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RESUMEN 

La triquinelosis es una parasitosls provocada por el nemátodo Trichinella spira/is, distribuida 
a nivel mundial, el cerdo es uno de los hospederos definitivos y la fuente principal de 
Infección para los humanos. Aún asl se conoce muy poco acerca de la respuesta 
Inmunológica en el intestino, lugar donde este parásito se aloja por un tiempo y donde debe 
montarse una respuesta inmunológica que trate de contrarrestar el daño. La mucosa 
Intestinal es una superficie extensa la cuál tiene la capacidad de Identificar patógenos y 
diferenciarlos de las moléculas inocuas. 
Estudiamos en un modelo porcino, el efecto de la edad de los animales y la Infección 
experimental con T. spiralis, evaluando las diferencias entre las poblaciones celulares de 
linfocitos lntraepiteliales (LIE) y eosinófilos (E0) dado que estos dos tipos celulares 
reaccionan tempranamente a antlgenos que llegan a la mucosa y participan en la expulsión 
de parásitos respectivamente. 

Se Investigó la maduración celular con la edad y el efecto de la infección por T. spiralis en 
cerdos destetados de 6 a las 12 semanas de edad. Las poblaciones celulares se 
describieron morfométricamente en un total de 5 camadas de 10 cerdos cada una divididas 
en 5 conlroles y 5 infectados (700 larvas musculares /kg de peso) los dlas 2, 5, 15, 25 y 40 
post infección (PI). Se realizaron cortes histológicos congelados para evaluar a los LIE y 
cortes embebidos en parafina para evaluar a los E0 de la región del duodeno de cada uno 
de los animales, los cortes congelados se tiñeron con la técnica de lnmonoperoxidasa 
(complejo avidina-biotina) utilizando un panel de anticuerpos monoclonales (AbM) anti 
linfocitos T de cerdo: C02+, C04+ y COB+; y los cortes en parafina se tiñeron con el 
colorante cromótropo 2R específico para E0. La determinación del número de células se 
realizó mediante análisis de imágenes por computadora en diferentes regiones del 
intestino. 

Los resultados Indican que las células epiteliales (enterocitos) incrementan su número en 
las vellosidades duodenales con la edad (semana 2 hasta la 8 post destete -PO-). Los LIE 
mostraron incrementos relevantes en la población de C02+ a las semanas 3 y 6 PO y en la 
de COB+ a la semana 3 PO. Los E0 aumentaron paulatinamente hacia la semana 8 PO 
mostrando diferencias significantes en la semana 6 y 8 PO en la lámina propia de 
vellosidades y en las semanas 3 y 8 PO en la lámina propia de las criptas. Esto indica que 
los animales aún se encuentran en proceso de la maduración y aún no alcanzan una 
estabilidad celular en reglones específicas de la mucosa intestinal. 

El efecto de la Infección en las mismas poblaciones mostró que el número de enterocltos se 
mantuvo constante, en tanto que los LIE C02+ mostraron cambios al dla 2 PI y los LIE 
COB+ a los d!as 15 y 25 PI. Los LIE C02+ del total de LIE del epitelio intestinal se acercaron 
al 60% de los cuáles la mayorla fueron C02+C08+ (50-60%). Las células C04+ no 
mostraron cambios importantes en ambos grupos experimentales. Se presentó una relación 
de 1:4 en LIE C02+ en animales normales y de 1:3 en infectados, caso similar ocurre en 
COB+. En tanto los E0 mostraron cambios drásticos desde los primeros dias de Infección 
en la lámina propia de las criptas (dia 2 PI) hasta finalizar el experimento (día 40 PI), este 
efecto se vio a en la lámina propia de las vellosidades a partir del dfa 5 PI, lo que sugiere 
que el arribo de estas células al intestino se dá a través de las criptas (¿epitelio alto?-HEV-) 
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(¿epitelio alto?-HEV-) y posteriormente, ante el estimulo de la infección, migrarían a la 
lámina propia de las vellosidades. 

La ausencia de cambios duraderos en los LIE durante la infección sugiere el despliegue 
de mecanismos de evasión anti-inflamatorios en la mucosa por el parásito, sin embargo, 
tales mecanismos no parecen afectar la llegada de eosinófilos indicando que se están 
generando señales quimiotácticas importantes en el intestino. El papel de las células del 
sistema inmune en la eliminación del parásito sigue siendo oscuro y la reacción 
eosinofillca detectada en la mucosa no parece tener un efecto directo en la eliminación 
del parásito. 

Se sugiere ampliar este tipo de estudios a otras células como las célula cebadas y los 
linfocitos B, además de detenminar con certeza el fenotipo de los LIE involucrados a 
través de tinciones dobles y triples por inmunohistoqulmlca y cltometrfa de flujo (FACS) 
en diferenles regiones del intestino 
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INTRODUCCION 

Generalidades: 

El desarrollo, maduración y activación de las células del sistema Inmune se lleva a 

cabo en diferentes tejidos, entre los cuales destacan el tejido linfoide asociado al intestino 

(GAL T), el tejido linfoide ·asociado a· bronquios (BAL T) y el asociado a la mucosa 

genltourtnaria, que en su conjunto forman el tejido linfoide asociado a mucosas (MAL T) 

(Librado, 1987). 

De manera particular, la mucosa Intestinal es la superficie de contacto más extensa 

entre el organismo y el medio ambiente, lo que la hace susceptible a la entrada de una 

gran vartedad de patógenos (McGhee y Kiyono, 1993). En este contexto, el Intestino es el 

órgano llnfolde más grande y complejo del cuerpo (Abreu-Martln y Tergan, 1996). 

Las estadlstlcas sanaran que en los paises del tercer mundo las Infecciones en las 

mucosas ocupan el primer lugar como causa de muerte Infantil (mas de 10 millones por 

ano) (Martlnez, 1985, Stokes, Haverson y Balley,1996). Por esta razón la lnmunologia 

mucosa! ha despertado gran Interés ya que la Inmunización oral podrfa representar la 

mejor vla para el control de diarreas y neumonlas y para prevenir enfermedades 

autolnmunes al Inducir tolerancia a antlgenos propios (Brandtzaeg, 1995). 

El sistema Inmune Intestinal tiene una doble función, pues posee la capacidad de 

reconocer patógenos como parásitos, hongos, virus, bacterias y toxinas desarrollando 

respuestas protectoras que los ellmlnan (Stokes, Haverson y Bailey, 1996) y, a su vez, 

puede generar tolerancia contra los antlgenos Innocuos de la dieta y la flora normal. 

