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PREFACIO

La presente tesis fue iniciada a partir de su aceptacién como anteproyecto en febrero del
2001. Todo el trabajo experimental se llevé a cabo en el Departamento de Patologia del
Laboratorio Central y de Diagnéstico de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UANL. La investigacién se realizd con el apoyo monetario de PAICYT
(clave: SA587-01) y bajo el asesoramiento del Ph.D. Rafael Ramirez Romero, Ph.D.

Gustavo Hernandez Vidal y el Dr. Alfredo Wong Gonzélez.

Con relacion a este trabajo; cabe hacer notar que los antecedentes sobre células
cebadas son extensos; pero hay muy pocas investigaciones acerca de la densidad de éstas
en la reacciéon local de Shwartzman. Inclusive, la escasa bibliografia que existe sobre
este tema, no se pudo obtener debido a su antigliedad. Por lo tanto, podemos aseverar
que la informacién aportada a través de este proyecto es de las més recientes y de las

pocas en tratar la densidad de células cebadas durante la reaccién local de Shwartzman.

Cecilia Ramirez Herndndez
Agosto del 2002
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ABREVIATURAS

HCI Acido clorhidrico
CID Coagulacion intravascular diseminada
SCF Factor de la célula madre
TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa
g Gramos
H&E Hematoxilina y eosina
h Horas
pH fndice de acidez o alcalinidad
IL-1 Interleucina 1
IL-4 Interleucina 4
k Kilogramo
LPS Lipopolisacarido

Microgramos

Miligramos

2 Milimetros cuadrados

Hg

mg

ml Mililitros
mm

min Minutos
N

Normal



PMN

%

1: 10

Polimorfonucleares
Porcentaje

Uno en diez
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Este trabajo se elaboré con la finalidad de determinar la cantidad de células cebadas

presentes en el desarrollo de la Reaccidn local de Shwartzman. Se utilizaron 30 congjos
machos y hembras de la raza Nueva Zelanda con un peso mayor de 2.00 k al inicio del
experimento. Los animales se separaron aleatoriamente en dos grandes grupos con igual
nimero de individuos; a 15 de ellos se les indujo la reaccion local de Shwartzman en tanto
que el resto sirvieron como control. Subsecuentemente, con cada cinco animales de cada
grupo original se formaron 6 subgrupos a los que se les establecieron tres fechas de
sacrificio, dia uno, dia ocho y dia quilice. A los grupos Shwartzman se les inoculd 100ug de
lipopolisacarido de Salmonella typhimurium en cuatro sitios del dorso usando 0.1 ml de
solucidn salina para diluirlo; 24 horas después, se les volvi6 a inocular en la vena marginal
de la oreja con 100 pg de lipopolisacarido en 1.0 ml de solucidén salina como diluyente. Los
animales pertenecientes a los grupos control recibieron solamente solucién salina tanto en
piel como en vena. Al dia uno después de haber realizado la inoculaciéon endovenosa se
sacrificaron los grupos 1 y 2 (Shwartzman y control, respectivamente); al dia ocho los
grupos 3 y 4, y para el dia quince los grupos 5 y 6. Luego del sacrificio se tomaron las
cuatro dreas de piel y se partieron en dos para conservar la mitad en formalina al 10% vy la

otra mitad en solucién de Carnoy y teiiirlas



RESUMEN

con H & E y azul de Toluidina pH 0.5, respectivamente’A las laminillas tefiidas con el azul

de Toluidina se les tomé en cuenta para determinar la cantidad de células cebadas.

Los resultados demostraron que de los tres grupos a los que se les indujo 1a reaccion
de Shwartzman, el grupo 1 que se sacrificé en el primer diaé(fue el que tuvo una mayor
cantidad de células cebadas (415.00+287.29). Para el dia ocho (grupo 3) el nimero de
células decliné significativamente (62.70+63.09), y hacia la ultima fecha de sacriﬁcio (dia
quince) el grupo 5 tuvo una menor cantidad de células (14.00+3.51); este dltimo valor
similar a los grupos control 2, 4 y 6, con valores de 12.70+7.38, 11.80+£6.97 y 11.70+4.14,
respectivamente. Se concluye que las cé€lulas cebadas constituyen una poblacién celular
dindmica que se modifica conforme evoluciona la reaccién local de Shwartzman y que

estas células tienen una participacién preponderante durante el inicio del fendmeno.



