptor de alta afinidad produce un cambio en la conformacion de
la inmunoglobulina (Sechi et al., 1996). Sin embargo este cambio conformacional no es
capaz, por el mismo, de activar la desgranulacion. Para que la activacion de la célula
cebada tenga lugar, es preciso que un antigeno multivalente interaccione con dos o mas
IgE unidas a la cé€lula cebada y produzca el entrecruzamiento de dos receptores FceRI
adyacentes (Plaut et al., 1989; Metcalfe et al., 1997). A este fendémeno le seguira una
cascada de senales intracelulares que seran amplificadas y culminardn en la
desgranulacion, sintesis y liberacion de los mediadores celulares (Yu et al., 2006).
Las reacciones bioquimicas intracelulares que se originan después de la interaccion con
IgE/ FceRls se sintetizan en cuatro fases.
1. Fosforilacion del receptor: los dos residuos de tirosina del Motivo de Activacion
de Receptor Inmunoldgico basado en Tirosina (ITAM) localizado en la region
citoplasmatica de las cadenas B y y del FceRI son fosforiladas por varias proteinas
(Lyn y Syk) de la familia de la tirosina cinasa (Kalesnikoff and Galli, 2008). Una
vez que Syk que ha sido fosforilada por Lyn, ésta fosforila a un nimero de

moléculas adaptadoras que son requeridas para la unién y localizacion de otras
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moléculas de sefializacion pero con menor actividad enzimatica intrinseca. Durante
la activacion de las células cebadas Syk fosforila 4 residuos de tirosina (proteinas
adaptadoras localizadas en la membrana) para la activacion de linfocitos T (LAT)
permitiendo el acoplamiento de otras moléculas adaptadoras tales como Grb2/Sos,
fosfolipasa C y (PLCy) y Grads. En esta fase se lleva a cabo un cambio en la
conformacion del receptor (Saitoh et al., 2003; Ishiai et al., 2000).

2. Activacion de la fosfolipasa C (PLCyl): la enzima PLCyl activada por la
tirosina cinasa syk o por las proteinas G en la membrana de la célula cebada,
produce la hidrolisis del fosfatidil inositol bifosfato (PIP2). Esta hidrolisis genera
dos segundos mensajeros; el diacil glicerol (DAG) y el inositol trifosfato (IP3). El
IP3 inicia la movilizacion de las reservas del calcio intracelular y la entrada del
calcio extracelular, que se unird a su receptor cadmodulina. El DAG activa la
cinasa C (PKC), que promueve la polimerizacion de la actina y la activacion de la
miosina, siendo estas reacciones las responsables de la degranulacion y la
formacion de pliegues en la membrana del mastocito (Roth et al., 2008).

3. Activacion de la MAP-K: La activacion de la proteina G Ras y la consiguiente
activacion de la cinasa Raf, activan finalmente la cinasa MAP-K (proteina cinasa
activadora de mitogeno) que es la responsable de la activacion de la fosfolipasa A,
(PLA,). La PLA, activa el factor de activacion plaquetario y del acido
araquidonico, que al ser metabolizado por la ciclooxigenasa y la lipooxigenasa dara
lugar a dos mediadores celulares importantes: las prostaglandinas (PGD,) y los
leucotrienos (LTC4) (Roth et al., 2008).

4. Activacion de los factores de transcripcion: Algunas de las reacciones
bioquimicas mencionadas como la activaciéon de las MAP-K culminan en la
activacion de varios factores de transcripcion (NFxf, AP-1, NF-AT) necesarios
para iniciar la transcripcion del RNA en el nlcleo del mastocito. En esta fase se
promueve la sintesis de las citocinas por parte de las células cebadas en particular
TNF y IL-6 (Roth et al., 2008; Kalesnikoff and Galli, 2008). La produccion de
citocinas inducida por el FceRI por la via NF«kB es regulada por la molécula

adaptadora linfoma 10 de las células B (Bcl10) y el tejido linfoide asociado a
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mucosas 1 (Malt 1) el cual forma un complejo que conecta PKCP al inhibidor de
cinasa kB (IKK) que es esencial para la activacion de las células cebadas (Peng et

al., 2005; Klemm et al., 2006).

1.3.2.4 Regulacion negativa de la sefializacion del receptor FceRI por la fosforilacion
de ITIM

Las proteinas trasmembrana que son entrecruzadas con el FceRI pueden proporcionar
sefales inhibitorias seguida de la fosforilacion citosdlica de los motivos inhibitorios del
inmunoreceptor de la tirosina (ITIMS) que puede inducir el reclutamiento de moléculas de
sefializacion negativa como Ship-1, SHIP-2, SHP-1 y SHP-2 (Ishisaka, 1967). Estas
proteinas trasmembrana que proporcionan las sefiales inhibitorias incluyen FcyRIIB, el
antigeno asociado a la funcion de las células cebadas (MAFA), el gp41B1 y el PECAM-1
(también conocido como CD3), que evitan la degranulacion de éstas células
interrumpiendo la sefial IgE. Cuando el receptor FcyRIIB de baja afinidad para la IgG,
entrecruza con el receptor FceRI, los residuos de tirosina del ITIM citoplasmatico del
FcyRIIB se fosforilan. El FcyRIIB fosforilado recluta SHIP el cual interactia con las
moléculas adaptadoras Shc y Dok-1. Dok-1 recluta y fosforila RasGAP que conduce a la
inhibicion de FceRI induciendo la movilizacion de Ca** la degranulacion y la produccion
de citocinas (Roth et al., 2008; Galli et al., 2008).

La proteina trasmembrana MAFA asociada directamente con el receptor FceRI y la
agregacion de MAFA, conduce a la inhibicion de FceRI. Los grupos de MAFA sobre la
superficie celular conducen a la fosforilacion de la tirosina del ITIM por Lyn. El ITIM
fosforilado recluta Dok-1 y SHP el cual inhibe la via de senalizacion de Ras y la
proliferacion celular. De manera similar, la proteina trasmembrana PECAM-1 con una
secuencia ITIM es fosforilado tras la activacion del FceRI, que conduce al reclutamiento

de las moléculas inhibitorias SHP-2 (Roth et al., 2008).
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1.3.2.5 Mecanismos de estimulacion independiente del FceRI.

La estimulacion no inmunolédgica de la célula cebada, produce una degranulacion mas
rapida y menos dependiente de calcio extracelular (Benyon, 1989). Entre los estimulos no
inmunologicos se encuentra la sustancia P (neuropéptido) (Singh et al., 1999, Ansel et al.,
1993), compuestos quimicos como el iondforo de calcio, el Forbol ministato acetato
(PMADY), el compuesto 48/80, factores del complemento C3a y C5a (Benyon et al., 1989),
por ejemplo en los roedores las células cebadas expresan los receptores para la sustancia P
y otros neuropéptidos tales como el factor de crecimiento de los nervios (NGF), el péptido
relacionado al gen de calcitonina (CGRP) y el polipéptido intestinal vasoactivo (VIP). Se
cree que estos neuropéptidos activan a las células cebadas ya sea por la union de la
proteina G de membrana o por la unién de receptores de superficie especificos (Ferry et
al., 2002). Altas concentraciones de sustancia P activan la degranulacion e inducen la
infiltracion granulocitica a través de la sintesis del factor de necrosis tumoral (TNF) o IL-8
por las células cebadas (Okayama et al., 1998). El ionoforo de calico A23187 estimula las
células cebadas para liberar IL-13 en presencia de SCF (Kurosawa et al., 1999). Estos
estimulos act@ian a través de la proteina cinasa C de membrana, movilizan el calcio

intracelular y abren canales i6nicos en la membrana celular (Ammon et al., 1994).