La protección a nivel de la mucosa intestinal se efectúa a través de mecanismos 

inespeclficos (moco, enzimas, pH, peristalsls e inflamación), donde las células 

callciforrnes (productoras de moco), las células epitellales, dendríticas (Walker y Owen, 

1990), los eoslnofilos (E0) y las células cebadas (CC) también intervienen; y específicos 

(respuesta inmune) donde los linfocitos T y B juegan un papel Importante en la respuesta 

que se monta contra antígenos y patógenos que penetran a la mucosa Intestinal (Touhy, 

et al. 1990; Goyal, Hermaneck y Wakelin, 1994; Abreu-Martln y Tergan, 1996). 



En la mucosa Intestinal los linfocitos (Le) se encuentran en el epitelio (Le lntaeplteliales, 

LIE) y distribuidos ºen la lámina propia (LP) de las vellosidades y las criptas, así como en 

las placas de Peyer (Cummins y Thompson, 1997). Sin embargo el arribo de estas células 

al tejido, su papel fisiológico y los mecanismos de regulación del sistema inmune 

Intestinal no están aún bien descritos. Por ello, los estudios sobre la dinámica de 

poblaciones celulares de la mucosa intestinal, en condiciones normales y de infección, 

proveerán de información valiosa acerca de la Inducción, activación y regulación de los 

sistemas de protección en este sitio. 

MODELOS DE ESTUDIO DEL SISTEMA INMUNE INTESTINAL 

Lefrancois y cols. (1996) se han enfocado al estudio del desarrollo de LIE intestinales en 

ratones (BALB/cJ) y ratas (Wlstar) así como ratones KOT, determinando su origen y 

fenotipo a través de estudios por citrometria de flujo con lnmunofluoresencia (FACS). 

Chott y cols. (1997) han estudiado las funciones de los LIE humanos y también se han 

realizado trabajos para estudiar la migración de Le de la LP intestinal humana hacia la 

capa epitelial , como consecuencia de la pérdida de células epiteliales debidas a un dallo 

provocado por la presencia de algún agente extraño (Mahlda, et al. 1997). 

Guy-Grand y cols. (1991) demostraron la existencia de dos poblaciones diferentes de 

LIE en el Intestino de ratón en condiciones normales. Estas poblaciones difieren en 

cuanto a su receptor de células T y son CDB+ a/¡3 -TRC a/¡3 y CDB+ala -TCR y/6+ y 

probablemente participen en la muerte celular normal por apoptosis . 

También se han realizado estudios enfocados a observar la distribución, desarrollo y 

maduración celular en el Intestino de ratas, ratones y en menor grado en humanos en 

base a comparaciones con animales atimicos, Unciones con anticuerpos monoclonales y 

policlonales y FACS (Lefrancols, Fuller, Olson y Puddington, 1996). 

Asl mismo, el cerdo ha sido utilizado como modelo para evaluar el sistema Inmune 

intestinal. Xu y cols (1993) realizaron evaluaciones hlstoqulmicas y morfológicas de las 

células cebadas de Intestino porcino. También se han descrito la maduración y 
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desarrollo de los LIE, LLP y principales células accesorias (M0/PMN, MHC-11) y la 

distribución tisular de esas poblaciones, donde se ha.demostrado que hay más células 

CD2 en vellosidades que en criptas y existe üna compartamentalización de las 

subpoblaciones CD4+ y CDB+ (Vega-López, eta/. 1993,1995; Vega y Stokes ,1994.). 

Rothkotter, Ulbrich y Pabst (1991) estudiaron Jos cambios postnatales en número y 

proliferación que ocurren con los Le de la LP Intestinal, comparando animales libres de 

patógenos y animales normales'. Asl mismo, Lunney y Pescovitz (1987) describieron la 

caracterización fenotlplca y funcional de las diferentes poblaciones de Le de cerdos. 

Stokes, Haverson y Bailey (1996) se han enfocado a la descripción de las células 

presentadora~ de antlgé~cÍ,~n el intestino porcino, observando que la respuesta mucosal 

es mas ef~ctiv~ si ti~y J~~ e~timulación local por antígenos extraños al hospedero. 

También se ha 'e's.tu,diado la activación de las células T de la lámina propia intestinal 

porcina, ya sea, por organismos comensales o por agentes extraños, y la secreción de 

l,nteneucinas 2 y 4 que no se observa In sltu de manera constitutiva sino cuando la 

mucosa esta dañada por efectos de Inflamación (Balley, Haverson y Stokes, 1997; Bailey 

y cols. 1998). 

SISTEMA INMUNE INTESTINAL PORCINO 

Organización del sistema Inmune Intestinal 

El sistema inmune Intestinal porcino esta constituido por linfocitos T y B, células 

plasmáticas (CP), macrófagos (Mcl>). eosinófilos, ce y células presentadoras de antígeno 

(CPA), que se encuentran en el epitelio y la LP en cantidades variables y en sitios bien 

definidos (Vega-López, 1994). La LP contiene una de las acumulaciones más grandes de 

células del sistema inmune, por lo que se considera un sitio de almacenamiento de 

células efectoras de memoria. La mayorla de los Le T CD2+ se localizan en las 

vellosidades, las células CD4+ se localizan en la parte central de la vellosidad y la 

mayorla de las células CDS+ se encuentran en alrededor de la membrana basal del 

epitelio (Flg.1) (Vega-López et al. 1993, 1994). 
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En la LP Intestina! también se encuentran presentes macrófagos, eosinófilos y células 

que expresan moléculas clase 11 del MHC, éstas últimas presentan moñologia dendritica, 

localizadas justo debajo de la membrana basal de las vellosidades y en algunas áreas 

cerca del epitelio glandular de las criptas (Vega-López et al. 1993,1994). Asimismo, las 

células cebadas se presentan en la lámina propia de las vellosidades y criptas (Flg.1 ). 