] INTRODUCCION

La respuesta inflamatoria es considerada la parte mas compleja e importante de los
mecanismos de defensa innatos, necesarios para la supervivencia. La respuesta inflamatoria
puede ser inducida por agentes fisicos, quimicos y biolégicos. Diversas células
inflamatorias y mediadores flogisticos participan en la iniciacién y desarrollo de esta
reaccién tisular. Muchas de estas células tienen también una participacion relevante en la
instauracion de los mecanismos de defensa adquiridos, dependientes de la respuesta
inmune. Asimismo, la respuesta inflamatoria y la restauracion tisular estin intimamente
ligadas; muchos de los elementos celulares y los mediadores que participan en la
inflamacién también lo hacen durante la restauracién del tejido dafiado. Sin embargo,
ocasionalmente el desarrollo de la respuesta inflamatoria no tiene un curso favorable y en
muchas circunstancias el dafio tisular resulta desproporcionado provocando dafios

irreversibles e incluso la muerte (Slauson y Cooper, 1990; Cotran et al., 1999).

De manera muy simple durante el inicio de la respuesta inflamatoria aguda se

reconoce una fase inmediata de vasoconstriccion mediada por estimulos neurogénicos;



INTRODUCCION

posteriormente, ocurre una vasodilatacion sostenida que favorece la hiperemia, aunada a un
aumento de la permeabilidad. Estos eventos son mediados principalmente por substancias
vasoactivas como la histamina que son liberadas por las células cebadas y otros compuestos
derivados de los fosfolipidos de las membranas celulares. Subsecuentemente, la activacion
plaquetaria o la exposicion de la membrana basal activan los sistemas de coagulacion y
fibrinolisis, que a su vez inician los sistemas de cininas y del complemento. Estos sistemas
estan interrelacionados y se activan a si mismos reiteradamente. Asimismo, las cifocinas
producidas por células cebadas y macréfagos favorecen la expresion de moléculas de
adhesion tanto en células endoteliales como en neutréfilos. Estas condiciones facilitan la
adhesién firme y la migracion de los neutréfilos hacia el sitio del dafio para tratar de
resolver las condiciones que generaron la respuesta inflamatoria (Slauson y Cooper, 1990;
Cotran et al., 1999). En muchos casos el factor inicial de la respuesta inflamatoria son
agentes infecciosos. Los lipopolisacaridos (LPS, también conocidos como endotoxinas) son
compuestos derivados de la pared exterma de la bacterias Gram negativas y se les considera

los agentes inflamatorios mas comunes en la naturaleza (Rietschel y Brade, 1992).

La reaccién local de Shwartzman es un fenémeno inflamatorio experimental
inducido originalmente en la piel del conejo. Este fendmeno caracterizado por trombosis y
hemorragia semeja una reaccidn alérgica, pero es en realidad una respuesta inflamatoria
aguda en la que no participan los anticuerpos. La reaccién de Shwartzman depende de
citocinas, particularmente el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-0) y la interleucina 1 (IL-
1), liberadas por células sensibles a los lipopolisacaridos bacterianos. Los LPS bacterianos
son los agentes que inducen la reaccién de Shwartzman con mis consistencia (Ramirez-

Romero y Brogden, 2000).
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1.1 Justificaciéon

La reaccion de Shwartzman ha permitido entender la relevancia de las células inflamatorias
y sus mediadores en el desarrollo de la respuesta inflamatoria; sin embargo, queda ain
mucho por dilucidar. La participacién de las células cebadas, aunque se supone importante,

ain no ha sido determinada con precisiéon en el desarrollo de la reaccién local de

Shwartzman.
1.2 Hipétesis
Se supone que las células cebadas tienen una participacién relevante en las lesiones

inflamatorias inducidas por la reaccién local de Shwartzman y, por ende, su mimero variara

durante el inicio y la progresion de este fenémeno.

1.3 Objetivo

Determinar €l nimero de células cebadas durante el inicio y progresién de la reaccion local

de Shwartzman.



2 LITERATURA REVISADA

2.1 Reaccion de Shwartzman

La reaccioén local de Shwartzman se induce cuando se inoculan LPS en la piel (inoculacién
preparatoria) y posteriormente, 18 a 24 h después, la inoculacién se repite por via
endovenosa (inoculacién desenca&enante). Al poco tiempo después de esta 1ltima
inoculacién aparece un marcado eritema cutineo en el sitio de la inoculacion preparatoria.
Las lesiones més severas pueden acompafiarse de necrosis de la piel. Microscépicamente se
caracteriza por vasculitis, trombosis, hemorragia, infiltracién masiva de polimorfonucleares
(PMN) y necrosis. La reaccibn de Shwartzman también puede ser provocada
sistémicamente. Para la induccién del fendmeno por via sistémica se emplean dos
inoculaciones del LPS por via endovenosa. En la reaccion sistémica (reaccion de
Shwartzman generalizada) se observa trombosis de pequefios vasos sanguineos con
hemorragias adyacentes. La necrosis bilateral de la corteza renal y el edema alveolar son
lesiones tipicas de la reaccién generalizada (Milner et al., 1971; Freeman, 1979). Mas

recientemente se ha referido la induccién de un tercer tipo, la reaccién de Shwartzman
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univisceral. En este caso el LPS se¢ administra en el tejido u odrgano de interés y

posteriormente el desafio se administra por via endovenosa (Mori, 1981).

