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RESUMEN
En cortes de pulmones de cerdo incluidos en parafina y mediante una técnica
de tincion de azul de toluidina acida, se observaron las células cebadas (CC) de
los bronquiolos pulmonares, bronquiolos respiratorios, alrededor de los vasos
sanguineos y el tejido conectivo. Dichas células presentaron morfologia
ahusada (20-30um) y al microscopio de luz se caracterizaron por un citoplasma
lleno de granulos que se tifieron metacromaticamente de color rojo parpura.

Se cuantificaron las células cebadas (CC) en pulmones de cerdos normales e
infectados experimentalmente con Mycoplasma hyopneurnoniae. Se infectaron
18 cerdos intratraquealmente con la cepa 194 de M. Hyopneumoniae en una
suspension de 10 ml con 10* UCC/ml. Se sacrificaron los dias 0, 4, 8, 12, 16 y
20 posinfeccion. Los cortes de pulmadn se colorearon con azu! de toluidina y se
visualizaron por metacromacia en las CC. En los bronquios las CC fueron
escasas y se presentaron relacionadas con las glandulas mucosas. El nimero de
CC se incrementé en bronquiolos, entre el tejido conectivo externo y la capa
muscular, algunas células se observaron en mucosa bronquiolar. Se
cuantificaron las CC en bronquiolos de didmetro entre 60 y 320 micras. Los
bronquiolos de menor didmetro presentaron mas CC. En las vénulas adyacentes
se presentaron hasta 3 células. En bronquiolos las mayores cuentas ocurrieron
los dias 8, 16 y 20 (p< 0.05) y en el tejido pulmonar los dias 8 y 20 (p< 0.05).
Los datos sugieren la degranulacion de células en los primeros dias poslnfecclén
y su reclutamiento en dos picos a los 8 y 20 dias, considerando que la reacclon
metacromatica es dada por los granulos de las CC




SUMMARY

Detection and counting of mast celis in pig’s lung infected
experimentally with Mycoplasma hyopneumoniae.

Mast cells (MC) were counted in lung tissue of pigs in health and experimentally
infected with Mycoplasma hyopneumoniae type 194 suspended in a 10ml. With
10* UCC/ml solution. 18 pigs intratracheally infected and slaughtered the days
0, 4, 8, 12, 16 and 20 within infection. Identified MC with toluidine blue dye
through metachromatic granules reaction, a few MC found related to mucosal
glands, closely to blood vessel ; there were a MC rise in bronchioli, laying
between external connective tissue and muscular layer, some MC have been
seen in bronchiole mucosa, MC counted in bronchiolus 60-320 micron; lesser
bronchiolus contained several MC and in venules existed even 3 MC in
muscular layer also.

Counts in bronchi showed a peak the days 8, 16 and 20 (p<0.05); in pulmonary
tissue (alveoli) 8 ad 20 (p<0.05). data suggests degranulation within firsts
days after infection and a recruitment in 8 and 20 infetion day presenting 2
peaks, considering metachromatic reaction giving by MC granules.




Introduccicn

1. INTRODUCCION

1.1 Género Micoplasma
Los Micopiasmas son los mds simples y diminutos organismos procariontes de vida

libre que separan a las eubacterias (Cuadro 1) en una clase diferente: Los
Mollicutes  Mycoplasma hyopneumoniae (M.h.), es una de las especies mas
importantes en cerdos por causar Neumonua Enzodtica, enfermedad infecciosa del
tracto respiratorig. (CiPrin. Mendoza, Cruz. 2004

Cuadro 1
Clasificacién de los Micoplasmas

Orden Mycoplasmatales

Familia 1 Mycoplasmataceae (Necesidad de esterol)
Habitat: hombre y animales

Género I Mycoplasma (64 especies)
Género II Ureaplasma (2 especies) actividad ureasa
Famitia 2 Acholeplasmataceae

(sin necesidad de esterol )
Habitat: hombre y animales
Género 1 Acholeplasma (7 especies)
Familia 3 Spiroplasmataceae
(morfologia espiral, necesidad de esterol)

Habitat: plantas, insectos

Género 1 Spiroplasma (3 especies)
Géneros afines | Theymoplasmay Anaeroplasma

(particularmente en rumiantes)
Truz, 2001

1.2 Mycoplasma hyopneumoniae. Caracteristicas

Este microorgnismo no pasa filtros de 0.22 micras, por microscopia electrénica se
aprecian la presencia de pequefios filamentos (tipo fimbria) y la presencia de una
capsula.

Es de crecimiento lento, tarda de 7 a 10 dias en crecer y su mayor crecimiento
ocurre en medios liquidos, sobre todo aquellos que contienen suero equino, s uno
de los organismos mds exigentes del género micoplasma. En medios sdlidos se
desarrolian colonias de 0.Smm de didmetro, caracterizindose por presentar la
protuberancia central tipica que le da apariencia de huevo estrellado. Por carecer
de pared celular adquieren formas diversas, cuando se tifie con Glemsa, se
observan cocobacilos delgados de 0.1 a 0.2 micrémetros de didmetro con
pequefias ramificaciones de 0.1 a 0.2um de grosor. En cuitivos celulares crece
formando grupos difusos como cocos de 0.Sum de didmetro en cadenas cortas o
anillos de aproximadamente 3um de didmetro (CPridn, Mendoza, Cruz.2001)
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1.2.1 Mycoplasma hyopneumoniae. Inmunopatogenia

La enfermedad es transmitida de la hembra a sus lechones en forma directa o por
las secreciones que se expulsan mediante la tos, existiendo otros padecimientos
provocados por diversos micoplasmas (cuadro 2). Dependiendo de la extensidn de
las lesiones la neumonia enzodtica puede reducir la ganancia diaria de peso hasta
en un 17% e incrementa el indice de conversién alimenticia alrededor de un 14%.
En algunos casos resulta mortal; Micoplasma alcanza la via aérea traqueal, s
implanta en los cilios de la misma, una vez que la infeccién aicanza el puimén
causa dreas de consolidacidn gris-rojiza redondeadas en los IGbulos craneales,
debido a el colapso alveolar subsecuente, el cerdo empieza a carecer de aire y
otros patdgenos llegan como infeccion secundaria, posteriormente el cerdo
sucumbe a la carga bacteriana y viral, (Hamada, Nimi. 1959)

Cuadro 2

Micoplasmas aislados en el porcino
Enfermedad Micoplasma
Neumonia Mycoplasma hyopneuroniae
Artritis Mycoplasma hyorhinis
Mycoplasma hyosinoviae
Incierto Mycoplasma floculare
Mycoplasma sualvi
Acholeplasma axanthum
Acholeplasma granularum

Cruz'Z

En las infecciones naturales por micoplasmas es notoria la respuesta de inmunidad
celular, a causa de la escasa antigenicidad de estos microorganismos y ala
naturaleza crénica de la enfermedad. (CPrién Mendoza, Cruz.2

Ocurre primero, una interaccién entre M, hyopneumon/ae y los mecanismos de
respuesta celular especificos en el aparato respiratorio, como los macréfagos
alveolares y el tejido linfoide nodular asociado a mucosas (BALT) y los linfonodos
bronquiales, ocurriendo la -presencia de Inmunoglobulinas en secreciones
traqueobronquiales en una cantidad elevada a las 2 semanas post infeccidn,
posteriormente se han observado células con inmunoglobulinas especificas en su
superficie contra Mycoplasma hyopneumoniae en tejidos linfoides y pulmén a las 3
y 4 semanas post infeccién. Un dato significativo es que la presencia de
anticuerpos coincide con la aparicion de las lesiones neumdnicas, (€v2000)

En una infeccién con M. hyopneumoniae se observa que la proporcién de células
que contienen IgA:IgG es de 1:3 en mucosa nasal y en linfonodos retrofaringeos,
cambiando esta proporcién a 1:15 en Linfonodos bronquiales, en éstos nodos a las
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3 semanas post infeccidn se encuentra Ia clase IgG, que aparece desde 13 primera
semana.