Las células de la lámina propia están alejadas del contenido intestinal por medio de las 

células epiteliales y la membrana basal, en tanto que los LIE se encuentran· separados 

solo por las uniones entre los enterocitos (Vega-López, 1994). por lo que pueden tener 

contacto directo con los antigenos que llegan al tejido (Flg. 1) 
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Distribución de células del sistema 
inmune intestinal porcino 

.2 
! ·a 
w 

111 ·a Vellosidad 
e 
~~~~~~~~~~~~~-

111 e ·e criptas 
111 ~~~~~~~~~~~~-
..! 

MC • ---+ SNC Sub mucosa 

Linfocitos CD2 DN 

Linfocitos CDS+ 

Células Cebadas 

Células MHC-11+ 

Linfocitos CD4+ 

(j) Macrófagos MHC-11 

e Eosinófilos 

@ Célula plasmática lg+ 

~ Enterocito 

~ Células caliciformes 

Flg.1: Esquema de la distribución celular del sistema inmune intestinal porcino. 
"' MB: menbrana basal, MC: célula cebada, SNC: sistema nervioso central. (Vega-López, 

et al., 1993, 1995 y 2001 en prensa). 



Maduración del Sistema Inmune Intestinal Porcino 

Se ha estudiado ,el desarroll~ '{dejas células B y Ten los órganos linfoides porcinos en 

diferentes edades, llmlzancio técn'1cás 'inrriunohlstológlcas con anticuerpos monoclonales 
. '::.: . .- .> '.' ... r··, .. :· :;:': ·.· 

especificas (Rothkotter, ' Ulbrich, y .J>~bst,1Íl91; . Blanchl, et a/. , 1992, Vega-López, et al., 

1993, 1995). 

Al nacimiento, todos tos componentes celulares del sistema Inmune están 

representados en et animal aunque en bajo número (Vega-López y Stokes, 1994) . Es 

asl que el desarrollo de las células T se hace muy evidente después del nacimiento en 

compartimientos como el bazo y la lámina propia del Intestino delgado, observándose 

que hay diferentes subpoblaclones de células T que se desarrollaron antes del nacimiento 

(Vega-López y Stokes, 1994). Sin embargo, los lechones desde el nacimiento y hasta 

después del destete se encuentran con un gran número de antlgenos Incluyendo 

patógenos potenciales, tos cuales pueden Influir en el número y distribución de las 

poblaciones celulares de la mucosa Intestinal. La lactancia y et destete de los animales 

son etapas de alta susceptibilidad a las Infecciones (Vega-López y Stokes, 1994). 

En las primeras 7 semanas de vida ocurren cambios cuantitativos importantes en los 

linfocitos T CD2+CD4-CD8- (dobles negativos, DN) en Intestino, asl como los 

monocitos/granulocltos y células con moléculas de clase 11 del complejo principal de 

hlstocompatlbllldad (MHC-11) que se incrementan aún después del destete (Vega-López, 

et a/., 1993; González-Vega, eta/., 1993; Vega-López, et al., 1995), 

En los animales recién nacidos las células CD2+ Intestinales presentan un fenotipo 

poco común, al ser principalmente DN, esas células son más numerosas en la zona de 

las criptas, pero después se distribuyen mayoritariamente en las vellosidades 

intestinales, probablemente por la gran cantidad de estlmulos antlgénlcos provenientes 

del lumen intestinal (Vega-López, 1994). 

Las células CD4+ (linfocitos T cooperadores) y CDB+ (linfocitos T citotóxicos) tienen un 

patrón diferente de desarrollo. En estudios cualitativos se observó que a la semana de 
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detectables - hasta las 4-5 semanas de edad en 

Los linfocitos CD2+ aumentan constantemente después del nacimiento, lo 

deberse al aumento de las células CD4+, a las DN ó a las células con A><1nr~1,,1t1n 

con un alto grado de compartamentalizaclón para las subpoblaclones 

López y Stokes, 1994). Sin embargo, no existe lnfonnaclón acerca de los cambios que 

podrlan ocunir en esos compartimientos durante 

antes de alcanzar la etapa adulta del animal. 

Linfocitos lntraepltellales (LIE) 

- ·· 

- • -· ~l.\GAL T, en cerdos naonatos, está expuesto a una gran variedad de anllgenos 

· ." .. ~.-, .. -. i~1adOn8dos con la dieta. mlcroflora normal y con patógenos entéricos (Whary et al .• 

-- , .. ~·:·" .. ,1-99s)". .. 'e1 GAL T puede divtdirse en dos regiones principates: Ja LP y el epitelk> de las 

-·=·-> ·~~~::,: :,~V~uOSida-des. separadas anatómicamente por una membrana basal. Los LIE se localizan 

<_--,,:,._ 'enire las células epiteliales columnares de la vellosidad intestinal y son las primeras 

-/ -- éélulas del sistema Inmune que entran en contacto con los patógenos que Invaden la 

- -.-:-~upertlcle del epitelio intestinal (Beagley y Husband, 1998). Los LIE representan una gran 

:- pobl~clón de células y como Mowat y Viney (1997) lo mencionan "probablemente la 

''población más Inusual de linfocitos en el cuerpo". Son células migratorias que 

Continuamente circulan en el organismo, sin embargo, el número de linfocitos en el 

compartimiento epitelial depende de la entrada de patógenos, su proliferación in situ, la 

_muerte celular, asl como la migración (Rothkotter, Mollhof y Pabst, 1999). 

Cabe hacer mención que los LIE han sido caracterizados extensivamente en ratón, rata 

y en menor grado en humanos y cerdos (Whary et al .. 1995; Vega-López, et al., 2001 en 

pr~nsa). Los LIE de humano y de ratón contienen una mezcla heterogénea de 

subpoblaclones con variaciones significantes en fenotipo y capacidad funcional 

(Lefrancols, 1991 ). Mediante Unciones lnmunohlstoquimlcas y análisis por cltometrfa de 

flujo, en modelos murinos, se ha demostrado que la mayoria de los LIE son células T 
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CD3+ (80%) y CDB+ (75-80 %) (Beagley y Husband, 1998). Asl mismo, si:·háestlmado 

que el Intestino delgado de los ratones contiene de 50 a 100 x 106
• lJE ; basados en 

estudios In situ, con una relación de 1 LIE por cada 6 a 1 o células epllellal~s (emst, á~tus 
y Blenenst~ck, 1985; Mosley y Klein, 1992). los LIE se encuentran ~so6iadiis con tejidos 

como la pl~t ; mucosa respiratoria y genitourinaria, sin embargo, la mayoria de ellos se 