La reaccién de Shwartzman en todas sus modalidades ha permitido explicar la
patogenia de varias enfermedades de importancia en el hombre. Por ejemplo, la reaccién de
Shwartzman generalizada se considera equivalente del fendémeno de coagulacién
intravascular diseminada (CID), un fenémeno que se presenta en diversos esta;dos de
toxemia y sepsis (Robbins er al., 1981). La reaccion de Shwartzman también se ha
propuesto como el mecanismo patolégico dominante en diversos padecimientos tales como
la necrosis hepatica aguda, el sindrome de Waterhouse-Friderichsen, la colitis
pseudomembranosa, la necrosis pituitaria (Mori, 1981) y el sindrome respiratorio agudo del
adulto (Imamura et gl/., 1997). También se ha propuesto a la reaccién local de Shwartzman
como equivalente de las lesiones cutdneas que se presentan en las personas diabéticas
(Ramirez-Romero, 2001). Por ultimo, en medicina veterinaria se ha sugerido que la
reacciéon de Shwartzman es el mecanismo patoldégico que contribuye mayormente en la
generacion del severo dafio pulmonar que se presenta en la pasteurelosis neumoénica del

ganado bovino (Ramirez-Romero y Brogden, 2000).

En la reacciéon local de Shwartzman la participacion de los neutréfilos es
considerada imprescindible (Argenbright y Barton, 1992). La activacién del complemento y
la produccién de citocinas tales como TNF son un premrequisito (Beck et al., 1986; Movat
et al., 1987; Norman et al., 1996). Estos mediadores favorecen la expresion de moléculas
de adhesién y por ende la participacion de los neutréfilos (Argenbright y Barton, 1992). Sin

embargo, la participacion de las células cebadas se supone importante en la reaccién local
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de Shwartzman (Ramirez-Romero y Brogden 2000). Dado que el TNF se encuentra
preformado y almacenado en grandes cantidades en los grianulos de las células cebadas
(Malaviya et al., 1996; Iuvone et al., 1999), es probable que la fuente mayor de TNF

durante la reaccion de Shwartzman sean precisamente estas células.

2.2 Células Cebadas

Aunque las células cebadas han sido tradicionalmente asociadas con las severas
manifestaciones clinicas que ocurren en los fendmenos de hipersensibilidad, ahora se sabe
que estas células son imprescindibles para el desarrollo de la respuesta inflamatoria, la
restauracion tisular y la instauracién de la respuesta inmune (Metcalfe et al., 1997; Galli,
2000). Las células cebadas se encuentran principalmente en vias respiratorias, tracto
gastrointestinal y piel. Derivan de le; médula 6sea y son transportadas aun inmaduras por el
torrente circulatorio; posteriormente, luego de arribar a los diferentes tejidos, las células
cebadas maduran in situ bajo la influencia de condiciones tisulares especificas. Su
localizacién anatomica las hace pertenecer a la primer linea de defensa contra infecciones

(Metcalfe et al., 1997, Iuvone et al., 1999).

Las células cebadas han sido asignadas a dos categorias principales, células cebadas
mucosas y cé€lulas cebadas del tejido conectivo. Las primeras son células asociadas a los
epitelios respiratorio, urogenital e intestinal. En cambio, las células cebadas del tejido

conectivo se encuentran en la piel, la cavidad peritoneal, las capas musculares del intestino



LITERATURA REVISADA

y alrededor de los vasos sanguineos pulmonares. Esta clasificacién se ha basado en estudios

en ratones y por analogia también se ha empleado en humanos (Metcalfe et al., 1997).