Los anticuerpos séricos tienen un comportamiento diferente al observado en las
secreciones traquobronquiales. Estos anticuergos se detectan a las 5 semanas post
infeccién, siendo las IgG las mas importantes(“Prén Mendoza, Cruz.2001)

Una caracteristica comGn de las infecciones por micoplasmas es la tendencia a
infectar la superficie de la mucosa y producir con frecuencia una enfermedad de
curso subclinico. La infeccién puede ser confinada a la mucosa, donde el sitio de
ataque es el epitelio ciliado del aparato respiratorio, (CPnén Mendoza, Cruz.2001)

Los mecanismos inmunes locales son estimulados como consecuencia de esta
infeccidén de la mucosa y en los anticuerpos producidos en las secreciones se ha
encontrado predominantemente IgA e IgG, ‘C°m4n, Mendoza, Cruz.2001)

En la infeccion de M. hyopneumoniae |a respuesta inmune celular ha sido medida
por las técnicas de transformacion blastoide, la de hipersenslbllldad cutdnea y la
determinacién de los tipos celulares por inmunohistoquimica ¢z 2

1.3 SISTEMA INMUNE DEL APARATO RESPIRATORIO DEL CERDO

Aln cuando en el aparato respiratorio se manifiestan los mecanismos de defensa
inespecificos y especificos, en esta parte se describen solo los aspectos
inmunoldgicos que tienen relevancia en el pulmén del cerdo o bien en la
interaccion con la célula cebada.

1.3.1 Complemento
El complemento es muy importante como mediador de la inflamacién y en el
control de la infeccidn bacteriana, juega un papel en las alergias y la
hipersensibilidad, el camino cldsico se activa principalmente por la unién antigeno
anticuerpo (IgA, IgE), por ciertos productos bacterianos como las endotoxinas, y
las proteasas liberadas por el tejido dafiado. 57" 1999

1.3.2 Fagocitosis mononuclear

Este sistema lo llevan a cabo los macrofagocitos libres y los fijos o histiocitos.

Los macrofagocitos se producen en la médula Gsea y son liberados al torrente
sanguineo donde circulan antes de convertirse en macrofagocitos. Los
macrofagocitos tisulares se -encuentran alrededor del endotelio de los capilares
(particularmente en los puimones) (572w, 1999

Los macrofagocitos alveolares se encuentran normalmente en el alveolo del
pulmén, migran dentro del alveolo y fagocitan particulas inhaladas asi como
bacterias. Después de ingerirlas abandonan el alveolo ya sea por las vias aéreas
utilizando el aparato mucociliar o bien atravesando los epiteliocitos respiratorios
hasta alcanzar el drenaje linfético hacia los linfonodos locales ahi presentan el
antigeno a los linfocitos para iniciar la respuesta inmune, (St 1999

Los macrdfagocitos fijos perivasculares se encuentran adheridos a las células
endoteliales en los vasos del pulmén, se cree que en los cerdos son muy
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importantes para la fagocitosis y remocién de agentes infecciosos de la sangre que
pasan a través del pulmon especialmente bacterias gram negativas libres de
endotoxinas, es por eso que en 9‘;3'.19tlcem|as son considerados un mecanismo

efectivo que protege al pulmon, (ST

1.3.3 Inmunidad en ias mucosas

Un grupo de células epiteliales especializadas llamadas células domo o células M,
se encuentran formando agregados que cubren el tejido linfoide asociado al
intestino (placas de Peyer) o en su caso, el bronquiolo. Estas células endocitan el
antigeno y lo transportan a través del eplteuo, el antigeno es llevado a las células
presentadoras y a los linfocitos T y B.(572w. 1999)

1.3.4 Mecanismos de defensa del recién nacido

Los macrofagocitos alveolares de un cerdo de 1 dia de nacido tienen reducida
quimioluminescencia , a los 7 dias los macréfagos han alcanzado fa actividad
propia de cerdos adultos. De la misma manera los recién nacidos tienen bajos
porcentajes en macrofagocitos gos intravasculares que se incrementan al doble

alrededor de los 30 dias de edad.57a !

1.3.5 Hipersensibilidad
La hipersensibilidad es una condicion en la que ocurre una respuesta excesiva al

antigeno al cual el animal ha sido previamente expuesto, los signos clinicos se
deben a la respuesta inmune mas que a la accidén directa del antigeno. La
hipersensibilidad se divide en 4 grupos de acuerdo a su mecanismo de accién, sin
embargo la interaccion de la célula cebada es evidente en el:
> Tipo I (hipersensibilidad inmediata) involucra la sintesis de IgE
especifica citotropica, 1a IgE se une a los receptores Fc de la superficie
de las células cebadas. Cuando el mismo antigeno se encuentre a la
IgE en la superficie de la célula cebada (si es que hay suficiente
concentracién de IgE especifica para el antigeno), provocard que la
célula cebada libere mediadores de la respuesta inflamatoria como
Histamina, serotonina, cininas, prostaglandinas etc. que provocan los
signos clinicos; La hipersensibilidad del tipo I puede ser local o
sistémica (anaﬁlaxia) (Swaw, 1999

1.3.6 Inmunodeficiencia e Inmunosupresién
Puede se primaria o secundaria la inmunodeficiencia incrementa la susceptibifidad

de los animales a enfermedades infecciosas. La inmunodeficiencia primaria se
define como un desorden del sistema inmune donde, las bases genéticas estdn a
prueba o suspendidas. L3 inmunodeficiencia secundaria es un desorden en donde
el animal es genéticamente capaz de funcionar, pero factores secundarios impiden

ia respuesta:
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Enfermedades causadas por organismos que generalmente son de baja
patogenicidad o por una vacuna viva atenuada.

. Enfermedades recurrentes que son dificiles de controlar.

. Falla en la respuesta adecuada a una vacunacion.

Enfermedades necnatales inexplicables y muerte que afecte a mas de un
animal en una camada.

Una variedad de enfermedades o sindromes que ocurren frecuentemente en
una piara, (Staw. 1999

BWN

w

1.3.7 Agentes infecciosos inmunosupresores

Algunos agentes infecciosos son capaces de suprimir la respuesta inmune y
determinar que el animal sea mas susceptible a infecciones secundarias, tal es
caso de M. hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumonide, Fiebre Porcina
Clasica, PRRS, y Pasteurella multocida.

Micoplasma altera la funcion de los neutréfilos porcinos. El virus de la pseudorrabia
se replica en los linfoncitos y en los macréfa 99%os alveolares reduciendo su poblacién
y la capacidad de respuesta inmune.(®ves !