1.3.3 Mediadores liberados por las células cebadas
Los mediadores liberados por las células cebadas después de ser activadas se dividen en
dos grupos:
1) Mediadores preformados, se encuentran presentes en forma activa en el interior de
los granulos citoplasmaticos de las células cebadas
2) Mediadores de nueva sintesis son producidos tras la desgranulacion del mastocito y

se liberan a medida que son sintetizados.
1) Mediadores preformados

Estos mediadores son, por su rapida liberacion, los responsables de los sintomas

iniciales de las reacciones alérgicas.
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a) Histamina
La histamina es una amina que se encuentra distribuida en todo el organismo es
almacenada fundamentalmente por las células cebadas y los basofilos. Tras la
desgranulacion de las células cebadas parte de la histamina se libera en el espacio
extracelular y se disocia rapidamente de la matriz granular mediante un intercambio de
Na' extracelular (Church et al., 1983; Church et al., 1986). Una vez libre ejerce su
funcién a receptores especificos (H1, H2 y H3) presentes en la superficie de las células de
los diferentes tejidos. Provoca la aparicion del eritema local, debido a la réapida
vasodilatacion producida por su accion sobre los esfinteres precapilares, incrementa en la
permeabilidad vascular, la extravasacion del plasma y el edema. En los procesos
inflamatorios contribuye al reclutamiento de células inflamatorias (neutréfilos, eosindfilos
y linfocitos) mediante la induccion de la expresion de moléculas de adhesion (P-
selectinas) en las células endoteliales (Thorlacius et al., 1994; Dor¢é et al., 1995; Mekori
and Metkalfe, 1999). Una vez liberada, se metaboliza en pocos minutos por metilacion u
oxidacion por lo que su efecto es local (Church et al., 1989)
b) Proteoglicanos

La respuesta metacromatica de las células cebadas a la tincion se debe a su contenido de
los proteoglicanos (Yong, 1997), los proteoglicanos almacenados en los granulos actian
como una matriz de soporte de los mediadores preformados y estabilizan las proteasas y la
actividad de otras enzimas (Metcalfe et al., 1997), al ser liberados actian como
anticoagulantes potenciando la accidén inhibitoria de la antitrombina III (Benyon, 1989).
La heparina y el sulfato de condroitina E se han asociado a las células cebadas de
humanos, mientras que el sulfato de condroitina di-B se ha asociado a ratas (Metcalfe,
1997). La heparina sodica es selectivamente acumulada en células cebadas y se encuentra
mas en células cebadas de tejido conectivo, que en células cebadas de la mucosa
(Thompson et al., 1998; Craig et al., 1993; Metcalfe et al., 1997) aunque al parecer todas

las células cebadas producen sulfato de condroitina E y heparina (Metcalfe et al., 1997).
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¢) Proteasas neutras

El contenido de proteasas neutras (quimasa y triptasa) ha sido el principal criterio para
establecer los subtipos de células cebadas en humanos y caninos (Irani et al., 1986;
Schercher et al., 1988). Estas enzimas se encuentran estabilizadas por los proteoglicanos
en el interior de la célula cebada, tras la desgranulacion se disocian para ejercer diversas
acciones proteoliticas.

La triptasa es la enzima predominante en las células cebadas de pulmoén, piel y tracto
gastrointestinal. Esta enzima es almacenada de manera similar a la quimasa de la rata,
unida a la heparina es liberada como un complejo con este proteoglicano. El complejo
proteasa-proteoglicano, el cual estabiliza la forma tetramérica activa, puede ser
desestabilizado por otras proteinas tales como la antitrombina III. La triptasa es capaz de
hidrolizar algunas proteinas de la matriz extracelular como la fibronectina e inducir la
proliferacion de fibroblastos y células epiteliales (Ruoss et al., 1991; Cairns and Walls,
1997). También es la responsable de la activacion de la colagenasa y puede causar la
secrecion de moco. (Metcalfe, 1997).

La quimasa es una proteasa neutra detectada en las células cebadas de la piel, musculo,
parénquima pulmonar, cavidad peritoneal y pleural de la rata que son principalmente de
tejido conectivo. Es la responsable de la degradacion de algunos neuropéptidos y de la
secrecion mucosa provocada por la estimulacion de células serosas pulmonares (Welle,
1997). La proteasa II de células cebadas en ratas es quimicamente y antigénicamente
distinta y se localiza en células cebadas de la mucosa del tracto respiratorio y
gastrointestinal. Se ha observado in vivo que la quimasa en células cebadas de humano es
un potente y selectivo quimio atrayente para macréfagos y neutrofilos. También puede
inducir la produccion de CXCL8 por las células endoteliales para aumentar la

movilizacion de neutrofilos a las superficies mucosas.

2) Mediadores de nueva sintesis
De forma simultanea a la desgranulacion de las células cebadas, los diversos mecanismos
intracelulares activados por el estimulo, inician la sintesis de mediadores que se liberan de

forma tardia y que contribuyen a la perpetuacion de la respuesta inflamatoria.
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a) Ecoisanoides

Tras la activacion de las células cebadas los fosfolipidos de la membrana son hidrolizados
a acido araquidonico, el cual es metabolizado por ciclooxigenasas que daran origen a las
prostaglandinas y tromboxanos, y a lipooxigenasas que daran origen a leucotrienos y
acidos  hidroperoxieicosatetraenoicos  (HPETs) 'y al  producto  reducido
hidroxieicosatetraenoicos (HTESs). Las prostaglandinas liberadas son principalmente del
tipo PGD,, potentes vasodilatadores que pueden actuar de forma sinérgica con la
histamina, es un potente inhibidor de la agregacion plaquetaria, quimiotictico para
neutréfilos en humanos y en conjunto con el LTC, regula la acumulacion de neutroéfilos en
la piel de humanos.

El leucotrieno LTC4 es un potente broncoconstrictor, incrementa la permeabilidad
vascular y participa en el reclutamiento de neutrofilos (Metcalfe et al., 1997; Luster and
Tager, 2004). Se ha mostrado que el leucotrieno LB4 tiene una potente actividad
quimiotactica para neutrdfilos y eosinofilos, para aumentar la liberacion de la enzima
lisozima y la produccion de superdxido anidnico.

La rapida degranulacion y la respuesta a los mediadores lipidicos proporcionan sefiales
importantes para el inicio de cambios vasculares, la movilizacion y el reclutamiento de

células efectoras (Marshall, 2004).

b) Citocinas
Estas ejercen su funcion actuando de forma paracrina, sobre receptores especificos
presentes en la membrana de células adyacentes, o bien autocrina, sobre la propia
membrana de las células productoras (Abbas and Litchman, 2006).
Debido a que una citocina puede actuar sobre diversas poblaciones celulares de manera
simultanea, se han clasificado en cuatro grupos de acuerdo a sus efectos:

1) Citocinas con accion proinflamatoria: TNFa, IL-1 e IL-6 constituyen algunas de
las citocinas que inducen la expresion de moléculas de adhesion en las células
endoteliales, por lo que participa en el reclutamiento de células inflamatorias. El
TNFa estimula la secrecion de citocinas quimiotacticas por parte de los

macrofagos. La IL-1 induce la activacion de linfocitos T cooperadores por medio
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de células presentadoras de antigenos (APC) al aumentar la secrecion de IL-2 y la
expresion de receptores de superficie para la IL-2 e INFy. La IL-6 participa de
manera sinérgica con la IL-1 y el TNF-a para promover la activacion de células T
mediante APC induciendo la fase aguda de la respuesta inflamatoria, la
replicacion, diferenciacion y produccion de inmunoglobulinas en células B y la
estimulacion de la hematopoyesis; ademas es capaz de activar los hepatocitos que
secretaran proteinas plasmaticas como el fibrinégeno que participa en la fase aguda
de la respuesta inflamatoria.

2) Factores de crecimiento para leucocitos: una vez reclutado los linfocitos que
constituirdn el infiltrado inflamatorio la IL-2, IL-3, IL-4, IL-5 y el GM-CSF
liberados por las células cebadas actuan prolongando su supervivencia y
estimulando su actividad.

3) Citocinas con accion inmunomoduladora: el IFN-y (Interferon-y), el TGFB (Factor
B Transformador del Crecimiento), la IL-1, IL-4, IL-6, IL -10 e IL-13 regulan la
interaccion entre el mastocito y los linfocitos T y B. El INFy incrementa la
expresion de proteinas clase II del MHC en las APC, es un potente activador de
macrofagos y estimula la produccion de 6xido nitrico y citocinas como la IL-1, IL-
8 y TNFa. También activa neutrdfilos, células NK y células endoteliales
vasculares. El TGFP ejerce efectos antiproliferativos en macrofagos, célula
endoteliales, y linfocitos T y B, suprime la mayor parte de linfocinas y monocinas
y reduce la expresion celular de proteina clase II del MCH, bloquea los efectos
proliferativos de la IL-12 en las células T y B asi como de IL-2 en timocitos.
También inhibe la actividad de las células NK y Lak mediada por IL-2. La IL-4 es
la responsable de la maduracion de los linfocitos B productores de IgE (Bischoff
et al., 1999). La IL-10 actua inhibiendo la reaccion inflamatoria mediada por las
células T.