Las células cebadas mucosas también difieren de las células cebadas del tejido
conectivo en sus funciones y caracteristicas. Por ejemplo, los granulos de las primeras
contienen una matriz de condroitin sulfato y muy poca cantidad de histamina. Estas células
son sensibles a los fijadores de formaldehido y requieren condiciones especiales.para su
fijaciéon y tincidn. Por el contrario, las células cebadas del tejido conectivo contienen
heparina en sus grianulos, grandes cantidades de histamina y son resistentes al
formaldehido. Las células cebadas mucosas son consideradas migratorias con una vida
media corta (40 dias) mientras que las células cebadas del tejido conectivo son fijas y su
vida media es larga (6 meses). La poblacion celular de las primeras se expande en eventos
mediados por linfocitos T en tanto que las del tejido conectivo son independientes de ellos
porque se encuentran en niimeros similares tanto en ratones desnudos (sin timo) como en
ratones convencionales. Se debe mencionar que existe una poblacién de células cebadas
que no puede incluirse en estas categorias y que las células cebadas mucosas pueden
convertirse en células del tejido conectivo y viceversa, dependiendo de las condiciones

tisulares especificas (Metcalfe et al., 1997; Welle, 1997).

El relevante papel de las células cebadas en la regulacion de la respuesta
inflamatoria ha sido perfectamente demostrado en ratones W/W". Estos ratones han sido
manipulados genéticamente y no poseen células cebadas. Los ratones W/#” son altamente
sensibles a los desafios bacterianos por via intranasal e intraperitoneal porque no presentan

una infiltracién adecuada de neutréfilos. Cuando estos ratones son reconstituidos con
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células cebadas de ratones normales soportan los desafios bacterianos. Estos efectos
protectores se han atribuido a la mayor infiltracién de neutréfilos dependiente de la
produccién de TNF producido por las células cebadas nommales (Malaviya et al., 1996;

Echtenacher et al., 1996).

Las células cebadas estan intimamente relacionadas con la progresion de la respuesta
inflamatoria. Durante las fases iniciales de la inflamacién las células se degranulaﬁ Yy por
ende se encuentran casi ausentes en los sitios de mayor dafio tisular (Cheville, 1994).
Posteriormente, en las fases tardias de la respuesta inflamatoria, las células cebadas
proliferan (Metcalfe ef al., 1997). Diversos padecimientos crénicos de la piel y del pulmén
en el hombre se caracterizan por una hiperplasia de células cebadas (Levi-Schaffer, 1995).
Recientemente se ha informado que las células cebadas pricticamente desaparecen en las
4reas de necrosis y hemorragia inducidas por una incisién quirirgica; sin embargo, cuando
la lesion evoluciona (14 dias), las células cebadas proliferan en compaiiia de tejido
conectivo fibroso. Es importante mencionar que la proliferacién de las células no se debe a
una replicacion in situ sino. a un mayor reclutamiento de células inmaduras circulantes
(Trautmann et al., 2000). Una situacién similar podria presentarse durante la iniciacién y

progresién de la reaccién local de Shwartzman.



3 MATERIAL Y METODOS

3.1 Agrupacion de los Conejos

Se utilizaron treinta conejos (machos y hembras) Nueva Zelanda del Bioterio de Fisiologia
de 1a Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo Lebn, con los cuales se

formaron seis grupos de cinco miembros cada uno, tal y como se muestra en la siguiente

tabla.
TABLA 1
ORGANIZACION DE LOS GRUPOS Y SUS TRATAMIENTOS
Dias de sacrificio
1 dia 8 dias 15 dias
Grupos Grupo 1 Grupo 3 Grupo 5
Reaccién de
Shwartzman

Grupos Control |Grupo 2 Grupo 4 Grupo 6
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3.2 Manejo de los Conejos

El manejo de los conejos fue igual para todos. Los animales se adaptaron a jaulas
individuales y se les proporcioné alimento comercial (Purina) y agua ad libitum. Por lo
menos una vez a la semana se les dio verdura fresca como suplemento. Se esperé a que
alcanzaran un peso mayor a los 2.00 k para empezar a trabajar con ellos. Por principio se
les depilé el Area del dorso para delimitar los sitios de inoculacion intradérmica, tal y como
se muestra en la Figura 1. Se les dej6é descansar por un dia en caso de que hubieran sufrido

algin traumatismo durante la depilacién.
3.3 Induccion de 1a Reaccion Local de Shwartzman

Los animales a los cuales se les 1;r0voc6 la reaccién local de Shwartzman se les tranquilizo
utilizando xilacina (Fort Dodge) con una dosis de 7 mg/kg via intramuscular para hacer mas
facil su manejo. Luego de esperar a que hiciera efecto el tranquilizante se les inoculd
intradérmicamente lipopolisacarido de Salmonella typhimurium (SIGMA) en cuatro sitios
del dorso p;'eviamente depilados. En cada 4rea se inoculé 100 ug de lipopolisacarido
utilizando jeringas de insulina y como diluyente 0.1 ml de solucién salina. A las 24 h de
haber inoculado en piel, nuevamente se tranquilizé a los animales para inocular en la vena
marginal de la oreja (via endovenosa) la cantidad de 100 pg de lipopolisacarido diluidos en
1.0 ml de solucién salina. A los conejos de los grupos control se les hizo exactamente el
mismo manejo para inocularlos, s6lo que a éstos se les administré solucién salina sin el

lipopolisacarido, tanto en la piel como sistémicamente.