1.3.8 Tejido Linfoide de la Mucosa Bronquial

La funcién del tejido linfoide bronquial es responder en la mucosa a los antigenos
Inhalados, es por esto que éste tejido es una unidad integrada a los mecanismos
que aseguran la entrada de aire estéril al sitio de intercambio gaseoso, esta unidad
recibe el nombre de Tejido linfoide nodular asociado a la mucosa bronquial (BALT),
es te tejido es muy similar a las placas de Peyer localizadas en el intestino de todas
las especies domésticas, (Bienenstock,1999)

El BALT se desarrolla en los primeros estadios post natales en todas las especies
sin ser necesaria la estimutacién antigénica , sin embargo en los cerdos la infeccion
con M., hyopneumoniae se asocio a una respuesta hiperplasica temprana del
BALT(Q\U 1993)

El BALT se identifica microscépicamente como agregados concentrados alrededor
de las bifurcaciones de los broncéuios y en Ia periferia de los bronquiolos, sitios de
impacto de particulas inhaladas. 1

El epitelio que rodea al BALT esta infiltrado de linfocitos y células M similares a las
presentes en la placas de Peyer; las células del BALT forman un domo bajo el
epitelio y el centro germinal solo es visible posterior a estimulacion antigénica
{Bienenstock, 1999,

Alrededor de el centro germinativo se observan células T, células plasmdticas y
células dendriticas, ademas de vasos linfiticos eferentes'

Asociadas al BALT y al epitelio bronquial, Se encuentran llnfocitos granulares y
células cebadas formando una asociacidn estructural, !o cual es muy importante
porque en presencia de un antlgeno inhalado, hay un incremento de estas células
influenciado por células T (Anistedt, 199

Finalmente existe un mecanismo secundario para activar al | BALT mediante la
transportacion de un antigeno inhalado asociado a un macréfago , este mecanismo
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requiere a su vez de citocinas que activan a los linfocitos T bajo la regulacion de la
IgE(momas, 1974)

1.4 CELULA CEBADA

1.4.1 Precursores de la célula cebada

Aln cuando la célula cebada tiene su origen en la médula dsea y expresa
marcadores hematopoyéticos de superficie no circula en la sangre como una célula
cebada madura, en humanos el precursor de la célula cebada expresa el epitope
CD34 y puede ser diferenciado /n vitro debido a la metacromasia positiva que de la
triptasa bajo la influencia de SCF, tanto la linea sanguinea como las células
mononucleares del higado fetal son una fuente de precursores de células cebadas,
pero, la identidad de los precursores no ha sido ain claramente dilucidada y se
sabe muy poco de las rutas de diferenciacién que conducen a la maduracion de las
células cebadas tisulares. (Peraay. 1999)

1.4.2 Origen y Desarrollo

Los mastocitos (rmastiing) o células cebadas provienen de células madres de
origen hematopoyético pluripotenciales; éstas también dan origen a linfocitos,
erltrocutos, megacariocitos, neutrdfilos, eosindfilos, basdfilos y monocitos (Peves:

Aunque se reconocen al menos tres poblaciones de ceélulas cebadas todas
provienen de una célula progenitora que es evidenciada por los marcadores:
CD34*, c-kit*, Ly-1, CD14" y CD17"; esta se diferencia a célula cebada al entrar en
un tejido particular influenciada por el micro ambiente y por caracteristicas
fenotipicas particulares. Es una célula grande de forma redondeada (20-30 um),
tiene gran cantidad de proyecciones largas y delgadas parecidas al “vi##”; su nticleo
es redondeado, posee algunas mitocondrias, pero el reticulo endoplasmico y el
aparato de Golgi no son prominentes, los granulos son heterogéneos, no
especmcos alggémos tienen apariencia de tirabuzon, otros tienen una matriz
amorfaoetves,

Estas células hacen evidentes sus granulos con tincion metacromdtica con
colorantes del tipo del azul de toluidina.

En roedores y humanos forman dos poblaciones diferenciables con base a sus
origenes y sus funciones, una poblacién se encuentra en el tejido conectivo y la
otra adyacente a las superficies mucosas. Las células cebadas del tejido conectivo
se originan de precursores que proceden del higado fetal y de la médula ésea. Su
nimero aumenta lentamente en los tejidos y la agresibn puede causar
proliferacién local. Las células cebadas del tejido conectivo pueden tener muchos
granulos uniformes, son ricas en histamina y heparina presentan vida media de
seis meses(M2d 1992)
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Las células cebadas de las mucosas se diferencian de las que se ubican en el tejido
conectivo en que tienen pocos granulos de tamaiio variable, Los granulos de estas
células contienen suifato de condroitina, en lugar de heparinat™ 1992},

1.4.3 El papel del protooncogen c-kit y el factor de origen celular (SCF)
Los ratones mutantes de! fenotipo w/w y SI/SI carecen de células cebadas
maduras y exhiben anemia hipoplastica, hipopigmentacién y esterilidad. El locus W
codifica el proto oncogen c-kit un miembro de la subfamilia de inmunoglobulinas
dentro de la famiiia del receptor tirosinacinasa; el locus SI codifica el ligando de c-
kit, también conocido como c-kit ligando (KL) o factor de origen celular (SCF).
Kitamura y colaboradores!!*”® han demostrado que un transplante de médula ésea
de un ratén normal +/+ © un ratén mutante curado de la deficiencia de célula
cebada SI/Sid, en un ratdén deficiente W/Wv, refleja una alteracién
hematopoyética en el linaje de la célula cebada. La deficiencia en los mutantes SI,
no pudo ser curada con transplantes de médula dsea demostrando gue el defecto
en este caso se encuentra en el microambiente no hematopoyético, las mutaciones
en W y SI afectan profundamente la linea de células cebadas indicando que tanto
c-kit como SCF son cruciales para el desarrollo de la célula. La proliferacion,
diferenciacién, quimiotaxis y funcion secretora de la célula cebada tanto en el

humano como en el ratdn estan afectadas por la interaccién entre c-kit y
SCF.CasteIIs, 2000)

Estudios /7 vivo realizados por Galli y colaboradores{!?®) en primates no humanos
tratados subcutdneamente con SCF recombinante en un perido de 21-28 dias han
mostrado un incremento en el nimero de células cebadas en diversos 6rganos, la
hiperplasia de la célula cebada varia de acuerdo al sitio de localizaciéon anatdémica
predominando en bazo, médula ésea y Linfonodos en una relacién 100/gr/dia; la
mastocitosis ocurri6 en el sitio de inyeccidn, médula dsea, Linfonodos
mesentéricos, higado y bazo con un patrén similar al observado en individuos con
mastocitosis sistémica, cuando las inyecciones se descontinuaron y los monos se
mantuvieron asi por 15 dias, el nimero de células cebadas decrecié al punto en
que eran indistinguibles con el grupo control no tratado, Ia expansion y contraccién
sistémica de la célula cebada ocurrié sin que se observaran efectos colaterales,
datos /n vitro sugieren que SCF promueve la supervivencia de la célula cebada
suprimiendo la apoptosis.