4) Citocinas con accién quimiotactica para los leucotrienos: la MIP-1a y la IL-8
participan en la quimiotaxis de los leucocitos a sitios de infeccion o lesion. La IL-8

atrae a los neutrofilos al foco inflamatorio. (Kunkel et al., 1991). La quimiocina
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inflamatoria MIP-1la promueve la inflamacion crénica y respuesta inmune

adquirida.

1.3.4 Actividad de la célula cebada en presencia de bacterias

Las células cebadas no solo expresan receptores funcionales para la deteccion de bacterias
(por ejemplo CD48) y productos bacterianos (receptores toll-like), sino también pueden
ser activados por mediadores que son producidos durante la infeccion bacteriana
(componentes del complemento y endotelina-1).

Recientes estudios en modelos animales (raton) indican que las células cebadas protegen
al huésped en contra de las bacterias a través de la produccion del TNF-a, principalmente
como un resultado de la activacion de los receptores Toll-like (TLR4) o la proteina CD48
anclada al glicosifosfatidilinositol (GPI). EI TLR4 ha sido estudiado intensamente por su
papel en la respuesta al LPS de las bacterias Gram negativas. El LPS se une a la proteina
soluble fijadora de manosa (LBP), la cual es una proteina de la fase aguda que es
producida por células del higado y por células epiteliales del pulmoén; la LBP sirve para
transferir LPS a CD14, una molécula que junto con la proteina molecular MD-2 es parte
del complejo TLR4 (Bals and Hiemstra, 2004).

Las células cebadas tisulares contienen TNF-a en sus granulos y son liberados por
exocitosis. Este mediador tiene propiedades bactericidas y atrae neutrofilos al sitio de
infeccidn, este reclutamiento es un aspecto critico de la segunda linea de defensa del
huésped, esto representa el papel de las células cebadas como moduladora de la defensa
del huésped en contra de la infeccion bacteriana. (Okayama et al., 2004; Abraham et al.,
1997).

1.3.4.1 Fagocitosis y eliminacion de la bacteria por la célula cebada

Adicionalmente a la liberacion de los mediadores quimicos, la célula cebada tiene la
capacidad de englobar y digerir bacterias, esto se ha demostrado en cepas no invasivas de
Escherichia coli, Enterobacter cloacae, y Klebsiella pneumoniae. La célula cebada ondula

su membrana e introduce gradualmente a la bacteria dentro de vesiculas (figura 5), este
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proceso dura aproximadamente 20 min. . Una vez dentro de la célula la bacteria reduce su

viabilidad hasta en un 50% en una hora.

Figura 5. a) derecha: micrografia electrénica que muestra a la bacteria E. coli
adherida a la superficie de una célula cebada mucosal de raton. b) izquierda: Bacteria
en un proceso de ingestion (Abraham et al., 1997)

El proceso de fagocitosis en los neutrofilos y macrofagos se lleva a cabo a través de la
combinacion de sistemas no oxidativos y oxidativos. Los sistemas no oxidativos
involucran la acidificacion de la vacuola fagocitica y la fusion de los granulos lisosomales
de la misma. Se ha observado que el cloruro de amonio, una base débil lisosomal que
permeabiliza la célula fagocitica, equilibra el pH de las vacuolas fagociticas y reducen
significativamente la destruccion de las bacterias en las células cebadas. La actividad de
muchos agentes bactericidas, tales como hidrolasas acidas, de las cuales hay varias en las
células cebadas, asi como defensinas, pueden ser potenciadas por las condiciones de pH
bajo en las vacuolas.

La actividad oxidativa de eliminacion en células fagociticas tales como neutrofilos y
macrofagos, tradicionalmente involucra la produccion de superdxidos anidnicos, oxigeno,
radicales hidroxilo y peroxido de hidrégeno; todos ellos con actividad bactericida. La
evidencia de que un sistema oxidativo existe en la célula cebada viene del hecho de que se
da una explosion oxidativa generada por la célula cebada en presencia de la bacteria y

otros antigenos (Abraham and Malavylla, 1997).
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Durante la fagocitosis hay liberacion de mediadores inflamatorios. El mastocito libera,
ademds de histamina, triptasa, quimasa y productos lipidicos, gran nimero de citocinas
(las cuales pueden ser secretadas por medio de degranulacion gradual, que provocan la
activacion y expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales y la
subsecuente migracion de los linfocitos (Celada, 1994).

También se ha reportado que las células cebadas pueden procesar antigenos bacterianos a
través de una ruta fagocitica para su presentacion a los linfocitos T mediante el MCH clase
I y que puede inducir la activacion de hibridomas de linfocitos T CD4+ dependiente del
MCH 1I a través de la presentacion de superantigenos.

La activacion efectiva de las células T requiere dos sefiales la primera es proporcionada
por la interaccion del TCR con el antigeno sobre las moléculas del MCH. La segunda
seflal es proporcionada a través de moléculas coestimulatorias. En ciertos casos de
sefalizacion coestimulatoria las superfamilias, TNF (TNFSF) y los receptores de las
superfamilias TNF (TNFRSF) regulan la inmunidad dependiente de linfocitos T. El
ligando OX40 (OX40L) y el ligando 4-1BB (4-1BBL), los cuales son miembros de
TNFSF, muestran una sefal coestimulatoria para la proliferacion de células T y
produccion de citocinas, por lo tanto se ha reportado que OX40L tiene la capacidad para
inducir la diferenciacion de células TCD4+ en células Th2 productoras de IL-4 in vivo € in

vitro (Kashiwakura et al. 2004).

1.3.5 Muerte celular

La muerte de la célula cebada puede ocurrir por necrosis o apoptosis, bajo condiciones
fisiologicas. La apoptosis puede ser iniciada por diversos estimulos externos incluyendo la
interaccion del ligando fas/fas, privacion de factores de crecimiento celular como SCF, IL-
3, exposicion a radiacion e ionizacion, accion de inductores incluyendo el supresor
tumoral p53, los proto oncogenes p53, c-myc y bax; a su vez, la apoptosis se puede
suprimir por el proto oncogen bcl-2 la apoptosis es reanuda por los prooncogenes antes

mencionados (Bochner, 2001).
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2. JUSTIFICACION

Al conocer la distribucion de las poblaciones celulares del sistema inmune del cerdo, se
establecen las bases para poder comparar parametros normales frente a patologias
respiratorias, dada la importancia que tienen estas en la rentabilidad de las explotaciones

porcinas.

En la literatura, los datos acerca de la presencia de las células cebadas en el tracto
respiratorio de cerdos es escasa, existen algunos reportes de su distribucion en tonsila,
pulmon y linfonodos mesentéricos en cerdos adultos (Xu et al., 1993), en el cuello uterino
de cerdas, mucosa y submucosa del intestino, lengua, piel, uréter, nervio y ganglios
autobnomos, arteria y vena renal, del cerdo, (Prado et al., 1999; Vonerichanov et al., 2005,
Vonerichanov, 2008). Martinez, 2002 cuantifico las células cebadas en pulmones de
cerdos de 6 semanas de edad, normales e infectados experimentalmente con Mycoplasma
hyopneumoniae en la que se obtuvo una mayor cantidad de células cebadas en cerdos
infectados en comparacion con los cerdos sanos, observando su distribucion entre el tejido
conectivo y la capa muscular de los bronquiolos, asociadas a las glandulas mucosas en los
bronquios, en la pleura y septos interlobulares. Se ha reportado la distribucion de las
células cebadas en el ser humano y en otras especies (Villaseor et al., 1999; Iwamura et
al., 2002; Peeters et al., 2005; Stefanov et al., 2007; Dimitrov et al., 2007; Kleinschmidt et
al., 2007; Sanderson et al., 2008), sin embargo no se ha descrito su distribucion en cerdos
recién nacidos, de destete y adultos clinicamente sanos por lo tanto los datos obtenidos en
este trabajo permitirdn realizar estudios comparativos futuros para comprender los

fendmenos inmunoldgicos en las enfermedades respiratorias.
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3. HIPOTESIS

La distribucion de las células cebadas en tonsila, linfonodos traqueobronquiales y pulmén

de cerdos clinicamente sanos es homogénea en cerdos recién nacidos, de destete y adultos,

y su nimero aumenta con la edad.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Establecer la distribuciéon y obtener las cuentas de las células cebadas en tonsila,
linfonodos traqueobronquiales y pulmén de cerdos recién nacidos, de destete y adultos

clinicamente sanos.