10
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< Inoculacion Desencadenante
(endovenosa, 100 ug LPS)

Ala B/

Inoculaciones Preparatorias
(intradérmicas, 100ug LPS c/u)

W |

AR

ah

C/e D/d Py

o/d

Formalina
H&E

FIGURA 1. Sitios de Inoculacién, Coleccién y Proceso de Ias Muestras. Cada uno de los
sitios de inoculacién cutdnea se dividié en dos (A/a, B/b, C/c, D/d) para fijarse y procesarse de
manera diferente. Un grupo de éstos (A, B, C, D) se fij6 en formalina al 10% amortiguada y se
tifieron con H & E. Los otros se fijaron en Carnoy (a, b, ¢, d) y se tifieron con Azul de Toluidina.
Cada laminilla incluy6é dos secciones. De esta forma, se obtuvieron cuatro laminillas de cada
animal que incluyeron dos secciones de piel cada una; dos de ellas tefiidas con H&E y las otras

dos teflidas con Azul de Toluidina.

11

Carnoy
Azul de
Toluidina
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3.4 Sacrificio de los Animales

Después de la inoculacion endovenosa se sacrificé a los animales de acuerdo al dia que les
correspondia. Para llevar a cabo esto se volvieron a tranquilizar a los conejos con xilacina y

se les administré una sobredosis de pentobarbital (Aranda).
3.5 Manejo de las Muestras

Inmediatamente después de la muerte de cada conejo, se tomaron cada uno de los sitios de
piel inoculados. Estos se dividieron en dos, para asi obtener dos muestras de cada sitio. Dos
muestras fueron fijadas en formalina al 10 % amortiguada en tanto que las otras dos se
mantuvieron refrigeradas en solucion de Camoy (Figura 1). Las muestras fijadas en
formalina se mantuvieron a tc':mperatura ambiente durante 72 h para posteriormente
continuar el proceso rutinario en el histoquinete. Las muestras fijadas en Carnoy se
mantuvieron 24 h en refrigeracién y luego se hicieron dos enjuagues en alcohol absoluto
con intervalos de una hora (Thompson, 1966), para finalmente mantenerse en alcohol de 80
% hasta su broceso en el histoquinete a partir del alcohol correspondiente. Las muestras
fijadas en formalina se procesaron rutinariamente y se tifieron con H & E. En el caso de las
muestras fijadas en Carnoy, éstas se tifieron con azul de Toluidina (Merck) pH 0.5. El
colorante se prepard de la siguiente manera: Se pesaron (.5 g de azul de Toluidina y se
diluyeron en 100 ml de una solucién de acido clorhidrico (HCl) 0.5 N, a la cual se le
acidific6 hasta obtener un valor de pH de 0.5. Las laminillas en las que se montaron estas

pieles fijadas en Camoy fueron previamente lavadas en 400 ml de una solucién 4cido-

12



alcohol (396 ml de alcohol al 70 % y 4 ml de acido clorhidrico). Las laminillas se dejaron

secar por un dia cuidando que no les cayera polvo para después empaparlas en Poly L
Lisine (SIGMA) preparada 1:10 con agua desionizada. Luego de montar las pieles en las
laminillas tratadas, se quedaron por 15 min en la platina para eliminar el exceso de parafina
e inmediatamente después se pasaron dos veces en xilol durante 5 min. Se hizo lo mismo
con alcohol absoluto y alcohol de 96 %, s6lo que en este ltimo duraron 3 min; para luego
sumergirlas en alcohol de 70 % por 3 min y rehidratarlas en agua destilada durante 15 min,
antes de ponerlas en una jarra coplin con azul de Toluidina (pH 0.5). Luego de 24 h de
tincioén las laminillas se sacaron y se hicieron enjuagues de 1 min a partir de alcohol de 96
%, pasando al alcohol absoluto para terminar en xilol. Las laminillas fueron cubiertas con

resina Entellan (Merck) y un cubreobjetos.