Los puntos de mutacion del dominio de la tirosina del receptor del protooncogen
c-kit han manifestado un factor de desarrollo independiente en las células cebadas
de rata y raton; la linea de célula cebada del raton P815 y la de la rata RBL-2H3
sustituye una asparagina por una tirosina en los aminoacidos 814 y 817
respectivamente; ambas lineas celulares han demostrado poseer una cinasa
activada c-kit y no necesitan SCF para crecer y sobrevivir,Mhankavet, 1997)
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1.4.4 Apoptosis de la célula cebada

Durante el desarrollo el nimero de células cebadas es regulado por el balance
entre el rango de prollferaclon celular (10/10° en ratén y 68/10° en humanos) y la
muerte celular(8ochner 2001),

La muerte de la célula cebada puede ocurrir por necrosis o apoptosis, bajo
condiciones fisioldgicas. La apoptosis puede ser iniciada por diversos estimulos
externos incluyendo la interaccién del ligando fas/fas, privacién de factores de
crecimiento celular como SCF, IL-3 exposicién a radiacion e ionizacion, accién de
inductores intracelulares 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 regulada por factores microambientales Involucrando la
interaccién de los protooncogenes antes mencionados!8ochner 2001),

1.4.5 Heterogeneidad de la célula cebada

La morfologia y la metacromasia han sido los dos criterios fundamentales para
identificar a la célula cebada en los tejidos, la descripcion de la célula cebada como
una célula mononuclear metacromatica necesita ser cambiada; tanto en el humano
como en el raton se han detectado células de nucleos multilobulados, estas células
expresan el fenotipo de proteasas normal de la célula cebada asi como c-kit y su
estructura es similar a la de la célula cebada mononuciear, vista en microscopio
electrénico. La metacromasia se detecta en la célula madura, en la célula
precursora, inmadura agranular y atipica, puede ser escasa o nula, aun cuando
expresen proteinas especificas en la membrana.

La evidencia bioquimica de la heterogeneidad de las células cebadas en los
humanos se basa en la presencia de proteasas, que son la mayor parte del
contenido granular. Atn cuando Schwartz y col.!%8% indicaban la presencia de solo
2 tipos de células cebadas, ahora es claro que existen al menos tres 05’35 de
células cebadas maduras basados en estudios inmunohistoquimicos. (castets:2

Las céluias cebadas que contienen solo triptasa y son llamadas MCt (Tissue Mast
Cell) predominan en la mucosa intestinal y en los alvéolos, y su nucleo es en forma
de tirabuzon, las células cebadas que contienen triptasa, quimasa y
carboxilpeptidasa son denominadas MCct (Connective Tissue Mast Cell),
predominan en piel y submucosa intestinal y tienen ntcleo como celosia y
contienen granulos amorfos; el tipo menos frecuente de células cebadas es el MCm
(Mucossal Mast Cell) que solo contiene quimasa y se encuentra en la mucosa
intestinal, urogenital y en la mucosa nasal. MCt intestinal, decrece en SIDA y en
diversas inmunodeficiencias, mientras que MCct no muestra cambios en estas
enfermedades, esto indica que existe dependencia de MCt a las células T
CD4+((25teﬂs,2000)

Las MCt de diversos tejidos pueden presentar Poblaclones heterogéneas ya se han
aislado diferentes transcriptores de triptasa™>!%9%, L3 heterogeneidad de la célula
cebada esta siendo demostrando en este momento a nivel de trascripcién y
traslacién de citocinas. Estudios de hibridacién /7 sitv de RNA han permitido
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demostrar ias interleucinas IL-4, IL-5 e IL-6 y el RNAm en la piel y en el tejido
nasal y bronquial de humanos La IL-4 se encuentra predominantemente en el
grupo MCtc; IL-5 e IL-6 se encuentran en MCt solamente. Estos descubrimientos
son consistentes, con diferentes perfiles de generacién y liberacién de citocinas,
dependiendo de la localizacién de fa célula cebada y sugiere funciones bioldgicas
especificas para los diversos subtipos de células cebadas, (©5t!'s:2000)

En cultivos de células cebadas humanas productoras solo de quimasa, el fenotipo
de la célula puede variar enormemente dependiendo del ambiente, las células
cebadas provenientes del pulmén, la piel, el intestino y el Utero son morfolégica y
funcionalmente diferentes, esto es mas evidente en sus granulos, existen granulos
con forma de tirabuzén, granulos cristalinos, granulos pequefios; en el pulmén son
muy comunes los granulos con forma de tirabuzén, aunque también hay presencia
de granulos pequefipsPeraray.1999),

Al variar el contenido de los granulos en proteinasas y citocinas, es posible que
intervengan en parte a la heterogeneidad de la célula cebada.(PeaY.1999)
1.4.6 Desarrolio de las citocinas en la célula cebada

Gracias a los experimentos de Kitamura‘'’®) al reconstituir ratones con deficiencia
de células cebadas mediante transplante de médula Gsea estimuladas en cultivos
con IL-3 se demostré que la influencia de factores tisulares sobre un precursor
comun podria influir en el crecimiento de todos los tipos de células cebadas
maduras y diferenciadas. (cuadro 3)

Se ha identificado que numerosas citocinas influyen en la expresién /n vitro de las

proteasas en la poblacion de células cebadas maduras encontradas en higado y
bazo.Cas(ells,ZOOO

1.4.7 Migracién de la célula cebada

En pacientes con rinitis alérgica se observd una modificacién en la distribuciéon de
células cebadas, antes de [a estacién de “polen” presentaban células en el tejido
conectivo de la mucosa nasal, pero durante la estacién de “polen”, ocurrié un
incremento de células cebadas en el epitelio que se encuentra en intimo contacto
con la superficie nasal, sin embargo, el nimero total de células no sufrié cambio
indicando que el alergeno motivé ia migracion de las mismas.

Por otra parte, en ratones infectados con trichinella spirallis se observa que las
células cebadas secuencialmente expresan diferentes proteasas conforme van
apareciendo progresivamente en la submucosa del intestino, Iamina propia y en el
epitelio de la mucosa segun la intensidad de la infeccion; ya en la recuperacién de
la enfermedad la célula cebada migro a Ia vellocidad y a la submucosa y alterd su
fenotipo de proteasa para reacomodarse a el especifico fenotipo del tejido. Queda
claro entonces que la célula cebada puede alterar reversiblemente el fenotipo de
sus granulos, pero no hay estudios disponibles que indiquen que estructuras de la
membrana estdn directamente involucradas en la migracién, y que ligandos actian
directamente en ello.¢"20% | a5 integrinas de la familia p2 estan involucradas en
interacciones célula-célula en la migracién a través del endotelio.Mo-2002}
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1.4.8 Moléculas de adhesién

Los fenotipos de las células cebadas son influidos por factores tisulares que
afectan no sélo la expresidn de las proteasas de los granulos y los mediadores de
membrana sino también, la expresidn de moléculas de superficie. Las moléculas de
superficie y adhesién celular que median la unién de la célula cebada a la matriz
proteica extracelular, son factores importantes durante la diferenciacién, migracién
y arribo de la célulat™or2002.),

En el tejido conectivo la célula cebada interactia con la matriz extracelular proteica
o sea fibronectina, laminina y vitronectina y residentes celulares como los
fibroblastos. La adherencia de la célula cebada a los fibroblastos es en parte
mediada por fa interaccion de la membrana y el SCF junto con el receptor c-kit. La
célula cebada se adhiere espontaneamente a la vitronectina, pero necesita la
activacién del FcRI para adherirse la fibronectina y laminina (C3stels 2000)  5q
integrinas B1 median adhesidn a proteinas de la matriz extracelular e inducen
activacion de genes importantes en inflamacion(M°ra.2002)

1.4.9 Receptores de activacién (FcRI y FcgRIII)

La activacion de la célula cebada puede darse por la agregacion de FcRI con la IgE
y el antigeno pero, la IgG también tiene la capacidad de activar a la célula cebada.
La naturaleza de los receptores. de membrana FcgR presentes en las células
cebadas muestran afinidad baja sobre IgG; los receptores FcgRIIbl, FcgRIIb2 y
FcgRIII son especificos para 1gG1, IgG2a e IgG2b, sin reaccién cruzada con IgE.
Estos receptores estan compuestos de 3 cadenas transmembranales, una alfa y 2
gamma. La funcién de estas cadenas asociadas es fundamentalmente acoplar los
receptores para que se originen sefiales que permitirdn la fosforilacion de las
cinasas; cuando los receptores son ocupados y se propaga el flujo de sefiales se
comprometen substratos especificos, ocurre entonces la liberacion de los

granulos,&ste*s:

1.4.10 Receptores de inhibicién (FcgRII)

Al interferir la funcién de la IgG, ocupando los dominios de unién de fa FcRI con la
1gG, la FcgRII evita la liberacion de serotonina, esta unién puede ser reversible al
romperse la unién con la molécula FcgRIl, ademds se ha descubierto una
subfamilia de glucoproteinas denominadas gp49A, gp49 B1 y gp49B2 que al unirse
con la FcRI inhiben la exocitosis de mediadores. . 2000

10
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CMH clase I1.