4.2 Objetivo particular

4.2.1 Contar y realizar el analisis comparativo de las células cebadas en tonsila, linfonodos

traqueobronquiales y pulmoén entre cerdos de tres etapas de desarrollo, para establecer en

que sitio anatomico y en qué etapa de desarrollo hay mayor cantidad.
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Figura 6. Disefio Experimental
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Animales de estudio

Se emplearon 18 cerdos Yorkshire, provenientes del Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extension en Produccion Porcina de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
UNAM (CEEIEP lilotepec), serologicamente negativos a Mycoplasma hyopneumoniae,
PRRSV, Aujesky y Actinobacillus pleuroneomoniae. Primero se obtuvieron muestras de 3
cerdos adultos de 6 meses de edad para realizar la prueba piloto del trabajo experimental y
después se obtuvieron muestras de 5 cerdos recién nacidos sin calostrar que se
mantuvieron con miel de maiz y suero glucosado al 5% durante 24 hrs., 5 cerdos de

destete y 5 cerdos adultos como se muestra en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Lote de animales

Edad

Recién nacido (1 dia de vida)
Destete (21 dias)

Adultos (6 meses)

ajoijoifs

5.2 Muerte de los animales

La muerte de los animales y la coleccién de muestras se realizaron en las instalaciones de
la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM C-4. Los cerdos se tranquilizaron
con Azaperona (Sural 2 mg/Kg., Chinoin®). El método de eutanasia empleado en los
cerdos recién nacidos fue mediante una sobredosis de pentobarbital sddico (Sedalphorte
0.063 g/ml., Salud y Bienestar Animal). Los cerdos de destete se sacrificaron por medio de
electrocucion mediante electrodos de corriente alterna de 50 hertz, con un flujo de
electricidad de 1.25 amperes y a un voltaje de 127 (ver anexo 1). Los cerdos adultos se
sacrificaron con el método manual utilizando una pistola de émbolo cautivo. Todo el
manejo de los animales se llevo a cabo en cumplimiento de las Norma Mexicana para el

cuidado y mantenimiento de animales (NOM-062-Z00-1999) (Chianini et al., 2001).
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5.3 Toma de muestras

El proceso que siguid a la muerte de los animales para la obtencion de las muestras, fue la
exsanguinacion via vena yugular, continuando con la extraccién del tracto respiratorio
haciendo una incision a lo largo de la linea media (Moreno, 1996) (anexo 2). Una vez
extraido el tracto respiratorio, se realizo el lavado del mismo para quitar el exceso de
sangre. Mediante un mapa plantigrafico se obtuvieron muestras de aproximadamente lcm®

de un total de 6 sitios anatomicos (ver cuadro 3 y figura 6):

Cuadro 3. Sitios anatdbmicos muestreados

1.- Paladar blando (Tonsila)

2.- Pulmén derecho 16bulo craneal

3.- Pulmon derecho 16bulo caudal

4.- Pulmon izquierdo l6bulo craneal

5.- Pulmon izquierdo 16bulo caudal

6.- Linfonodos traqueobronquiales
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Figura 7. Plantigrafia de los sitios muestreados

VISTA DHORSAL ViSTA VENTEAL

HQUTERDD DERECHO

*En la figura no se representa la ubicacion de la tonsila

La muestra de cada tejido se fijo inmediatamente por inmersion en Paraformaldehido al
4% (anexo 3) por 24 hrs a 4°C para la observacion de las células cebadas y en formalina
amortiguada al 10% para buscar posibles cambios en la estructura microscopica del tejido

mediante andlisis histopatologico.

5.4 Procesamiento de las muestras
El procesamiento de las muestras se realizo en el Laboratorio de apoyo técnico de

Histologia L-711 de la FES-Cuautitlan UNAM Campo 4.
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5.4.1 Tincion de Hematoxilina y Eosina

Posterior a la fijacién de los tejidos en formalina amortiguada al 10%, las muestras se
deshidrataron en un gradiente ascendente de alcohol etilico, se aclararon en xileno, se
incluyeron en parafina y se obtuvieron cortes de Sum de espesor en un microtomo Leica
RMS820. Las muestras se tifieron con hematoxilina y eosina, se deshidrataron en un
gradiente descendente de alcohol etilico, se aclararon en xileno en dos cambios y se

montaron con resina sintética, segiin Garrido y Cornejo (2000) (ver anexo 4).

5.4.2 Prueba piloto

Se realizd la prueba piloto utilizando muestras del tracto respiratorio de tres cerdos adultos
de raza York. El procedimiento para la toma de muestras fue el descrito en el punto 5.3.
Una vez montadas las muestras, se desparafinaron en xileno, alcohol absoluto y agua
destilada, de esta manera también se rehidrataron los cortes. Las muestras se sometieron a
la tincion de azul de toluidina (Sigma al 1%) durante 20 minutos (Garrido et al., 2003).
Después de realizar el lavado de los cortes en agua corriente y agua destilada para eliminar
el excedente del colorante, se deshidrataron en un gradiente descendente de alcohol etilico,
se aclararon en xileno en dos cambios y finalmente se montaron en resina sintética de

acuerdo a la técnica descrita por Garrido y Cornejo (2000).

5.4.2.1 Tincion de azul de toluidina

Las muestras que se obtuvieron de los 5 cerdos recién nacidos, 5 destetados y 5 adultos, se
fijaron en paraformaldehido al 4%, se deshidrataron en un gradiente ascendente de alcohol
etilico, se aclararon en xileno, se incluyeron en parafina y se obtuvieron cortes de 3 y Sum
de espesor. Las muestras se tifieron con azul de toluidina (Sigma al 1%) durante 20min., se

aclararon en xileno y se montaron con resina sintética (ver anexo 5).

5.5 Captura de imagenes
Las muestras tefiidas con hematoxilina-eosina fueron examinadas en un microscopio
optico Axioskop 40 Carl ZEEIS y una cdmara Evolution VF Coled Color Media

Cybernetics mediante el programa QImaging a 10x y después a 40x para evaluar la calidad
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de las muestras y la ausencia de anormalidades microscdpicas, posteriormente se
seleccion6 un campo microscopico representativo de cada sitio anatdémico muestreado
para hacer su descripcion histologica.

En las muestras tefiidas con azul de toluidina se realiz6 una observacion panoramica del
corte por medio del objetivo 10x, después con el objetivo 40x se identifico la presencia de
las células cebadas a través de la metacromasia de sus granulos (coloracién rosa intenso),
como control positivo de la tincion se consider6 la metacromasia del sulfato de

condroitina, sustancia fundamental del cartilago bronquial.

5.6 Cuantificacion celular

Las células cebadas se cuantificaron en el parénquima pulmonar, en los bronquios y
bronquiolos.

Se determind un campo microscopico en donde se realiz6 la cuantificacion de las células
cebadas, posteriormente se avanzé la platina y en donde quedo el nuevo campo se realizd
el siguiente conteo; de esta manera se hizo el conteo en10 campos por corte de los sitios
anatomicos muestreados de cada cerdo por edad, utilizando el programa Imagen-Pro

Express (version 4.0 Media Cybernetics).

5.7 Analisis estadistico

Con los resultados obtenidos se obtuvo el promedio y el error estdndar de la cuantificacion
de cada animal para crear una base de datos. Se realiz6 el analisis estadistico mediante el
programa GraphPad Prisma (version 4) por la prueba no paramétrica de Tukey. Se

consider6 como significativo el valor de p < 0.05.