encuentran en la mucosa Intestinal (Beagley y Husband, 1998). 

El número y composición de los LIE difieren entre especies con la edad y el ambiente 

(Mowat y Vlney, 1997). los LIE porcf~~~ se componen al menos de tres subpoblaciones, 

una fonnada por LIE peqúei\os(i.'sµm d~ d.lémetro) localizados sobre la membrana basal 

y de fenotipo CDB+, otra" ~~\·~~pon~ •de células de tamal'io mediano localizadas en 

grupos adyacentes al ~-úcl~o ~~\;5 ~~Íerocltos , siendo principalmente células CD2+ DN y 
- • - . ' • ;''~•º' 

otra subpoblaclón que _Consiste" en células granulares de aprox. 5µm localizadas en la 

parte apical del ~plt~lio -~ ·· q~~ no expresa marcadores de linfocitos (¿células nulas?) 

(Vega-lópez, etai. :z'oo1 , en pre~sa) . Romero-Ramirez (2000) evaluó esas poblaciones a 

través del a~éllsis pd~'FACS mostrando que la mayorla de los LIE son CD2+ (75-90%) 

poblacló~ c6n~tftÚld~ ~ su vez por células CDB+ (60-80%), y células CD4+ (5%), 

sugiriendo , qlle"exlste una Importante subpoblación de células DN que no muestran 

marcad~,: aÍguno, puesto que la suma entre CD4+ y CDB+ no llega al total de CD2+. 

Chu y cols. (1988) en la descripción de los linfocitos lntraeplleliales de la mucosa 

Intestinal de cerdos con base a Unciones histológicas con azul de toluldina, mencionan 

que morfológlcamente presentan granulas metacrométicos, núcleo grande con 

Invaginaciones de la membrana nuclear y cromatina prominente, por lo que los LIE 

podrlan estar relacionados con las CC del Intestino. 

LIE en el lechón 

Los lechones tienen Le T, Macrófagoslpolimorfonucleares (M0/PMN) y células que 

expresan antfgenos de clase 11 del MHC, aunque en bajo número. La mayorla de los Le 

T se localizan en la LP y carecen de los marcadores CD4 o coa (Vega-López, 1991 ; 

Rothkotter, Ulbrich y Pabst, 1991 ), esta población ha sido descrita en la circulación 
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sanguinea del cerdo adulto (Saimuller, Hirt y Reddehase, 1989), se desconoce su 

función, pero se ha sugerido, que intervie.nen en mecanismos regulatorios (Fujihashi, et 

al., 1990) y cltotóxicos (Wllson, Stokes y Boume, 1986). 

Muchos LIE aparecen en el Intestino del .lechón durante el desarrollo, los cuales 

generalmente Íienen el fenotipo DN. Su proporciór(aurneríta de 40 a 50% del total de 

linfocitos de la vellosidad en las primeras 7 semanas ·de vida en el duodeno, llegando al 

65% en el lleon (Vega-López, 1991; Vega-López et al., 2001 en prensa). También se han 

observado .algunas células que expresan el marcador CDS a esta edad (Vega-López y 

Stokes, 1994). 

LIE en el cerdo adulto 

.La máyorla de los LIE en los cerdos adultos expresan el marcador CD2, pero algunos 

. a·pár'entemente no expresan los marcadores liplcos de linfocltos por lo que podría tratarse 

.· d~ ! cé1~1as nulas (Salmuller, Hirt y Reddehase, 1989). Esta población de células nulas es 

'.·rninortt~~~ y ~stápres~nte en la zona apical de los enterocltos cerca del lumen intestinal 

(Vega~Lcipe;,~t ~l .. 2001 en prensa) por lo que se podria tratar de células en proceso de 

extrusión (Vl~'~y. l 990). Su función e importancia son desconocidas, pero se sugiere que 

son ~n~· ~ub~o~laclón de células en fase terminal de diferenciación (Guy-Grand, et al., 

.1991) y. ~;-ci;Jfa'rn~da para morir. 

Se hall ldtinÜtícado al menos otras dos subpoblaclones de LIE. Una de ellas llene el 

feri'ot1po ON."'~~.·~~ subpoblaclón de LIE se concentra en la membrana basal del epltelio 

y expres.a el,fl!nolipo CD2+CD4-CDB+ ambas en proporciones similares (Vega-López, et 

a/.,• 1S93; \/ega-LÓpez, et al., 2001 en prensa). Su papel en el sistema Inmune mucosal es 

. desronoddo,'>pero es posible que tengan un efecto regulador en la supresión de la 

;espuesÍ~lnrriune como se ha descrito en ratones (Fujihashl, eta/., 1990). 

Muchas funciones se han descrito para los LIE, basados en estudios In vitro, 

incluyendo citotoxicidad (actividad CTL, actividad NK, actividad antlvlral, actividad antl

túmor) y actividad conlrasupresora (Beagley y Husband, 1998). Pese a su importante 
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número y a su estratégica posición en la· mucosa Intestinal, existen pocos estudios sobre 

su número y papel durante las Infecciones. 

CÉLULAS ACCESORIAS 

Macrófagos Intestinales 

Si· un organismo logra penetrar la superficie epitelial, es muy probable que se 

encuentre con células fagocfticas del linaje monocito/macrófago. Estas células son 

derivadas de células madre de la médula ósea y su principal función es "Ingerir" y destruir 

partlculas, incluyendo agentes infecciosos {Roitt, Brostoff y Male, 1989). La áctivación 'de 

estas células se dá por la Interacción con cltocinas como la lnterfeucina {IL):2; ií.:.4 ~;TNF
a (factor de necrosis tumoral-alfa). En modelos murinos, la protección contra la Infección 

por agentes como Leishmanla, Candída, Rlckettsla y LegloneHa se dá a través de este 

mecanismo {Roitt, Brostoff y Male, 1989). 

En el cerdo, estas células se encuentran en la LP Intestinal, en número menor a las 

células CD2+. Los M0 al ser activados, son capaces de expresar moléculas de clase 11 

del MHC y receptores para IL-2 en su supeñicie. Su función en la LP es la limpieza de 

restos celulares y como barrera de defensa asf como la presentación de antlgenos {Vega

López, 1994). Al nacimiento, los M0 se encuentran localizados en las criptas y en mayor 

número en el fleon, siendo su distribución diferente a la de las células clase 11+, lo que 

Indica que el sistema inmune intestinal porcino presenta una sorprendente distribución 

celular que seguramente tiene relación con su función {Vega-López, 1991 y Vega-López, 

et al., 1993). 

Células con moléculas de clase 11 del MHC 