El CMH clase II se requiere para presentar el antigeno al linfocito T por el
macrdfago y generar una respuesta de la célula T cooperadora (Tc).

La expresidn del CMH clase II por la célula cebada depende de su estimulacién
primaria por el lipopolisacarido (LPS) y secundariamente a la exposicion de IL-3, el
Tc induce la produccion de IL-2 por la célula cebada, se sabe que anticuerpos anti-
CMH II se puede evitar esta funcién, esto se ha visto en células de linfoma B,
gggg)rﬂriendo con la apropiada estimulacién entre linfocito Tc y célula cebada‘®ets:

Sintesis de IgE y el ligando CD40L.

Para que los linfocitos B produzcan IgE, se necesita la recombinacion de cadenas
pesadas, para que esta recombinacion ocurra son necesarias las citocinas IL-4 e
IL-13 y la interaccion directa con Cd40L, las citocinas pueden provenir de las
células cebadas en ausencia de linfocito Tc, esto ha demostrado respuesta en
células cebadas en pulmén, sitios donde hay alergias e inflamacion(Castels: 2000)

1.4.11 Participacién de la célula cebada en asma

Las células cebadas son, en orden cronolégico, las primeras células efectoras y se
presentan como iniciadoras, ampliﬂcadoras y causantes de la progresion de las
reacciones inflamatorias alérgicas(Hoeate. 1999)

EL Asma es una enfermedad alérgica, de tipo inflamatorio de las vias aéreas del
pulmén, caracterizada por broncoconstriccion, hipersecrecion de moco e
hiperreactividad de la musculatura lisa frente a distintos estimulos no solo
especificos ( el alérgeno al cual el sujeto estd sensibilizado) sino también no
especificos ( agentes diversos como el aire frio, ejercicio).

Las constricciones intermitentes de las vias respiratorias dan los tipicos sintomas
asmaticos: respiracién dificuitosa, a intervalos mds cortos y jadeo, presién en el
pecho y tos. Al final, y con el paso del tiempo, los bronqulolos se fibrinizardn
limitandose asi el flujo aéreo lo cual puede llegar a ser cronico. Mo 1999,

La Alergia es el factor de mayor riesgo para el desarrollo del asma: el 90% de los
asmaticos son atopicos ademds de la existencia de un amplio nimero de estudios
epidemiolégicos que demuestran una fuerte correlacion entre asma y niveles de
IgE en suero. Basandose en ello, la inhalacion del alérgeno conduce a toda una
cascada de eventos secuenciada en el tiempo lo cual hara posible dividir al asma
en distintas fases.

Quizas las mas potentes células presentadoras de antigeno en el pulmén sean las
células Dendriticas residentes en la mucosa bronquial, entre el tejido subepitelial
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de la mucosa respiratoria y el mismo epitelio bronquial. La consecuencia del
encuentro e Ingestion del alérgeno por parte de la célula dendritica iniciara la
primera fase del asma: |a fase aguda o fase reactiva inmediata ( "early phase
reactlon")(ﬂolgale, 1999)

La expresion de estas moléculas en la célula dendritica, hard que cada vez esta
célula adquiera mayor capacidad presentadora, exprese mas FcRI en su superficie
(receptor de alta afinidad para IgE) e inductora del fenotipo Th2.

Este mayor nivel de IgE en suero hard que un mayor numero de moléculas de IgE
alcance los receptores de alta afinidad para IgE presentes en la superficie de las
células cebadas localizadas estratégicamente en la zona fronteriza entre el entorno
exterior y el interior del pulmon, distribuidas por el tejido conectivo y situadas
adyacentemente a los vasos sanguineos y linfaticos, debajo de las superficies
epiteliales de las vias respiratorias. Todo hace que el alérgeno sea captado por
esta IgE mas eficazmente, activando asi a la célula cebada y conduciendo a su
degranulacién, liberacidn de distintos mediadores y sintesis de nuevos. La
liberacién de mediadores es lo que origina Ia fase reactiva inicial('92te. 1999

Las células cebadas son, en orden cronoldgico, las primeras células efectoras y se
presentan como iniciadoras, amplificadoras y causantes de la progresion de las
reacciones inflamatorias alérgicas debido a la liberacién de citocinas.

Pero a las 4-8 horas después del encuentro con el alérgeno se entra en esta
siguiente fase cuyas principales caracteristicas son el edema perivascular en las
vias aéreas, taponamiento por exceso de mucus y presencia de linfocitos tipo Th2
activados (HLA-DR incrementado) con expresion de VLA-4 también incrementada.
Estas Th2 van a ser la principal fuente de citocinas de esta fase y serdn las
responsables directas del reclutamiento sostenido y 1a activacion de los eosindfilos,
segundas células efectoras en orden cronoldgico, y de todo el infiltrado celular
compuesto por monocitos, neutréfilos, plaquetas y mas linfocitos T. Realmente los
linfocitos Th2 van a actuar aqui como los auténticos directores de las células
efectoras, las Th2 juegan un importantisimo papel en el reconocimiento del
alérgeno: a partir de aqui inducirdn la sintesis de IgE especifica, la cual serd
captada por los receptores FceRI de la superficie de la célula cebada que se
activard estallando en una liberacion de mediadores...repitiéndose el ciclo,
incrementdndose la concentracion de todos los mediadores y amplificindose y
perpetuandose la inflamacignttot 1999

1.4.12 Actividad de la célula cebada en presencia de bacterias

Las actividades de la célula cebada son numerosas, debido a que posee gran
cantidad de mediadores (Cuadro3) que intervienen en funciones cardiopulmonares,
en anafilaxia, orquestando la respuesta inmune, ayudando directamente al CMH
clase II, en el proceso de inflamacién, secrecién de sustancias, vasodilatacién,
contraccidn de musculo liso. Pero en este trabajo interesa abordar la actividad que
realiza la célula cebada en presencia de una bacteria.(Mankavel, 1997)
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La célula cebada puede ser activada por una gran cantidad de bacterias gram
positivas y gram negativas, se han hecho ensayos /n vitro e in vivo en los que se
ha observado la liberacién de histamina en presencia de bacterias, en la actualidad
se conoce un receptor monosilado que provoca una estrecha union entre la célula
cebada y el patogeno pulmonar Klebsiella pneumoniae y otros patégenos que
expresan fimbrias en su superficle, y es el gen fimH que induce la unidon.
Adicionalmente a esto la célula posee receptores que pueden unirse a la bacteria
tales como FceR, Fey y CR3, que potencialmente facilitan la activacion de la célula
cebada cuando !a bacteria esta cubierta con IgE’, IgG°, o moléculas del
complemento. Algunas toxinas o componentes de la membrana bacteriana, pueden
activar a la célula, en este caso no es necesario un intimo contacto con la bacteria.
Como efecto de estas relaciones ocurre la liberacién de mediadores que tienen
actividad de repercusion en todo el organismo,(Thankavel, 1997)

Cuadro 3 .
Mediadores de la célula cebada y su efecto fisiolégico /n vivo
MEDIADOR [EFECTO BIOLOGICO
Mediadores presentes
Histamina Incrementa la permeabilidad vascular, la

contraccién de musculo liso, la fibrosis pulmonar
y |3 quimiotaxis hacia los eosindfilos.