Al realizar el analisis estadistico mediante la comparacion multiple de Tukey se

consideraron los siguientes criterios:

1) Se hizo la comparacion del promedio de células cebadas entre los sitios anatdmicos
muestreados de los 5 cerdos por etapa de crecimiento para poder establecer si hay

diferencia estadistica significativa entre ellos.
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2) Se realiz6 la comparacion del promedio de células cebadas de cada sitio anatomico
entre las tres etapas de crecimiento para poder establecer si hay diferencia

estadistica significativa entre ellos.

3) Se realizo la comparacion del promedio total de células cebadas obtenido por etapa
de crecimiento para poder establecer en que etapa de crecimiento hay mayor

cantidad.
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6. RESULTADOS

6.1 Revision macroscépica del tracto respiratorio
En la observacion macroscopica de los tractos respiratorios empleados no se observaron

cambios patologicos aparentes.

6.2 Revision microscopica del tracto respiratorio

En la revision microscopica de los cortes tefiidos con Hematoxilia — Eosina, no se
encontraron cambios patologicos aparentes en los cerdos empleados en la prueba piloto,
ni en los cerdos del trabajo experimental. En la figura 8 se muestran imagenes de algunos

sitios anatomicos muestreados, tefiidos con H-E.

6.3 Resultados de la prueba piloto

Para la prueba piloto se realizaron cortes de 5 um de los bloques de parafina de todos los
sitios anatdmicos muestreados; sin embargo se tuvieron que realizar cortes de 3 um para
identificar con mayor nitidez a las células cebadas en la tonsila y en los linfonodos
traqueobronquiales ya que el mayor grosor no permiti6 identificar la metacromasia de las
células cebadas.

Al realizar la observacion en las muestras tefiidas con azul de toluidina se encontrd que las
células cebadas en tonsila, estan distribuidas en el espacio intertrabécular. A nivel
pulmonar se encontraron en el tejido conectivo de la submucosa de los bronquios, algunas
cerca de las glandulas mixtas, en los bronquiolos se observaron en la capa muscular y en
la tinica adventicia. También se identificaron células cebadas en el tejido conectivo de la
pleura y en los septos interlobulillares; asi como en los septos alveolares. En los
linfonodos traqueobronquiales, las células cebadas se presentaron en las trabéculas y en la
paracorteza.

En la cuantificacion de los sitios anatomicos muestreados de los tres cerdos adultos en
tonsila se obtuvo una mayor cantidad de células cebadas (6.71+2.81) (p<0.05) que en el
pulmon derecho 16bulo craneal (2.65+0.88), pulmoén derecho 16bulo caudal (2.46+0.57),

pulmén izquierdo lobulo craneal (2.234+0.47), pulmoén izquierdo 16bulo caudal
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(2.17£0.60), a diferencia de los linfonodos traqueobronquiales (1.41+1.11) en los que se
observé una menor cantidad de células cebadas (cuadro 4). Al realizar la comparacion del
promedio de células cebadas obtenido en tonsila se observaron mas células cebadas que en

pulmoén *(p<0.05) (figura 8).

Cerdo 1 2 3 Promedio
1. Tonsila 5.1 5.85 9.2 *6.71+£2.81
2. Pulmon derecho 16bulo craneal 1.85 2.5 3.6 2.65+0.88
3. Pulmon derecho lobulo caudal 1.9 2.45 3.05 2.46+0.57
4. Pulmon izquierdo 16bulo craneal 2.7 2.25 1.75 2.23+0.47
5. Pulmon izquierdo lobulo caudal 3.05 1.85 2.5 2.17+0.60
6. Linfonodos traqueobronquiales 2.6 0.4 1.25 1.41+£1.11

Cuadro 4. Numero de células cebadas por campo microscopico en tonsila, regiones pulmonares y

linfonodos traqueales de cerdos adultos (n=3). Diferencia estadistica significativa *(p<0.05)
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Distribucion de células cebadas en cerdos adultos

*

-

*

ncroscopico
I-q
i

Céhtlns'Campo n
[ )
[
H

(e

1 2 3 4 5

Sitios anafomicos

Figura 8. Numero de células cebadas por campo microscopico en los sitios
anatomicos respiratorios de cerdos adultos, (n=3). 1. Tonsila, 2. Pulmén derecho
l6bulo craneal, 3. Pulmén derecho 16bulo caudal, 4. Pulmén izquierdo 16bulo
craneal, 5. Pulmoén izquierdo lobulo caudal. 6. Linfonodos traqueobronquiales.
Las barras corresponden al promedio y error estdndar de las cuentas por campo en
un minimo de 10 campos por muestra/animal. Diferencia estadistica significativa
entre los sitios estudiados, *(p<0.05)
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Figura 9. A) Corte histoldgico de Tonsila de cerdo adulto: 1) Foliculo linfoide, 2) trabécula, 3)
cripta. B) Corte histologico de linfonodo traqueobronquial de cerdo adulto: 1) Foliculo linfoide, 2)
tejido 1 infoide difuso. C) Corte hi stoloégico dep ulménde cerdode de stete: a) E pitelio
pseudoestratificado columnar ciliado con exoc rinocitos caliciformes intercalados, b)ca pa
muscular de la mucosa, c¢) cartilago traqueal. D) Corte histologico de pulmon de cerdo de destete:
1) tunica mucosa, 2) Lamina propia, 3) Tunica muscular, 4) Tunica adventicia. Tincion H-E.
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6.4 Resultados de la distribucion de las células cebadas en los sitios anatomicos
estudiados

En tonsilas de cerdos recién nacidos se encontrd a las células cebadas distribuidas en
mayor cantidad en las trabéculas y en menor cantidad en tejido conectivo de la lamina
propia como se observa en la figura No.10. La distribucién de células cebadas en el
pulmoén derecho lobulo craneal fue escasa, se observaron entre la capa muscular y la
tunica adventicia del bronquiolo y en el septo interalveolar. En el pulmoén derecho 16bulo
caudal se observaron en la submucosa de bronquios asociadas a vénulas y a glandulas
mucosas, también se observaron entre la capa muscular y la tinica adventicia de los
bronquiolos y en el tejido conectivo de la pleura visceral. En el pulmoén izquierdo 16bulo
craneal las células cebadas se localizaron entre la capa muscular y la tinica adventicia de
los bronquiolos y en el septo alveolar como se observa en la figura No.11 y en la pleura
visceral. En el pulmon izquierdo 16bulo caudal la distribucion de las células cebadas se
observo en el septo alveolar, en el septo interlobulillar, entre la capa muscular y la tinica
adventicia de los bronquiolos. En la figura No.12 se muestra que en los linfonodos
traqueobronquiales de cerdos recién nacidos las células cebadas se observaron en foliculos
linfoides.

Las células cebadas en tonsila de los cerdos de destete se encuentran distribuidas en el
tejido linfoide intertrabécular (figura No. 13). En el pulmén derecho l6bulo craneal las
c€lulas cebadas se observaron entre la capa muscular y la tinica adventicia del bronquiolo,
en el septo interalveolar y en el tejido conectivo de la pleura visceral. En el plumén
derecho 16bulo caudal se observaron en bronquios a nivel del tejido conectivo de la
submucosa, algunos asociados a glandulas mixtas. También se encontraron distribuidas
entre la capa muscular y la tinica adventicia de los bronquiolos, en los septos
interlobulillares y en el tejido conectivo de la pleura visceral. En el pulmoén izquierdo
lobulo craneal, las células cebadas se encontraron distribuidas en la submucosa del
bronquio, en la figura No.14 se observa una célula cebada adyacente a una vénula.
También se distribuyen entre la capa muscular y la tinica adventicia de los bronquiolos,