Las células presentadoras de antlgeno (CPA) son una población de leucocitos con 

una alta capacidad lnmunoestimulatoria de la actividad funcional de las células T 

cooperadoras. Estas CPA son ricas en moléculas del MHC ciase 11, las cuales son 

importantes para la presentación antigénlca hacia las células T CD4+ {Roltt, Brostoff y 

Male, 1989). 
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Las células B también expresan moléculas MHC clase 11 (especialmente después de la 

activación) por lo que también pueden procesar y presentar anllgenos (Roltt, Brostoff y 

Male, 1989). 

En el Intestino porcino las moléculas MHC clase 11, se encuentran en células que 

morfológlcamente parecen dendrltlcas o lnterdlgitantes, con grandes prolongaciones 

citoplásmlcas, justo debajo de la membrana basal del epitelio de las vellosidades. Al 

nacimiento tienen una distribución homogénea en la LP, aumentando su número 

constantemente con la edad. En animales de mayor edad su localización se hace más 

focal en la LP de las vellosldades, probablemente debido a los esllmulos antlgénlcos del 

medio (Vega-López, 1994). 

Eoslnófllos 

Por muchos anos se ha notado que existe una asociación entre las infecciones por 

helmintos y el Incremento en los niveles de eosinófilos en la sangre periférica. En 

humanos esta asociación es muy marcada en pacientes que sufren de filarlasis y 

triqulnelosis (Bullerworlh, 1977). En modelos animales, la Infección con T. spiralis es uno 

de los métodos más viables para inducir eosinofilia en la sangre periférica, algunas de las 

funciones que se han descrito para los eoslnófilos son: capacidad preferencial para 

fagocitar complejos inmunes, modulación en las reacciones de hipersensibilidad tipo I, y la 

habilidad de mediar el daño dependiente de anticuerpos hacia helmintos, especialmente a 

los estados larvales de éstos (Butterworth , 1977) asl como su asociación al complemento 

como célula efectora (Capron, Splelberg y Prin, 1984; Vcnturlello, Glambartolomel y 

Costanlino, 1995). 

Morfológlcamente se caracterizan por tener gránulos (aprox. 1 O gránulos eosinofilicos 

pequeños) dentro de su citoplasma, presentando generalmente de dos a tres lóbulos 

nucleares. La cantidad de estas células en sangre periférica de un adulto humano sano, 

es de 0.25 a 0.55 x 109 células/I y en infecciones con helmintos, fa cantidad se 

Incrementa de 10 a 100 veces, en estas circunstancias el eosinófilo cambia su morfologla 

a forma vacuolary relallvamente desgranulado (Bullerworth, 1977). 
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Observaciones en humanos han mostrado que los eoslnófilos se activan bajo ciertas 

condiciones cllnlcas, lo que Incrementa la expresión de. receptores para lgE, lgG y 

complemento (Troung, Gruart y Capron, 1993; Gounnl, Lamkhlouded y Ochlal, 1994), 

además aumenta la slntesls y secreción de enzimas y protelrías granulares (Venturiello, 

Glambartolomel y Costantlno, 1995). 

Lee (1991) menciona que los mediadores derivados de los eosinófilos como la 

protelna básica. principal (MBP), la protelna catiónlca eosinofillca (ECP) y la peroxidasa 

•. del eo~lnÓfil~; (EPO) en Intestino delgado de rata, contribuyen significativamente a la 

respuesta ln.lllune local mediada por células en contra de la larva recién nacida (LRN) de 

· r. s¡}in:J11s. 

El In.cremento de estas células en el cuerpo sugiere que los eoslnófilos juegan un papel 

prolnflamatorio· muy Importante en las alergias. Sin embargo, estas células no solo son 

u.na ·rica fuente de gránulos cftotóxicos, mediadores lipldlcos y de metabolitos oxigenados, 

slno .. que también liberan varias citocfnas, lo que puede tener efectos profundos en el 

': ambf~ríte' local, Incluyendo efectos autocrinos y parácrinos en la proliferación y función de 

ellos mismos y de otras células de origen hematopoyétlco, linfoide y endotellal (Lin y 

Befus, 1999). 

Coyle y cols. (1998) mencionan que los fenómenos de Inflamación se caracterizan por 

Infiltrados de células cebadas, eoslnófilos y células del perfil Th2. Las células lh2 

producen un panel de cftocinas que incluyen a la IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-{I, IL-8, IL-

10, IL-13, IL-16, TGFa, TGFfl, GM-CSF, TNFa y RANTES. La IL-4 es la responsable de la 

producción de anticuerpos lgE y la IL-5 se relaciona con la maduración, supervivencia y 

migración (qulmlotaxia) de eosinófilos (Moqbel, 1996; Weller, et al .. 1996). 

La LRN de T.splralis se considera el blanco de la respuesta Inmune del hospedero 

(Venturiello, Glambartolomel y Costantlno, 1995), y muchos estudios, en modelos murinos 

In vitro (Knapp y Oakley, 1981; Haque, et al., 1981; Lee, 1991,) sugieren que los 

eoslnófilos pueden ser células efectoras en la Infección con helmintos, sin embargo su 

papel in vivo es Incierto (Herdon y Kayes, 1992; Hoklbara, et al., 1997). Acerca de esto, 
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los eoslnólllos Intestinales en cerdos no han sido estudiados in vivo, por lo que se 

desconoce su número y distribución en condiciones normales y de Infección. 

Existe una relación directa entre los eosinófilos, ce y Le T. Los eoslnófllos, a través 

de la producción de citocinas como la lnterleucina 16 (IL-16), IL-6 e IL-1a, pueden regular 

o modular la función linfocitaria, esta interacción es bidireccional, ya que los LcT son 

productores de IL-5 y 3, importantes para la maduración, activación y migración de 

eoslnófilos (Fig. 2) (Befus, 1996; Un y Befus, 1999). 

lnter•cclones celu .. res dur11nte 1• Hlpersenslbllld•d 

Reacción Rlsc Temomna Reacción RISC Tardía 
MBP,ECP,EPO 

IL· 5, TNP· a 

IL's 

Flg. 2. Representación de la red de Interacciones que orquestan la Inmunidad 

protectiva. CC: célula cebada, Ag: antlgeno, TNF-0: Factor de necrosis tumoral-alfa, 