Serotonina Causa rapida contraccion de mdsculo liso e
incrementa la permeabilidad vascular.

Proteasas séricas Reparacion tisular, accién fibrinolitica, activan la
procolagenasa y _broncoconstriccion.

Heparina Anticoaguiacion inhibe la funcion de las

plaquetas, inhibe la activacién de los linfocitos,

coadyuva a el incremento vascular e incrementa

la permeabilidad vascular.

TNF-a Atrae y activa a los neutrdfilos y atrae

eosindfilos, anorexia y caquexia.
Meadiadores liberados en ia

daegranulacidédn

Metabolitos del dcido araquidénico.

Leucotrienos.- Slow Reactin Substance (SRS) Sustancia de reactivacién retardada,

son liberados por interacciones seroldgicas con IgE e IgG en ia membrana.

LTC4 Vasoconstriccion, incremento en la secrecién de
mucina, incremento en {a permeabilidad
vascular, .

LTB4 Quimiotdxis para neutrdfilos y eosindfilos,

permite la adhesién de los leucocitos a las
células endoteliales.

PGD; Broncoconstriccion, vasodilatacién, inhibicion de
la agregacion plaquetaria, incrementa la
permeabilidad vascular.

TXB; Agregacion plaguetaria.
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Factor Activador "de Plaquetas|Es de 100 a 1000 veces mds potente que la
(PAF) - ) histamina, contrae musculo liso y altera la
) permeabiiidad vascular.

: Cilitocinas
TNF-a . Quimiotéxis para neutrofilos, aparecen
posteriormente a un estimulo bacteriano,
piégeno, emaciacién y anorexia.

IL-1 Activacion linfocitaria, estimulacién de los
macréfagos, pirexia.

-2 Proliferacion y diferenciacion de células T,
activacion de linfocitos citotdxicos.

IL-3 Proliferacion y diferenciacion de células cebadas.

IL.-4 Incrementa la produccion de IgE, la

proliferacién de fibroblastos, proliferacion de
células cebadas, expresion del complejo mayor
de histocompatibilidad clase II.

IL-S Diferenciacion y activacién de los eosindfilos.

IL.-8 Quimiotdxis a neutrofilos, formacion de
superdxidos, aumento transitorio de calcio
celular.

IL-12 Induccion de el IFN-y.

IL-13 Incrementa la produccion de IgE, la

proliferacion de los fibroblastos, proliferacién de
células cebadas expresion del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad clase II.

Soman, N. 1597,

La célula cebada a través de estos mediadores tiene la capacidad de activar y
modular las diversas lineas de defensa del hospedero en el pulmdn durante el
ataque bacteriano,(Thankavet, 1997)

1.4.13 Fagocitosis y eliminacién de la bacteria por la célula cebada

Adicionalmente a la liberacién de los mediadores quimicos, la célula cebada tiene
la capacidad de englobar y digerir a la bacteria opsonizada, esto se demostro en
un modelo con Klebsiella pneumoniae, que expresa la adhesina FimH, permitid la -
observacién (Figura 1) de la célula cebada interactuando con |a bacteria, 1a célula
cebada ondula su membrana e introduce graduaimente a la bacteria dentro de
vesiculas, en promedio la total internalizacion ocurre en 20 minutos. Una vez
dentro de la célula, la bacteria reduce su viabilidad hasta en un 50%
aproximadamente en una hora, la célula cebada efectivamente tiene un efecto de
lisis. El nimero de células cebadas que fagocitan bacterias en el sitio de infeccién
es pequeiio comparado con otras células fagociticas, por tanto su contribucién es
minima, sin embargo, es posible que la célula cebada juegue un papel dentro de la
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inmunidad anslogo al de la célula dendriica®™>™: %), Estas células se localizan en
diversos sitios del cuerpo, talsmman,viasmplmlas piel y aparato
gennnuﬂnado,suﬁmda\pdnd?als presentar el antigeno a los linfocitos T
virgenes mediante CMH [("r=-2002
AparﬂrdeaqmsegeneranllnfbdtnsTdumxloosenrspu&aabsarﬂgems
. Existen reportes de que las integrinas p2 participan en la fagocitosis.

Figural

E. coll adherides a ks superficie de MMC enel deis 6n y “RufMing”

(Mora, 2002.)

Para determinar la actividad de la céiula cebada en una infeccion pulmonar, se
levd a cabo un experimento en ratones genéticamente deficentes en céiuld
cebada (W/Wv) y en controles normales (+/+), desaflados con el patégeno
Klebsiela pnewnonide. 6 horas después de la inoculacién intranasal cada grupo de
ratones fue sacrificado, se removieron los pulmones asépticamente y se
procesaron para determinar el nimero de bacterias sobrevivientes. Bl nimero de
bacterias viables por puimén (W/Wv) fue al menos 10 veces mis ako que el
correspondiente a (+/+), o que implica que la deficdenda de células cebadas imita
Ia habilidad del animal para eliminar la infecdén. En ratones (W/Wv) reconstituidos
con células cebadas y sometidos al mismo proceso, como la pobladén (+/+). Al
niauscopbseobsavamoéldasoebadasendpaténqdmapdmona,enbs
Wbbsmddaﬂagodebsmmyakededordelasmlas

Lacélulaoebadaﬂenemedladusqueahaennaﬂéﬁlos uno de ellos es el TNFa,
en &) mismo estudio con K. pneunonide se observé el comportamiento de este
mediador con un pico de neutréfilos que migraron durante las 6 horas que durd el
Weawlmenm lomst.nelrﬂcaquelaoéhlaoebadapuedemoduaresa

TESIS CON "
FALLA DE ORIGEN
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La célula cebada tiene actividad broncoconstrictora durante el asma, sin embargo
tiene otras funciones patofisiolégicas en el organismo, es decir, durante la
interaccién con la bacteria puede contribuir a las secuelas de una infeccion. los
mediadores pro inflamatorios TNFa y los superdxidos aniénicos son beneficiosos
para el hospedero porque promueven la llegada de los neutrdfilos y son
bactericidas, pero ademas, si son liberados en cantidades excesivas y en tiempo
inadecuado, provocan que el patdgeno evada o resista la respuesta inflamatoria y
utilice a su favor la agresiva carga de la célula cebada, diseminandola
indiscriminadamente causando un dafio mayor en el tejido.(Thankavel,197)

En el presente trabajo se intentd demostrar la influencia de Mycoplasma
hyopneurmoniae sobre la migracion, presencia y degranulacion de la célula cebada.

Mediante la tincién de azul de toluidina que tiene la caracteristica de hacer
evidente la metacromacia que es el cambio de color de un colorante catiénico (azul
de toluidina), sobre sustancias de peso molecular elevado, las sustancias que
sufren metacromasia son los mucoplisacdridos de las células cebadas adquiriendo
un color rojo mientras que los demds tejidos permanecen azules, 2" eo™ 1957
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2. OBJETIVO.