3.6 Conteo de Células Cebadas

Los cuatro sitios de la piel inoculada, tanto en los animales Shwartzman como en los
control, fueron incluidos en dos laminillas tefiidas con azul de Toluidina (Figura 1). Previo
al conteo de las células las laminillas se mezclaron sin importar el grupo al que pertenecian,
ignorando la identificacién anterior para asi darles una nueva identificacién. Este
procedimiento lo realizé una persona ajena a la asignacién original de los grupos. De esta
forma el conteo celular se realizé desconociendo la correspondencia con los tratamientos.
Para realizar el conteo de células cebadas se tomaron en cuenta 20 campos por laminilla en
aumento de 40 X lo que equivale a 3.694 mm? (Ramirez-Romero et al., 2000). Cada

laminilla se recorrié6 por el microscopio en forma de grecas a lo largo de la dermis,
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contando todas las células cebadas encontradas por campo. Posteriormente se hizo la suma
del total de los 20 campos y se anotd el resultado para transformarlo en células cebadas
/mm?. Después, las laminillas se volvieron a asignar a su correspondencia original por
animal para sacar un valor promedio por cada conejo. Cada valor por conejo se asigné a los

grupos correspondientes para realizar las comparaciones estadisticas posteriores.

3.7 Procedimientos Estadisticos

Se empleé un disefio completamente al azar para reconocer la probable diferencia entre los
grupos. Posteriormente, en caso de existir diferencias significativas, se procedié con una
comparacion de las medias empleando ¢l procedimiento de Tukey para identificar el o los
grupos con la contribucién mayor. El valor minimo para reconocer significancia fue
P<0.05. Ademas, se realizaron analisis de regresion lineal simple tanto para los animales a
los que se les indujo la reaccién de Shwartzman como para los animales control. En ambos
casos los valores independientes (x) fueron los tiempos de sacrificio (1, 8 y 15 dias). Todos
los procedimientos se llevaron a cabo empleando un programa convencional para anélisis

estadisticos por computadora (Statistix para Windows).

14



4 RESULTADOS

4.1 Lesiones Macroscépicas

La tipica lesién hemorrigica cutinea que caracteriza a la reaccién local de Shwartzman se
observé en todos los animales en los que se indujo este fenémeno. Las lesiones mostraron
su maxima intensidad al prime.r dia y se caracterizaron por tener un color amoratado oscuro
y una forma circular muy bien delimitada y abultada (Figura 2). En su mayoria, estas
lesiones desaparecieron hacia el dia ocho; solamente las mas intensas permanecieron como
unas pequefias areas de necrosis puntiforme (Figura 3). A los quince dias ya no se
apreciaron lesiones en los sitios de inoculacién e incluso el pelo depilado ya habia vuelto a
crecer (Figura 4). En los animales control que recibieron solucién salina fisioldgica no se

observaron lesiones cutaneas.
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4.2 Lesiones Microscépicas

Los animales en los que s¢ indujo la reaccion de Shwartzman y fueron sacrificados el
primer dia presentaron lesiones histologicas tipicas de este fenomeno, incluyendo una
intensa infiltracion de PMN, edema, congestién, trombosis y hemorragias perivasculares
(Figura 5). Las lesiones fueron maés intensas en dermis superficial, provocando necrosis de
la epidermis. Sin embargo, en las reacciones mas severas las lesiones se introdujeron hasta
la hipodermis subyacente. En estos animales la tincion especial demostré que, salvo en los
sitios con mayor infiltracion de neutréfilos y necrosis, €l aumento de células cebadas fue
muy evidente (Figuras 6 y 7). Cuando los animales se sacrificaron a los ocho dias los
cambios inflamatorios fueron menos intensos e incluyeron proliferacién de fibroblastos
aledafios a los sitios de lesion (Figura 8). En estos casos el nimero de células cebadas fue
considerablemente menor (Fighra 9). Finalmente, a los gliince dias el inico cambio que se
mantuvo fue la fibroplasia. En estos casos los nimeros de células cebadas fue por lo
general similar al de los animales control (Figura 10). En las secciones de los animales