asociadas a vénulas, en el septo alveolar y en la pleura visceral. En el pulmon izquierdo
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lobulo caudal la distribucion de las células cebadas se observo en el tejido conectivo de la
submucosa de los bronquios, en el septo alveolar, el septo interlobulillar y entre la capa
muscular y la tinica adventicia de los bronquiolos. En la figura No.15 y 16 se observa que
en los linfonodos traqueobronquiales las células cebadas estdn distribuidas en las
trabéculas, el tejido linfoide difuso y en los foliculos linfoides. Las células cebadas en
tonsila de cerdos adultos estan distribuidas en la ldmina propia de manera escasa y en el
tejido linfoide intertrabécular como se muestra en la figura No.17, de igual manera que en
cerdos de destete algunas asociadas a los vasos sanguineos (figura No.18). En el pulmon
derecho lobulo craneal las células cebadas se observaron entre la capa muscular y la tinica
adventicia del bronquiolo (figura No.19) o asociadas a vénulas, aunque también pudieron
identificarse en el septo interalveolar. En el plumoén derecho 16bulo caudal se observaron
entre la capa muscular y la tunica adventicia de los bronquiolos, en los septos
interalveolares y alrededor de vénulas. En el pulmon izquierdo 16bulo craneal las células
cebadas se localizaron entre la capa muscular y la tinica adventicia de los bronquiolos;
asociadas a vénulas, en el septo alveolar y en la pleura visceral. En el pulmén izquierdo
l6bulo caudal la distribucion de las células cebadas se observo en el tejido conectivo de la
submucosa de los bronquios, el septo alveolar, en el septo interlobular y entre la capa
muscular y la tunica adventicia de los bronquiolos asociados a vénulas. En los linfonodos
traqueobronquiales la distribucion de las células cebadas pudo identificarse en el tejido

linfoide de la paracorteza.
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Figura 10. Corte histologico dela tonsila deun
cerdo recién nacido. S e o bservan cél ulas ceb adas
(células ro jas) en el tejido c onectivo. T incidon d e
azul de toluidina. 40x

Figura 11. Corte histologico de pulmon izquierdo
l6bulo cr aneal deu ncer dor eciénn acido. S e
observan células cebadas (células rojas) en el septo
interalveolar. Tincion de azul de toluidina. 40x

Figura 12.  Corte h istolégico del infonodo
traqueobronquial d e un ¢ erdo re cién n acido. L as
células c ebadas (células ro jas) estan d istribuidas
enel tejido li nfoide d ifuso. T inciond e azul de
toluidina. 40x
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Figura 13. Corte histologico d e tonsila deun
cerdo de destete. Se observa una célula cebada
(célula roja) en el tejido conectivo interfolicular.
Tincién de azul de toluidina. 40x

Figura 14.  Corte histologicod ep ulmén
izquierdo 16bulo craneal de un cerdo destetado.
Se muestra una célula cebada adyacente a una
vénula en la tinica adventicia de un bronquio.
Tincion de azul de toluidina. 40x

Figural 5. C orte histolégicod eli nfonodo
traqueobronquial d eu nc erdod estetado. S e
observan ¢ élulas ¢ ebadas (célulasro jas) en
foliculos linfoides (a)y enel tejido linfoide
difuso (b). Tincion de azul de toluidina. 10x
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Figura 16. Corte h istologico del infonodo
traqueobronquial de un cerdo destetado. Células
cebadas (células ro jas) ene 1 tejido li nfoide
difuso. Tinciéon de azul de toluidina. 40x

Figura 17 . Corte histologico d e tonsila deun
cerdo ad ulto. S e observan ¢ ¢élulas ceb adas
(rojas) en la trabécula. Tincion azul de toluidina.
10x

Figura 18. Corte histologico d e to nsila de un
cerdo adulto. Células cebadas (células rojas) en
el tejido linfoide d e una trab écula, adyacente a
un vaso sanguineo. Tincion de azul de toluidina.
40x
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Figura 19. Corte histologico de pulmén derecho 16bulo craneal de un cerdo adulto. Se
muestran l as células c ebadas (c élulas ro jas) en la tinica adventicia de un b ronquiolo.
Tincion de azul de toluidina. 40x

Figura 20. Corte histologico de pulmén izquierdo 16bulo caudal de un cerdo adulto. Se
observan cé€lulas cebadas (células rojas) entre la capa muscular y tiinica adventicia de un
bronquiolo. Tincién de azul de toluidina. 40x

Guadalupe Azucena Castillo Pefia

51



Resultados

6.5 Resultados de la cuenta celular

En el cuadro No. 5 se muestra el promedio y la desviacion estandar de la cuantificacion de
las células cebadas en la tonsila, pulmon derecho 16bulo craneal, pulmon derecho 16bulo
caudal, pulmoén izquierdo lobulo craneal, pulmoén izquierdo lobulo caudal y linfonodos
traqueobronquiales en los cerdos recién nacidos, de destete y adultos.

En la comparacion del promedio de células cebadas entre los sitios anatdmicos
muestreados en los 5 cerdos por etapa de crecimiento, el mayor nimero de células cebadas
en cerdos recién nacidos se obtuvo en linfonodos traqueobronquiales, a pesar de que la
cantidad de células cebadas fue escasa, sin embargo al comparar el promedio de las
cuentas obtenidas en la tonsila, el pulmon derecho l6bulo craneal y caudal, el pulmon
izquierdo l6bulo craneal y caudal no se observo diferencia estadistica significativa

(p>0.05)(figura 21).

En los cerdos de destete también la mayor cantidad de células cebadas ocurrio en
linfonodos traqueobronquiales (11.76+8.8) y una menor cantidad de células cebadas en
pulmon izquierdo lobulo caudal (0.53+£1.37). Al realizar la comparacion multiple de
Tukey, (figura 22) se obtuvo diferencia estadistica significativa entre la tonsila y el
pulmoén derecho 16bulo craneal (p<<0.01), entre el pulmoén derecho 16bulo craneal y el
pulmén derecho lobulo caudal (p<0.01). También se observo diferencia (p<0.001) al
comparar los linfonodos traqueobronquiales con el pulmén izquierdo 16bulo craneal asi

como con el pulmoén izquierdo 16bulo caudal (p<0.001).

En los cerdos adultos se obtuvo un mayor niimero de células cebadas en la tonsila
(7.96+3.01) y un menor numero en pulmon izquierdo 16bulo craneal (3.15+1.60) y al
realizar el andlisis comparativo del promedio de los datos obtenidos se observd que la
tonsila presenta diferencia estadistica significativa con respecto a los diferentes sitios

anatomicos muestreados (p<0.05) como se muestra en la figura 23.

En la comparacion del promedio de células cebadas de cada sitio anatdmico entre las tres
etapas de crecimiento se observo que en la tonsila de cerdos adultos se obtuvo una mayor
cantidad de células cebadas y ocurrid en estas muestras de tonsila diferencia altamente

significativa (p<0.001) con respecto a los cerdos recién nacidos y destetados (figura 24).
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En la figura 25 se muestra que al realizar la comparacion del promedio obtenido en el
pulmon derecho 16bulo craneal en cerdos recién nacidos, de destete y adultos, los cerdos
recién nacidos presentaron menor cantidad de células cebadas (p<0.01) que los cerdos de

destete y los cerdos adultos.

La mayor cantidad de células cebadas en el pulmén derecho 16bulo caudal, se obtuvo en
cerdos adultos y la menor cantidad en cerdos de destete, al realizar la comparacion entre
las tres etapas de crecimiento se observé que hubo diferencia estadistica significativa entre
los cerdos adultos (p<0.01) y los cerdos recién nacidos asi como con los cerdos de destete

(p<0.01) (figura 26).

En la figura 27 se observa que en el pulmoén izquierdo l6ébulo craneal se presentd
diferencias (p<0.01) entre los cerdos recién nacidos y adultos y en la comparacion del

promedio de células cebadas entre los cerdos de destete y los cerdos adultos (p<0.05).

Al realizar la comparacion del promedio del nimero de células en el pulmén izquierdo
l6bulo caudal se obtuvo diferencia entre los cerdos recién nacidos y adultos de (p<0.01),
también se observd diferencia entre los cerdos de destete y los cerdos adultos (p<0.05)

(figura 28).

En linfonodos traqueobronquiales se obtuvo diferencia entre los cerdos recién nacidos y

los cerdos de destete (p<0.01).

La cantidad de células cebadas en las tres etapas de crecimiento fue mayor en cerdos
adultos, en la figura 30 se muestra que el numero de estas células aumenta con la edad,
con excepcion de los linfonodos traqueobronquiales, en los que la cantidad de células
cebadas aumenta en la etapa de destete pero disminuye en los adultos. La cantidad de
células cebadas en las regiones pulmonares se mantuvo homogénea en las tres etapas de
desarrollo sin embargo se observd un incremento en el pulmén derecho 16bulo craneal de

los cerdos de destete.
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pulmonares y linfonodos traqueobronquiales de los cerdos en diferentes etapas (n =5).