Determinar la presencia de células cebadas en cerdos después de una
infeccién experimental con Mycoplasma hyopneumoniae

‘17‘
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3. METODOLOGIA

Este trabajo se derivd de una investigacion sobre los efectos de la infeccidn
experimental con Mycoplasma hyopneurnoniae X la respuesta inmune, de manera
que se procesaron para estudio histopatolégicot“Ppendint 2000} hlaques de parafina de
pulmén de los cerdos experimentales para continuar la investigacion.

3.1 Material Biolégico

1, Se utilizaron animales entre 4 y 6 semanas de edad de una granja ubicada
en el Municipio de Zumpango, Estado de México, productos de hembras de
mas de tres partos o de 2 afios de edad. Los cerdos eran negativos
serolégicamente a Mycoplasma  hyopneumoniae, Actinobacillus
pleuropneumoniaey Pasteurella multociaa.

2. Indculo de la cepa 194 de Mycoplasma hyapneumon/ae en una suspension
de 10 ml con un titulo de 10* UCC/ml.

3.2 Grupos experimentales y diseiio experimental

Se formaron seis grupos experimentales de 2 cerdos inoculados, de 4 semanas de
edad cada uno, los cerdos se mantuvieron en adaptacién y observacion durante
una semana antes de iniciar el experimento. Se tuvieron aislados en el Bioterio de
la Unidad de Posgrado de la FES Cuautitidn (U.N.A.M.) los grupos formados fueron
sacrificados cada 4 dias, del 0 hasta el dia 20 post infeccién, que es el periodo
aproximado de desarrollo de la enfermedad (Cuadro 4).

Cuadro 4
Relacién de sacrificio: Grupos/dias

Grupo 1 Grupo II Grupo 111 Grupo IV Grupo V Grupo VI
Dia 0 Diad4 | Dia8 Dia 12 Dia 16 Dia 20

A cada lechdén del grupo inoculado se le administré una suspension de 10 ml de
Micoplasma hyopneumoniae cepa 194, con un titulo de 10* UCC/mi por via
endotraqueal con una sonda nasofaringea, para lo cual el cerdo fué previamente
sedado con azaperona (2mg/kg peso por via intramuscular) y anestesiado con
clorhidrato de metomidato (1.5 mg/kg, peso via intravenosa). El dia de la
inoculacion se designé como el dia 0. Los lechones fueron observados diariamente
y se les tomd la temperatura por via rectal por la mafiana y se observaron signos
respiratorios como tos y disnea en agitacién. Se sacrificaron 2 cerdos al azar cada
4 dias (dia 0, 4, 8, 12, 16 y 20) mediante el

uso de los mismos medicamentos mencionados y exsanguinacion. Se obtuvieron
los pulmones asépticamente.
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Como grupo control se tomaron los pulmones de 6 cerdos negativos a Mycop/asma
hyopneumoniae, de 6 semanas de edad que no presentaron signos respiratorios y
fueron normales al ser sacrificados (CuadroS).

Cuadro S5
o _ Distribucién de animales en grupos
GRUPOS EXPERIMENTALES

Grupos 1 11 ) § ¢4 v v vI
Dia de 0 4 8 12 16 20
sacrificio
Infectados 2 2 2 2 2 1
control 1 1 1 1 1 1

Los cortes se sometieron a 1a tincién de azul de toluidina; durante 20 minutos
slempre debieron estar himedos.

El excedente de colorante se eliminé con alcohol metilico absoluto, finalmente se
montaron y se aclararon con resina, de esta manera se conservan por tiempo
indefinido en excelentes condiciones.

Se observaron al microscopio con el objetivo 40X para observar la presencia de las
células cebadas, que se reconocieron por la metacromasia de sus granulos, como
control positivo de la tincidn se tomd la metacromasia de la sustancia fundamental
del cartilago debida al sulfato de condroitina.

Se cuantificd por tres observadores independientes, 1a cantidad de células cebadas
en el parénquima pulmonar subyacente y en los bronquiolos (con un didmetro
entre 160-320p en promedio). En el parénquima se determind un campo (480y),
se contaron las células, posteriormente se avanzd la platina y en donde quedo el
nuevo campo se hacia el siguiente el conteo. Se contaron las células cebadas en
10 campos de parénquima pulmonar subyacente por corte.

los bronquiolos se escogieron por medio de observacién panordmica con el
objetivo 10X, posteriormente ya seleccionados se observaron con el objetivo 40X y
se hizo el conteo en el perimetro, contando 10 bronquiolos por corte, registrando
su diametro

3.3 Método estadistico

A los resultados obtenidos se les realizo:
» Medidas de tendencia central (media mediana moda)
» Medidas de desviacién (desviacién estdndar y varianza
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4. RESULTADOS
En total se obtuvieron 17 laminillas, 11 de cerdos infectados y 6 de cerdos testigo

(Cuadro 6).

Cuadro 6
Relacién de cerdos y laminillas con el dia de sacrificio

Dia Grue Cerdos Testlaos No. Cerdo | Cerdos inoculados
0 1 Laminiila CC1 1 Laminifla C1
2 Laminilla C2
4 i Laminilla CC2 3 Laminilla C3
4 Laminilla C4
8 1 Laminilla CC3 5 Laminilla CS
6 Laminilla C6
12 v Laminiila CC4 7 Laminilla C7
8 Laminilla C8
16 Vv Laminilla CC5 9 Laminitla C9
10 Laminitla C10
20 \ Laminilla CCé 11 Laminilla C11

La distribucion de las células en el tejido puimonar siguié ciertos patrones. )
En el arbol bronquial, las células cebadas fueron escasas a nivel de bronquios, se
observaron escasas en la submucosa, en el conectivo relacionado con las gldndulas
mucosas (ver figuras,2,3,4, y5)

El ndmero de células se incrementd en los bronquiolos y se observaron principaimente en el
limite entre el tejido conectivo externo y la capa muscular, aunque algunas células fueron
observadas en la mucosa bronquiolar. Se presentaron células en el conectivo de pleura y
septos interlobulares, en algunos casos en aparente relacién con vasos linfaticos.

No se observaron células asociadas al BALT, ni en vasos sanguineos de grueso calibre como
las ramificaciones de la arteria pulmonar ni las bronquiolares; sin embargo, fueron notorias
en la parte externa de la capa muscular de vénulas, finalmente se observaron células en los
septos alveolares.

Se observaron bronquiolos que tenian un didmetro entre 60 y 320 micras, sin embargo el
promedio de fue de 190 micras, con una media y una mediana de 160 micras, cabe hacer
mencién que en los bronquiolos de didmetro pequefios se observaron mas células cebadas,
ademads las vénulas adyacentes también presentaban hasta 3 células en su periferia,
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Tres observadores independientes realizaron por separado lecturas de cada una de las
laminillas, dichas lecturas se promediaron con el fin de cruzar los datos obtenidos en una
grafica,

Los grupos resultantes tenian una cantidad reducida de individuos, por tanto no fue posible
insertario en un programa estadistico, la informacién fue cruzada con el fin de crear una
base de datos en la cual se pudieran tomar en cuenta las variables de bronquiolo,
parénquima y tiempo ademads de obtener las graficas en el programa Excel.

Se cred un promedio con las cuentas totales de los 2 cerdos infectados por dia de
sacrificio; con el fin de enfrentarios con el cerdo control.