control no se observaron lesiones histolégicas.
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FIGURA 2. Dia 1 luego de haber provocado la reaccién local de Shwartzman. Se
observan las lesiones bien definidas en el dorso del animal.
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FIGURA 3. Dia 8, las lesiones casi desaparecieron y sélo se observan como un pequeiio
punto oscuro.
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FIGURA 4. Dia 15, los sitios de inoculacién desaparecieron e incluso el pelo depilado
ya habia crecido.
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FIGURA 5. Lesién microscopica del dia 1. Se observa trombosis en pequefios vasos
sanguineos con necrosis adyacente ¢ infiltracion de PMN. H&E; 400X.
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FIGURA 6. Lesién microscopica del dia 1. Se muestra una abundante cantidad de
células cebadas. Azul de Toluidina, pH 0.5; 100X.
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FIGURA 7. Lesién microscépica del dia 1. Area de necrosis con escasas células
cebadas. Azul de Toluidina, pH 0.5; 400X.
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FIGURA 8. Lesion microscopica del dia 8. Se observa la proliferacion de fibroblastos
en los margenes de un é4rea de necrosis. H&E: 400X.
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FIGURA 9. Lesi6én microscépica del dia 8. El numero de células cebadas es mucho
menor. Azul de Toluidina, pH 0.5; 400X.

24



RESULTADOS
W

FIGURA 10. Lesién microscopica del dia 15. Se presenta fibrosis con presencia de
escasas células cebadas. Azul de Toluidina, pH 0.5; 400X.
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4.3 Conteo de Células Cebadas

Se observdé que los animales de los grupos Shwartzman mostraron un aumento en la
cantidad de células cebadas durante el inicio de la reaccién y después el numero de células
fue declinando hasta alcanzar una cantidad similar a los grupos de los animales control.
Esto se comprueba con los datos obtenidos de los grupos 1, 3 y 5, sacrificados a los dias 1,
8 y 15, respectivamente. Los valores correspondientes fueron: 415.00128.7.29 (media +
desviacién estandar), 62.7+63.09 y 14.00+3.51 (Figura 11). En tanto que los animales
control sacrificados en los mismos intervalos (grupos 2, 4, 6) tuvieron valores de: 12.70
+7.38, 11.801+6.97 y 11.70%4.14, respectivamente (Figura 11). Cuando se compararon todos
los grupos en un anilisis de varianza empleando un disefio completamente al azar, se
demostré que existia una diferencia entre ellos bastante significativa; es decir los grupos no
eran iguales (P<0.005). Sin .embargo, cuando se aplicé el analisis de Tukey se aprecid que
el inico grupo diferente era el grupo 1 (P<0.05), mientras que todos los demas eran iguales
entre si. Por otra parte, los valores de los animales control no mostraron ninguna tendencia
al paso del tiempo y permanecieron similares; en tanto que los valores de los animales a los

que se les indujo la reaccién de Shwartzman mostraron una clara tendencia lineal negativa

(P<0.005; R?= 0.48) (Figura 11).
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Valores Promedio de Células Cebadas

500 |

Shwartzman
Control

Cantidad de Células Cebadas/mm?

dia 1 dia 8 dia 15

Tiempo de Sacrificio

FIGURA 11. Se demuestra la gran diferencia que hay entre las tres fechas de sacrificio de
los grupos Shwartzman. Los tres grupos control permanecen iguales. El grupo Shwartzman
perteneciente al dia 15 aparece muy similar con los grupos control. Hay una tendencia
lineal negativa en los grupos a los que se indujo la reaccién de Shwartzman que muestra un
numero decreciente de células cebadas conforme pasa el tiempo.
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5 DISCUSION

Se ha demostrado que la poblacién de células cebadas tiene una respuesta dinAmica durante
la iniciacién y la progresiéon de la reaccién local de Shwartzman. En el inicio (dia 1),
cuando el proceso inflamatorio esta en su maxima expresion, las células cebadas mostraron
un dramatico incremento. Subsecuentemente, en el tiempo en que la respuesta inflamatoria
empieza a decrecer y aparece el proceso de restauracién (dia 8), las células cebadas
declinan ripidamente pero aun aparecen en mayor cantidad que los grupos control.
Finalmente, cuando el proceso de restauracién tisular se hace mas evidente (dia 15), las
células cebadas decrecen mas lentamente hasta alcanzar nimeros similares a los control.
Estos resultados muestran similitud con los resultados reportados por Riech et al (1991),
quienes encontraron un patron similar en el nimero de células cebadas después de inducir
en cerdos libres de patégenos heridas quirirgicas. Riech menciona que pueden ser
identificadas tres fases; la primera (0-2 dias) que se caracteriza por un marcado incremento
en ¢l namero de células cebadas, la segunda (2-4 dias), donde las células cebadas también
decrecen rapidamente, y la final, (4-14 dias), cuando las células cebadas declinaron mas

lentamente (Riech et al., 1991). Por el contrario, Trautmann et al (2000) demostraron que
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en heridas quirirgicas en humanos las células cebadas inicialmente decrecen y luego se
incrementan acompafiadas de una gran proliferacién de fibroblastos alrededor del dia 10
(Trautmann et al., 2000). Estos resultados contrastan con lo referido por Riech et al (1991),

y tampoco corresponden con lo encontrado en el presente trabajo.