RECIEN
DESTETE ADULTOS
SITIO ANATOMICO NACIDOS
(n=5) (n=5)
(n=5)

Tonsila 0.86+1.06° | 1,16+1,53"3 7,96+3,01%3

Pulmén derecho Iébulo craneal | 0.16+0,04 6,8+4,77¢2 4,261,927
Pulmén derecho I6bulo caudal | 0.64+0,85° | 0.63+0,91%2 3,54+1,41%2
Pulmén izquierdo I6bulo craneal | 0.64+1,00* | 0.73+0,90°! 3,15+1,60%12
Pulmén izquierdo I6bulo caudal | 0.55+0,42° | 0.53+1,37%* 3,26+1,32%12

Linfonodos traqueobronquiales | 1,44+184% | 11.76+8,8%? 4,81+3,92°

MediatError estandar: 5 animales (3 etapas de desarrollo)=6 muestras por sitio

anatomico=6 cortes por x 10 campos ¢/u=60 campos por sitio anatémico.

*! Diferencia estadistica significativa *p<0.05

*2 Diferencia estadistica significativa**p<0.01

“? Diferencia estadistica significativa ***p<0.001
Las letras indican la diferencia estadistica entre sitio anatémico/etapa de desarrollo.

Los numeros indican la diferencia estadistica de cada sitio anatémico entre cada etapa de

desarrollo.
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7. Discusion

La distribucion de las células cebadas en las trabéculas en la tonsila de los cerdos de

destete y los cerdos adultos fue similar a la descrita en humanos (Yamanaka et al., 1992).

Con respecto a las regiones pulmonares se observd que las células cebadas estan
distribuidas en la submucosa de bronquios asociadas a vénulas y a glandulas mixtas, entre
la capa muscular y la tinica adventicia de los bronquiolos, en el tejido conectivo de la
pleura visceral, en el septo alveolar asi como en el septo interlobulillar, esta ubicacion
coincide con los datos reportados por Martinez, 2002, que describio la distribucion en
cerdos sanos de 6 semanas de edad comparado con cerdos infectados con Mycoplasma
hyopneumoniae. Peeters et al., (2005), también reportan que en el tracto respiratorio
canino, las células cebadas se localizan en la ldmina propia, ocasionalmente asociada a

glandulas; en la capa muscular del bronquio y en el septo alveolar.

En cuanto a los linfonodos traqueobronquiales se observa que la distribucion de las células
cebadas en cerdos adultos coincide con lo descrito por Xu et al., (1993), quien utilizo la
tincion de azul de alciano para determinar la distribucion de células cebadas en linfonodos
mesentéricos de cerdos adultos, sin embargo en otras especies como los marsupiales se ha
descrito la distribucion de células cebadas en nodos linfoides maxilares y axilares en la

capsula, el septo y en los sinusoides linfaticos (Chiarini-Garcia and Pereira, 1999).

Los datos obtenidos muestran que el mayor numero de células cebadas en cerdos recién
nacidos se observo en linfonodos traqueobronquiales; sin embargo al comparar los datos
no hubo diferencia estadistica significativa entre el nimero de células cebadas localizadas
en los sitios anatdmicos muestreados. Estos resultados indican que la cantidad de células
cebadas en cerdos recién nacidos es escasa, ya que las superficies epiteliales del tracto
respiratorio que estan expuestas continuamente a la inhalacion de antigenos (Peeters et al.,
2005; Pier et al., 2004; Bytautiene et al., 2004), tales como contaminantes ambientales,
alergenos y microorganismos, que inducen la activacion de células inflamatorias
(mastocitos, macrofagos, eosinéfilos, linfocitos, células dendriticas, basofilos, neutréfilos

y plaquetas) aun no se ha estimulado (Levine, 1995; Moran et al., 2006).
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En los cerdos de destete se obtuvo la mayor cantidad de células cebadas en linfonodos
traqueobronquiales, sin embargo se obtuvo diferencia entre la tonsila y el pulmoén derecho
l6bulo craneal (p<0.01), entre el pulmoéon derecho 16bulo craneal y el pulmén derecho
l6bulo caudal (p<0.01). También se observo que hay diferencia estadistica significativa de
(p<0.001) al comparar los linfonodos traqueobronquiales con el pulmoén izquierdo 16bulo
craneal asi como con el pulmoén izquierdo l6bulo caudal (p<0.001). Se ha estimado la
concentraciéon de células cebadas en un rango de 500 a 4000 por mm® en el pulmoén, de
7000 a 12000 por mm® en piel y 20000 por mm’ en tracto gastrointestinal humano, esto se
atribuye a que muchos de estos sitios también pueden ser una puerta de entrada de
infeccion, en donde las células cebadas pueden ser una de las principales células
inflamatorias de relacion con los patogenos invasivos (Abraham et al., 1997). La
localizacion intraepitelial de las células cebadas facilitaria su relaciéon con los
microorganismos que invaden el epitelio pulmonar. Las células cebadas que se localizan
alrededor de los vasos sanguineos, entre la capa muscular y tunica submucosa, por
ejemplo, es probable que tengan efecto sobre el flujo de la sangre, causando una

vasoconstriccion y la secrecion de moco respectivamente (Abraham et al, 1997).

Posiblemente la cantidad de células cebadas en linfonodos esta determinada por su
funcion, al retener los antigenos que puedan llegar a través de los liquidos linfaticos y
proceder a su presentacion y procesamiento antigénico mediante la colaboracion de los
macrofagos y los linfocitos que los componen (Tizard, 2009).

Al realizar el analisis comparativo de los datos obtenidos en cerdos adultos se obtiene que
la tonsila presenta diferencia estadistica significativa con respecto a los diferentes sitios
anatomicos muestreados, posiblemente por su localizacion estratégica en la orofaringe,
(Belz y Heath, 1996) se le considera como la primera linea de defensa en la interfase entre
el medio ambiente interno y externo. Las tonsilas se consideran importantes en la defensa
del tracto respiratorio y digestivo alto, y es la entrada y sitio de multiplicacion y

persistencia de varios patogenos en cerdos (Church, 1983; Salles y Middleton, 2000).

El nimero de células cebadas obtenido en el presente trabajo fue similar a los presentados

por Xu, et al. (1993) en 6rganos porcinos como pulmon, intestino, ganglios mesentéricos y
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tonsila. Se obtuvo un mayor numero en cerdos adultos que en cerdos de menor edad. Se
considera que el sistema inmune de los cerdos adultos ya ha sido estimulado por diferentes
antigenos y por lo tanto ha madurado. Wilkes et al. (1992), menciona que las células
cebadas en el tracto respiratorio de ratas se incrementan con la edad. En contraste, en
perros adultos se ha reportado que el nimero de células cebadas en el tracto respiratorio es
mayor en perros jovenes, comparado con los perros adultos. Las razones para estas
discrepancias pueden estar relacionadas con la prevalencia de parasitos en perros jovenes
(Peeters et al., 2005). Harris et al., (1999) reporta un mayor numero de células cebadas en
la mucosa y musculatura de traquea bovina. En general la cantidad de células cebadas
puede ser explicada por su particular importancia en el tracto respiratorio, ya que éste,
representa un componente importante del sistema inmune mucosal por estar expuesto de
manera continua a antigenos inhalados (Peeters et al., 2005) los cuales invaden facilmente

y en gran cantidad al animal (Hill and Martin, 1998).

En relacion con los datos obtenidos se observa que en el tracto genital de cerdas el nimero
de células cebadas es mayor (Prado et al., 1999) que en el tracto respiratorio y urinario. Es
posible que la distribucion diferencial en el tracto genital con respecto al tracto
respiratorio tenga relacion con el grado de exposicion a antigenos, ya que muchos de estos
sitios también pueden ser una puerta de entrada de infeccion, en donde las células cebadas
pueden ser una de las principales células inflamatorias a las que se enfrentan los patdgenos
invasivos. (Abraham et al. 1997), ya que como se sabe los productos bacterianos y
parasitos inducen su activacion, aunque estudios mas recientes indican que también tienen

respuesta antiviral (Marone et a., 2001; Genovese et al., 2003).