MBP: proteina básica principal, ECP: proteina catiónica eoslnoflllca, EPO: 

peroxldasa del eoslnófilo, 1L·s: interleuclna (Lln y Befua, 1111111). 
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El cerdo como modelo experimental 

Para llevar a cabo estudios del sistema inmune intestinal bajo condiciones de 

Infección, se tian uliliZado una gama de agentes infecciosos, administrados 

experimentaÍmente 'á1 hospedero. 

Un modelo -apropi~do : para realizar estudios de inmunologia es el cerdo, por su 

estrecha relación fisiológica y anatómica con los humanos. Muchos investigadores han 

Utilizado al_ ce'ÍCfo CCUTIOUn modelo para humanos es una diversidad de estudios 

(cardiovasculares, -_demíatológlcos, nutricionales, transplanles e inmunológicos) 

(Tumbleson, 1986; Stokes, 1988, 1994; Blecha et a/.,1990; Tiaskalova-Hogenova et al., 

1994; Vega-López el al., 1994}. 

Los estudios:. inmunológicos en este modelo, son limitados, se ha observado la 

respuesta de las células circulantes y la respuesta inmune humoral/sistémica (Jarry, el 

al., 1990). Jamblén se han realizado estudios acerca de la distribución, desarrollo y 

número de· células intestinales porcinas, donde se ha observado la 

compártamentalización celular a todos niveles bajo condiciones normales y de infección 

_ (Vega-López, eta/., 1994; Garcia-Reyna, 1997, Romero-Ramirez, 2000). 

En el modelo experimental porcino, hay pocos reportes sobre las poblaciones celulares 

de intestino que intervienen en la infección por Trichinel/a spiralis, siendo éste un parásito 

importante ya que la ingesta de carne de cerdo infectada con la larva muscular, 

representa la fuente principal de infección para el humano (Alcántara, De la Rosa y 

Correa, 1992}. Utilizar al cerdo, infectado experimentalmente con T. spiralis es un 

modelo in vivo, fllogenéticamente más cercano al humano (anatómicamente), que los 

modelos de laboratorio, se trata de uno de los hospederos definitivos del parásito y éste, 

al tener un ciclo de vida dividido en dos fases (sistémica y entérica), permite estudiar la 

respuesta sistémica y local al mismo tiempo. Además, el fenómeno de expulsión rápida 

del parásito, presente en modelos de laboratorio (Marti y Murrell, 1986; Stokes, 1994), en 

el cerdo no ocurre, por lo que la infección es más parecida a la de humanos. 
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Trfchfne//a spfraffs COMO MODELO EXPERIMENTAL 

Ya que muchos ·de los patógenos causantes de enfennedad entran al hospedero a 
;. ' .· 

través de una superficie· mucosa!, los parásitos tienen un papel relevante en el estudio de 

la inmunidad io;;,;I (Bl1nch.i y van der Heijden, 1994; Brandtzaeg, 1995). 

· Trichineff~ spffalfi~rsicÍo descrito con profundidad en sus diversas fases de desarrollo, 

sin. embariio''se conoéi¡,j'·poco acerca de la respuesta Inmune local que se produce en el 
.. . . •·: .:·: ...... ·::•.:·"·' •.'-

tracto gastf?intesUnal, durante la infección (Marti y Murrei, 1966; Wakelln, 1993). 

En modelos. de laboratorio se ha estudiado con detalle ia respuesta inmune sistémica 

. y se ha·n hecho aproximaciones Interesantes sobre la respuesta inflamatoria local 

(Venturiello, Giambartolomei y Costantino, 1993; Hom y Estridge, 1994; Ramaswamy, 

Negrao y Bell, 1996). 

El estudio de Trich/neffa spfraf/s resulta de interés, no sólo por la enfennedad que 

produce (triquineiosls), sino porque provee de un buen modelo de infección intestinal, ya 

que el parásito completa su ciclo de vida en un tiempo relativamente corto en un mismo 

hospedero, lo que hace posible estudiar la relación hospedero/parásito y la respuesta 

inmune local y sistémica de manera integral. 

CICLO DE VIDA DE Trlchlneffa spfra//s 

Trichfneffa spfraf/s causa la triquinelosis, una enfennedad raramente fatal para el 

hombre, pero que tiene distribución mundial, constituyendo un problema de salud médico 

y veterinario. En México han existido brotes de la enfermedad, siendo la carne de cerdo 

infectada con la larva muscular de este parásito la fuente principal de transmisión (Yépez 

y Ortega, 1994). 

Trichineffa spfrafis es un parásito intracelular cuyo ciclo de vida se lleva a cabo en un 

solo hospedero (Stewart y Giannlni, 1962) y tiene dos fases: una entérica, donde 

presenta cuatro estadios larvarios y uno de adulto; y una sistémica que incluye a la 
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larva recién nacida (LRN) y a la larva muscular enquisiada (LM). Su ciclo de vida, en 

ratas y ratones de laboratorio es relatlvam~rte corto;aicanzandoel enquistamiento de las 

larvas a los 30 dlas después de la l~fecclón y 1a" ~1éÍlicac1Ón del quiste d~ los 6 a los 12 

meses (Blagl, 1966). · 'i' 

Los organismos ad.ultos de f11chl~e~a >1"¡,1~1Ís'se desarrollan en el Intestino del 

hospedero después de la lngestlÓñ de :ci;~;;tiAtectád'a ~n la larva muscular enquistada . 
. ·. - ' ,. ;", - -

El crecimiento y desarrollo asf'comc/11(mad'Uraclón del adulto se lleva a cabo en las 
:- ., ,·. · ·;·.·~·--: ·':~;·-_:;·-: ·\r.:r. :'::·;_:-·., __ : "'\ ··. ·· . . ·· 

células epiteliales del Intestino en•,:alrededor de 2 a 3 dlas (Wright, Weldman y Hong, 
·:<;·.:, ,¡.<·:~·'.-'."~"·· 

1987). '". < ·,;} 
··--¡\~·--;/~~/~'.~- ._, 

Las hembras, ctéspúés de haber sido fertlllzadas, liberan larvas recién nacidas en la 

lámina propia i~Íe~U~a1'~ Jci~'i?Jí~épost Infección, mismas que atraviesan la mucosa 

para entrar ~I Í~rre~te sáiigulneo y li~fátlco, estableciéndose en el músculo estriado. En 

este lugar ¡~~ larv~·5. pene~n . las células musculares, pasando al estadio de larva 

muscular en una estructura llamada célula nodriza. La transformación del mlocito a célula 

nodriza, dura aprox. 20 dlas (Despommler, 1990; Baruch y Despommler, 1991). En 

algunos hospederos la célula nodriza puede mantener al parásito durante toda su vida, en 