Tal vez sea mas adecuado comparar los resultados del presente trabajo con aquellos
experimentos que investigan el papel que juegan las células cebadas duranté una respuesta
inflamatoria inducida por agentes flogisticos, tales como citocinas y LPS bacterianos. Por
ejemplo, la administracion en la rata y en el ratbn de RANTES, una quimiocina
proinflamatoria miembro de la subfamilia C-C, causa una fuerte respuesta inflamatoria
acompaiiada por una acumulacion masiva de células cebadas (Conti et al., 1997; Conti et
al., 1998). Este efecto puede ser demostrado a las cuatro horas de haber inyectado
RANTES. Sin embargo, el lipopolisacirido bacteriano es un agente mis flogistico que
RANTES e induce una mayor infiltracién de células cebadas (Conti et al., 1997; Conti et
al., 1998). En iltimas fechas se ha demostrado que en la piel de ratas el lipopolisacarido
bacteriano induce la pérdida de plasma a través de la activacidon de las células cebadas y la
liberacién de mediadores proinflamatorios como la histamina y el TNF-a (Iuvone et al.,
1999). Las células cebadas no son la dnica fuente, pero si la mas importante de esta
citosina, la cual se encuentra preformada y almacenada en sus granulos (Abraham, 1997).
Es por eso que después de su activacioén y degranulacion, las células cebadas podrian influir
en los eventos iniciales de la inflamacién producida por la reaccién local de Shwartzman
porque, como se menciond con anterioridad, el TNF-a es uno de los mediadores maés
importantes de este fendmeno experimental, particularmente durante la inoculacién

preparatoria (Norman et al., 1996). Al respecto, se ha referido que los ratones
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particularmente durante la inoculacion preparatoria (Norman ef al., 1996). Al respecto,
se ha referido que los ratones genéticamente deficientes de células cebadas W/W*
responden minimamente a los agentes proinflamatorios como RANTES y Ios

lipopolisacaridos (Conti ef al., 1997).

En el presente estudio se reconocid que en aquellas areas en las que los cambios
inflamatorios fueron tan severos como para observar necrosis, las células cebadas fueron
verdaderamente escasas. Sin embargo, la evaluacion completa de las secciones de piel
mostré un incremento en la cantidad de células en el dia 1. Es probable que mientras el
severo dafio persiste las células cebadas permanecen con un numero reducido, pues en
lepra, la cantidad de células cebadas es muy escasa dentro del propio granuloma
mientras que en el intersticio adyacente es mucho mayor (Mahaisavariya et al., 2000).
Cheville (1994) menciona que la disminucién de células cebadas en sitios de severa

inflamacion se debe a una degranulacién de las mismas células.

Por otra parte, se ha establecido que durante ciertas condiciones patologicas
cronicas en humanos, tales como la urticaria y la psoriasis, las células cebadas aparecen
en una mayor cantidad. (Haas et al., 1998; Jiang et al., 2001). Incluso, en un modelo en
ratones donde se indujo experimentalmente escleroderma, se demostro un incremento en
el nimero de células cebadas después de 3 a 4 semanas de tratamiento con bleomicina
(Yamamoto ef al, 1999). Sin embargo, en el presente experimento se observé lo
contrario; para el dia 15, cuando la restauracion del tejido fue completa, las células
cebadas retornaron a sus valores normales. Como se sabe, las citocinas y los factores de

crecimiento como la interleucina 4 (IL-4) y el factor de la célula madre (SCF, también
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conocido como ligando KIT o factor Steel) influyen en la supervivencia de las células
cebadas en los tejidos (Holgate, 2000; Krishnaswamy et al., 2001). Aparentemente, el
proceso normal de restauracién tisular en piel, tal y como se desarrollé en el presente
estudio, no se encuentra acompaifiado de condiciones que favorezcan la hiperplasia de las

células cebadas.

En conclusién, se ha demostrado que las células cebadas se incrementan durante
las primeras etapas de la reaccion local de Shwartzman y, mas tarde, mientras la
reaccion inflamatoria declina y el proceso de restauracion se desarrolla, las células
cebadas disminuyen y regresan a sus valores normales. Los resultados demuestran que
las células cebadas juegan un papel muy importante durante el inicio de la reaccién local

de Shwartzman,’
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