Quedando de la siguiente manera:

Cuadro 7

Promedio de las tres lecturas lMientes
I
| Cerdos Parénquima
. _
'r_lnfectados
Control no infectado

Infectados
Control no infectado

olos

Infectados
Control no infectado
1 2 Infectados
Control no infectado
1 6 Infectados
Control no infectado

Infectados
20 Control no infectado
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cuadro 8

Estadisticas descriptivas de las células cebadas cuantificadas en bronquiolos de cerdos infectados y control
Tiempo Tratamiento Media y Desviacion estandar Numero de campos
0 Infectado 1.150+/-.474 10
4 Infectado 1.3504/-.626 10
8 Infectado 3.650+/-.709 10
12 Infectado .650+/-.530 10
16 Infectado 1.600+/-.810 10
20 Infectado 4.600+/-1.174 10
0 Control 3.100+/-2.079 10
4 Control .700+/-.675 10
8 Contro} 1.300+/-.675 10
12 Control .700+/-.823 10
16 Control 1.100+/-.876 10
20 Control .700+/-.483 10
cuadro 9
Estadisticas descriptivas de las cblulas cebadas cuantificadas en parénquima de infectados y control
Tiempo Tratamiento Media y Desviacion estandar Numero de campos
0 Infectado 2.500+/-.667 10
4 Infectado 1.350+/-.709 10
8 Infectado 8.400+/-.876 10
12 Infectado 1.550+/-.864 10
16 Infectado 8.200+/-2.188 10
20 Infectado 16.600+/-1.713 10
0 Controt 5.600+/-1.430 10
4 Control 2.200+/-919 10
8 Control 1.300+/-.675 10
12 Control .600+/-.699 10
16 Control 1.800+/-919 10
20 Control 2.400+/-1.075 10
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5. DISCUSION

Se identificaron células cebadas por la reaccion metacromatica de sus granulos,
técnica que se considera aun, como la mas adecuada para identificar estas
poblaciones celulares, aunque obviamente no distingue entre las diversas
subpoblaciones ya identificadas (Castells, 2000) y con ia limitante de que no
permite observar las células degranuladas presumiblemente “activadas”.

Este trabajo forma parte de un estudio acerca de la influencia de M.
hyopneurmoniae sobre la respuesta inmune celular, un trabajo previo demostré la
dinamica de linfocitos T con marcadores™ y “ | en este trabajo las célufas T
se encuentran en mayor numero alrededor de bronquios y bronquiolos y en el dia
8 post infeccion se observé su incremento, al mismo tiempo %4 e ocurrid activacion
del tejido linfoide asociado a bronquiolos (BALT) y céiulas T<™ se encontraron en
la luz de bronquios y bronquiolos©V% 2% | a5 células T™® se encontraron en todo
el tejido, alrededor de los vasos sanguineos y en mayor nimero comparadas con
las céfulas TCO* (Cruz. 2000)

[sto2) CDB;

La célula cebada presenté un comportamiento similar al de los linfocitos y
observandose en los bronquiolos, alrededor de los vasos sanguineos y cerca del
BALT. E! incremento de células cebadas con una dinamica semejante a 1a de los
linfocitos ®* y “®, sugiere que o bien los mismos mecanismos que reclutan a los
linfocitos reclutan a las células cebadas o que el incremento de células T y la
mayor presencia de sus mediadores (linfocinas), estimula a los precursores de las
células cebadas. Se ha descrito una asociacion entre las células cebadas dentro y
alrededor del epitelio respiratorio, los nervios y linfocitos de TiBenensiock, 1994) 5q¢
como su capacidad de producir citocinas con patrones de comportamiento
similares a las linfocinas producidas por los linfocitos Th? (Encke, 1985,

El patdgeno (M. hyopneurnoniae) puede inducir la presencia de células cebadas al
estimular directamente su reclutamiento o al inducir mecanismos inmunes y/o
inflamatorios con este efecto, estudios recientes demostraron que la célula cebada
tiene la capacidad de moduiar la respuesta inmune innata hacia las bacterias gram
negativas, por medio de la fagocitosis, procesando y presentando antigeno a los
linfocitos T{Malaviva, 2001)

Por influencia de un alergeno, las células cebadas que se encuentran en el tejido
conectivo migran hacia e! epitelio, sin embargo, el nimero total de células no se
lncrem?nta las celulas simplemente se posicionan en espacios adecuados a su
funcign(©s

Los resultados cuantitativos indican que las células cebadas en los cerdos
infectados aumentan conforme progresa la infeccion con M. hyopneumoniae, o
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que es mas, es mayor el numero de células en los bronquiolos, donde se muitiplica
el patdgeno, que en el parénquima puimonar adyacente. Por otra parte, los
controles no infectados inician con un numero superior al de los infectados
posteriormente |a respuesta baja y se mantiene en un mismo nivel hasta el final
del experimento, esto se debe posiblemente a que todos los cerdos fueron
inoculados el mismo dia y sufrieron las mismas condiciones de estrés, por el
método de inoculacién con sonda intratraqueal, para afirmar esta asociacion de
estrés con células cebadas hubiera sido necesario evaluar esta poblacién celular en
animales no manipulados.

En cuanto a la descripcidn histoldgica las células cebadas mostraron en su mayoria
morfologia ahusada, algunas se identificaron solo por su metacromacia, en otras
era posible ver sus granulos. En cuanto a su distribucién ia mayor parte de estas
células se observaron en los bronquiolos de menor tamaiio (60n) donde se
contaron hasta cinco células cebadas, en la capa muscular de algunas arteriolas y
vénulas se contaron tres CC y en el tejido conectivo de bronquiolos, algunas muy
cercanas al BALT pero nunca dentro de él. Los resultados indican que hay una
mayor distribucion de céluias cebadas en los bronquiolos con respecto al
parénquima. En un trabajo previo en bovinos las CC se encontraron principalmente
en el tejido conectivo de la lamina propia y en la muscular de la porcién
peribronquiolar, asi como en la muscular y adventicia de algunos vasos
sanguineos, en este caso los conteos de células cebadas, fueron hechos en
bronquiolos de Idbulos craneales de cada pulmdn y segmentos broncopulmonares
dorsales y ventrales de los Iobulos caudales, esta cuantificacién concluye que el
nimero de células cebadas en las distintas porciones de! pulmén es similar en
condiciones normalest™® 198 No se encontraron trabajos semejantes en cerdos y
los resultados de este trabajo no coinciden con lo observado en bovinos normales,
las diferencias pueden atribuirse a particularidades de cada especie, a la presencia
del patégeno o a una combinacién de ambas situaciones.



Conclusiones

6. CONCLUSIONES

Se analizd la respuesta de las células cebadas en la neumonia producida por la
inoculacion intratraqueal de Mycoplasma hyopneumoniae en cerdos convencionales
y se encontré:

¢ Hubo una diferencia numérica en la respuesta de las células cebadas, la cual
fue mayor en bronquiolos con respecto al tejido pulmonar adyacente.

« En el bronquiolo se encontré que los maximos niveles estadisticamente
significativos fueron los dias 8, 16 y 20 (p<0.05).

e Se observd en tejido pulmonar que los niveles estadisticamente significativos
fueron los dias 8 y 20 (p<0.05).

e De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, Mycoplasma
hyopneumoniae tiene 1a capacidad de provocar la migracion y reclutamiento de
células cebadas en los primeros dias de infeccién.

e Aparentemente, no existen reportes de la presencia y accion de la célula
cebada en el tejido pulmonar de cerdos en condiciones de infeccién.
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