Con respecto a la participacion de las célula cebadas en problemas respiratorios porcinos,
se realizo un trabajo en el que se cuantificaron las células cebadas en pulmones de cerdos
infectados experimentalmente con Mycoplasma hyopneumoniae mediante la tincion de
azul de toluidina, encontrando que las mayores cuentas ocurrieron los dias 8 (22.5+1.7),
16 (22.80£1.2) y 20 (30.35£1.4) (Cruz et al., 2008), por lo que se observo que la cantidad
de células cebadas aumentd conforme progresd la infeccidon, ya que el patdogeno

(Mycoplasma hyopneumoniae) puede inducir la presencia de células cebadas e inducir

Guadalupe Azucena Castillo Pefia 67



Discusioén

directamente su reclutamiento o estimular mecanismos inflamatorios. Estudios recientes
han demostrado que la célula cebada tiene la capacidad de modular la respuesta inmune
innata hacia las bacterias gran negativas, por medio de fagocitosis, procesando y

presentando antigenos a los linfocitos T mediante el MCH I (Malaviya, 2001).

Por otro lado, no existen reportes de la cinética de las células cebadas en el tracto
respiratorio porcino durante el crecimiento de los cerdos. Asi se observd que, en los
linfonodos desde el nacimiento, es uno de lo 6érganos con mayor numero, alcanzando su
maximo en el destete; para el caso de la tonsila el mayor nimero se alcanza en el cerdo

adulto.

En relacion a los lobulos pulmonares, el nimero de estas células va elevandose de forma
homogénea, con excepcion del pulmoén derecho lobulo craneal en el destete, es de llamar
la atencidon que las células cebadas alcanzan su mayor nimero en este 16bulo y en esta
etapa, donde ocurre la mayor incidencia de enfermedades respiratorias, como es la
producida por Mycoplasma hyopneumoniae que precisamente inicia su infeccion en este
l16bulo. No seria de extranar que las lesiones macroscopicas observadas por esta infeccion,
sean el resultado de la estimulacion de las células cebadas que en conjunto con CDS8

desencadenan procesos inmunopatologicos, como ya lo ha sugerido Cruz et al., (2008).
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8. Conclusiones

En cerdos recién nacidos la mayor cantidad de células cebadas se observa en linfonodos
traqueobronquiales y la menor cantidad en pulmon derecho 16bulo craneal. En cerdos de
destete la mayor cantidad de células cebadas se localiza en los linfonodos
traqueobronquiales y la menor cantidad en el pulmon izquierdo 16bulo craneal. En los
cerdos adultos la mayor cantidad de células cebadas se localiza en la tonsila, observandose
una menor cantidad en pulmon izquierdo l6bulo caudal.

Las células cebadas se encuentran distribuidas en tonsila en el espacio interfolicular, a
nivel respiratorio en la mucosa y submucosa de bronquios y bronquiolos, en la pleura
visceral, en el septo interlobular e interalveolar. En linfonodos traqueobronquiales se
observan en las trabéculas, el tejido linfoide difuso y foliculos linfoides. La distribucion de

las células cebadas en las tres etapas de crecimiento fue homogénea.

Estos resultados permitiran realizar comparaciones posteriores en cerdos que padezcan de

enfermedades respiratorias inflamatorias o infecciosas.
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9. Anexos

Anexo 1. Método de electrocucion

Este método también se considera una forma de sacrificio humanitario en cerdos. Provoca
la muerte mediante la insensibilizacion del cerebro seguido de una fibrilacion cardiaca, la
cual causa anoxia cerebral (ausencia de oxigeno en cerebro).

El método de electrocucion que se realizo fue de la cabeza a la pierna. El electrodo frontal
se coloco en la base de la oreja y el electrodo posterior se colocd en la pierna del lado

opuesto del corazon para que la corriente viaje diagonalmente a través del cuerpo (Veall,

1993).

Anexo 2. Obtencion del tracto respiratorio

1. Una vez sacrificado el animal, se realizd la exsanguinacion de éste por las venas
femorales.

2. Se coloco el cuerpo del animal en dectbito dorsal.

3. Se realizaron dos cortes sobre la piel y el tejido subcutaneo en forma de triangulo
siguiendo la proyeccion de la mandibula.

4. Se realiz6 una incision hasta la entrada del torax.

5. Se secciono la zona cartilaginosa de las costillas dejando al descubierto toda la caja
toracica.

6. Se separ6 la lengua de la mandibula y se cortd en el punto mas craneal de las tonsilas
palatinas.

7. Una vez cortado el hueso hioides de cada lado, se separaron de la musculatura de la
base de la lengua, la laringe, la traquea y el es6fago hasta la entrada del torax.

8. Ayudados por una ligera traccion se extrajeron los pulmones y el corazon, con la
porcion torédcica de la arteria aorta, la cual se anudé y posteriormente se secciono.

9. Se realizd el examen macroscépico de los 6rganos.

10. Se realiz6 la toma de las muestras de los sitios anatomicos a estudiar.

11. Se colocaron las muestras en el fijador de Paraformaldehido al 4%.

12 Las muestras se mantuvieron a 4°C hasta el momento de su uso.
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Anexo 3. Preparacion de Fijador

Se prepar6 P-Formaldehido (Paraformaldehyde, EM Grade, Purified. Electron Microscopy
Sciences 19200) al 4%.

- P-Formaldehido 4 g

- Agua destilada c.b.p. 100 ml
El P- Formaldehido al 4% se calentd a 60-65° C, y se le agregaron unas gotas de NaOH

hasta que clarifico.

Anexo 4. Técnica de inclusion en parafina

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

e Deshidratacion en alcohol etilico 70 % I (15 min.)

e Deshidratacion en alcohol etilico 70 % II (15 min.)

e Deshidratacion en alcohol etilico 82 % (15 min.)

e Deshidratacion en alcohol etilico 86 % (15 min.)

e Deshidratacion en alcohol etilico 92 % I (15 min.)

e Deshidratacion en alcohol etilico 92 % I1 (15 min.)

e Deshidratacion en alcohol etilico 98 % I (15 min.)

e Deshidratacion en alcohol etilico 98 % II (15 min.)

e Deshidratacion en alcohol etilico 100 % I (15 min.)

e Deshidratacion en alcohol etilico 100 % II (15 min.)

e Aclaracion en Xileno I (30 min.)

e Aclaracion en Xileno II (40 min.)
En cada cambio las muestras fueron sometidas a calentamiento en horno de microondas a
temperatura media alta de aproximadamente 55-60°C por 2 minutos.

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

uno.
> Inclusion en parafina.
> Se realizaron cortes en el microtomo (Leica RM 820) a un grosor de 3 y Sp.

> Se montaron los cortes en portaobjetos.
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Anexo 4.1. Pegamento para los cortes

1. Clara de huevo 13 ml.

2. Glicerina 13 ml.
Se mezcl6 la clara de huevo con la albumina, se colocd una gota en el portaobjetos y se

extendi6 por completo, formando una pelicula delgada

Anexo 5. Tincion de azul de toluidina

- Azul de toluidina 1 gr

- Acido bérico lgr

- Aguadestilada  100ml
Se anadid al agua destilada la tincion de azul de toluidina que estaba en presentacion de
polvo al 95%, posteriormente se agreg6 el acido borico. Se obtuvo una solucidn acuosa de
azul de toluidina al 1%, quedando con un pH de 4.4 aproximadamente.
Se desparafinaron las muestras en xileno por 5 min. en 2 pasos.
Rehidratacion de las muestras:

e Alcohol etilico 100% Iy II Smin.

e Alcohol etilico 96 % II 5 min.

e Alcohol etilico 80% Smin.

e Alcohol etilico 70% 5 min.

e Lavado en agua destilada.

e Teiiido con Azul de toluidina durante 20 min.

e Lavado con agua corriente.

e Lavado en agua destilada.

e Deshidratacion en alcohol etilico al 96 % [ y IL.
e Deshidratacion en alcohol etilico al 100 % Iy II.
e Aclarado en Xileno en dos pasos.

e Montado en resina sintética.

Anexo 6. Aprobacion de Publicacion del articulo del provecto de tesis en el

Journal of Animal and Veterinary Advances.
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