otros, esta célula se calcifica poco a poco y muere junto con el parásito en un tiempo de 

2 a 6 anos (Blagi, 1986, Yépez y Ortega, 1994). 

RESPUESTA INMUNE INTESTINAL HACIA Trlchlnef/a splra/ls 

El parásito adulto se establece en el epitelio intestinal rápidamente y tarda 

aproximadamente cinco dlas en liberar larvas recién nacidas (LRN), este periodo es muy 

corto para la generación de respuestas inmunes primarias, aunque hay que aclarar que 

se conoce poco de la respuesta mediada por el sistema Inmune innato (Murrell, 1985). En 

esta zona, el parásito produce un estimulo antlgénico muy heterogéneo ya que presenta 

una gran cantidad de antlgenos por cada estadio de desarrollo, generando con esto una 

respuesta Inmunológica celular, humoral y especifica (Wakelin, 1993; Yépez y Ortega, 

1994 ). Es as[ que Trichinella splralis tiene la capacidad de adaptarse a condiciones 

ambientales y mecanismos de Inmunidad diferentes (Despommier, 1990; 1993). 
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Durante la Infección primaria con Trichlnel/a splralls en ratones, se ha descrito la 

expulsión rápida de parásitos adultos alrededor de la segunda y tercera semana de 

iniciada la infección (Kasura y Alkawa, 1980). Varios estudios sugieren que la expulsión 

de parásitos adultos es resultado de un proceso lnnamatorio en el Intestino relacionado 

con el fenómeno de mastocitosls, Inducido por células activadas por antlgenos del estadio 

preadulto (Mlller, Hunlley y Newland, 1988; Hunlley, Gooden y Newlands, 1990; Yépez y 

Ortega, 1994). 

Las ce del intestino tienen un papel relevante en el proceso innarnatorio, al existir un 

Incremento de sus proteasas, que Inducen cambios en la permeabilidad del epltelio 

Intestinal, permitiendo la migración celular y facilitando la expulsión de gusanos adultos 

(Hunlley, Gooden y Newlands, 1990, Friend, Ghlldyal y Frank, 1996). Sin embargo el 

"'papel preciso de las células cebadas de la mucosa (CCM) en el fenómeno Infeccioso es 

desconocido; 

La respuesta Inflamatoria provocada se ve asociada con la inmunoglobulina E (lgE), 
º--· - ,,,_ ... 
donde al menos 3 poblaciones celulares participan: ce, eoslnófilos y basófilos, las cuales 

actúan durante la expulsión rápida de los parásitos (Scudamore, Newlands y Millar, 

, 1995). Por otro lado, Tsai y cols. (1991), mencionan que el principal factor de 

esllmulaclón y crecimiento para las ce es la interleuclna 3 (IL-3), asl como la IL-5 que 

sirve a los eoslnófilos para su maduración y supervivencia. 

Por su parte, los eosinólilos, actúan de manera muy importante durante la Infección 

con nemátodos a través del efecto cltotóxico mediado por anticuerpos (Friend, Ghildyal y 

Frank, 1996). Algunos de los mecanismos que contribuyen a la diferenciación y 

reclutamiento de eoslnólilos dentro de los sitios de lnnamaclón incluyen a la IL-3, GM-CSF 

e IL-5 que funciona como agente quimiotácllco induciendo eosinofilia tanto en tejidos 

como en sangre, corno se ha reportado en ratones ante la infección con Nlppostrongy/us 

bras//iensls (Coffman, Jackson y Rennlck, 1989; Hom y Stridge, 1994), pese a su 

Importancia, su papel en la defensa contra infecciones no se ha establecido. 
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Trabajos recientes en cerdo, se han enfocado a obse~ar .la fün.cio~alidad de las 

células presentes en la mucosa intestinal, principalmente Lé.'cle la i.p. y LIE de la región 

del duodeno. Garcla-Reyna, 1997 realizó estudios morfométrk:os sobre •. la m~duración de 

Le T de la lámina propia. Intestinal durante y después del· de.siete y sÓbre el efecto de la 

infección con T. splralis, analizando también la respuesta in vitro hacia anllgenos del 

paiásito: Ese ·trabajo mostró que los animales de las 6 a las 12 semanas de edad no 

tuvÍ~roi{ca~Íllos relevantes en el número y distribución de Le T. En cuanto a la Infección, 

nÓ se. deÍectaron diferencias entre los grupos experimentales (control e Infectado) y la 

respúésta hacia antlgenos del parásito no fue detectable a nivel sistémico y local, 

···sugiriendo ·que el parásito podria modular la respuesta Inmune para evitar su expulsión. 

· Romero-Ramlrez (2000) analizó por citrometrla de flujo las poblaciones celulares del 
·.·· '' 

• ~lstema Inmune porcino ante la Infección con T. splrans encontrando solo diferencias 

sutiles .con la edad en los diferentes órganos que se evaluaron, aunque en algunos casos 

la proporción de células cambió al comparar animales control e infectados, entre las 

poblaciones cambiantes están C02+, coa+ en ganglio linfático mesentérico y C04+ en 

• LP ·1rítest1nal.Asl mismo, en epitelio de cerdos nonnales de las 6 a las 12 semanas de 

edad, las células C02+ y coa+ aumentaron de manera continua, en cambio a nivel de 

Infección con T. splral/s, estas poblaciones no mostraron diferencias con los animales 

control, 'en tanto que la células accesorias disminuyeron su número a los 2 dlas post 

· Infección (dase 11 del MHC), lo que sugiere que el parásito se encuentra evadiendo la 

respuesta Inmune de manera continua. 
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JUSTIFICACIÓN 

El estudio de la maduración de las células del sistema Inmune de la mucosa Intestinal 

porcina, después del destete, es de relevancia ya que este periodo de vida está 

caracterizado por una alta susceptibilidad a múltiples enfermedades. En este contexto ya 

existen estudios enfocados a observar los cambios que ocurren en la lactancia (Vega

López y Stokes,1993) y durante el destete (Vega-López, et a/.,1995), por lo que estudiar 

el periodo después del destete, servirla para entender los aspectos Involucrados en la 

maduración de los animales. Las Infecciones pueden modificar la distribución y el número 

de células del sistema Inmune de la mucosa por lo que la Infección experimental con 

Trichlne//a splra/is provee de un buen modelo para su evaluación. 

Anterionnente ya se estudio In sltu el efecto de la Infección sobre los linfocitos de la 

lámina propia Intestinal (LLP) porcina (Garcfa-Reyna, 1997) y de los LIE y LLP In vitro 

(FACS, Romero-Ramfrez, 2000), por lo que, en este trabajo se pretende analfzar el efecto 

de la edad y de fa Infección sobre los LIE In sifu, con lo que se complementarla el estudio 

de fnmunfdad mucosal porcina ante infecciones parasitarias. 

Por otro lado, se estudiara el efecto de la Infección experimental con r. spiralis sobre 

los eosfnófilos intestinales del cerdo, por tratarse de células representantes de los 

mecanismos lnespecflicos de defensa y que se encuentran muy relacionadas con las 

respuestas Inducidas por parásitos helmintos Interviniendo en fenómenos como la 

expulsión, además de ser células que Influyen en la respuesta inflamatoria regulada por 

otras células como las ce y los Le T. 
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OBJETIVO 

Analizar el efecto de Ía edad y de la Infección experimental con Trlchlnella splralls 

sobre los linfocitos lntraepltellales y eoslnófilos Intestinales, en cerdos recién 

destetados. 
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MATERIAL Y METODOS 

·• Animales. 

Se utilizaron 5 camadas, de 10 cerdos destetados.cada una, de la raza Yorkshire x 

Landrace, de 6 semanas de edad, pro~~nl~~tes de ü~a granja libre de enfermedades 

enzoótlcas y que no vacuna a sus a~lflla1~'s: C~da; ~mada ~e dividió en dos grupos 

•(control e infectado con Trichinel/a 'splra/isl ·~~ ~u~l~s se mantuvieron en corrales 

separados dentro del bloterio del CINVESTAV- IPN.· : ··. 

Los animales del grupo infectado fueron in~~ulados oralmente con cama de rata 
' . ,· ~·· _, . ¡• 

infectada' con T. splralis a razón de 700 larvas . músciilares I kg de peso. Se sacrificó un 

animal del grupo control y uno del grupo 'infe~tado de c~da camada a los dias 2, 5, 15, 

25 y 40 post infección con una sobredosis· intravenosa de pentobarbital sódico 

(AnestesaVSmlthkline Beecham). 

Estudio Morfométrfco 

a) Toma de muestras 

Se tomaron dos muestras de 2 a 3 cm de intestino delgado proximal (10 cm adelante 

del pfloro) de cada uno de los animales control e infectados. Una muestra fue depositada 

rápidamente en un vial con una solución crioprotectora (Tissue Tek, O.C.T. compound 

MILES, Diagnostlcs Divislon EIKHART, USA) y se sumergió Inmediatamente en nitrógeno 

liquido. Las muestras se almacenaron a -70° C en un ultracongelador Cryostar-85. 

Estas muestras se utilizaron para la evaluación de los LIE por la técnica de 

inmunoperoxldasa (avidina-biotina). La otra muestra de tejido se colocó en una solución 

fijadora de paraformaldehldo-lisina-peryodato (PLP) dejándolo actuar por 24 h a 4°C para 

su inclusión en parafina (Me Lana y Nakane, 1974; Gendelman, et al. 1983). Estas 

muestras se usaron para evaluar a los eosinófilos intestinales mediante la tinclón 

concromótropo 2R (Lendrum,1944) (ver anexo). 
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b) Cortes Histológicos 

Del Intestino delgado congelado se re.anz.aron cortes hlstológloos • de 4 .. µm de 

espesor en un crlóstato (MINITOME, .. lnternational Equlpment, Co.). Los cortes . se 

depositaron en laminillas prevlam~~ie c~IÍl~rta~ can poll-L-llslna al 0.1% (SIGMA, l.ot. .· 
62H0601, 657-27-2) para su mejor adheslO~, tuer<ln secados al aire y se fij~ron en 

acetona por · 10 minutos a 4'c,'' cons_eiVándose envueltos perfectamente en papel 

higiénico y papel aluminio a -70° C hasta su utilización. También se realizaron cortes 
. - - . 

seriados de aproxl.mad~m~nte 2_ µm de espesor de las muestras embebidas en parafina 

en un mlcrotomo '(Jung Hlstocul 820. LEICA. Alemania) se notaron en un bar'IO marra 

(aprox. 50º C) para su extensión, enseguida fueron colocados en laminillas y éstas se 

secaron en . una · parrilla caliente para la mejor adhesión del corte , terminado el 

procesamÍent~ se alm,acenarOn a temperatura ambiente. 
=:--· > ·., . .- '·;.: ~:_(··.·~ 

c) AntlcÚerp~s ~~nocionales (AbM) 

Se utilizó un panel de AbM anti C02, CD4 y CDS (Cuadro 1) para la Identificación de 

linfocitos T en la mucosa Intestinal por lnmunohlstoquimica. Estos anticuerpos fueron 

donados por la Dra. Joan K. Lunney (lmmunology and Disease Resistance Lab. LPSI, 

ARS, USDA) y la Dra . Karin Haverson (University of Bristol, R.U.). 

ES PE C. CLONA ISOTIPO REFERENCIA 

CD2 MSA-4 lqG2b (Hammerberg y Shurig. 19861 

CD4 74-12-4 lqG2b (Pescovitz. Lunney y Sach 1985) 

CDB MIL-12 (288A1l lqG2a (Pescovitz. Lunney y Sach 1985! 

Cuadro 1. Panel utilizado de anticuerpos monoclonales para linfocitos T 

de cerdo. 
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d) . Tlncló.n con la técnica de · fnmunoperoxldasa (avldlna-blotlna) para muestras 

congeladas. 

• Hidratación 

Las muestras · congeladas se colocaron en . solución salina amortiguada de Tris 

(TBS) (ver anexo) por 10 mln para ellmlnar el exceso de la solución protectora y para su 

hidratación. 

• Bloqueo de la peroxldasa endógena 

Las muestras fueron tratadas en metano! absoluto con 2.5% de peróxido de 

hidrógeno (H20 2 al 30%) (ver anexo) por 1 h a temperatura ambiente, para eliminar la 

actividad de la peroxldasa endógena del tejido. Después fueron lavadas 3 veces con TBS 

por5 mln . 

• Tlnclón 

Se utilizó suero normal de cabra C:omo "suero de bloqueo" (Kit Kirkegaard Peny 

"h''"'tnr1iA" (KPÍ.) Maryla-nd, USA cal. 11-0018) para cubrir por completo las muestras 

'cámara húmeda, con el objetivo de reducir la unión lnespeclfica de tos 

tejido. 

mu1es;1ra1sse decantaron y se quitó el exceso de suero de los bordes del tejido para 

""'""º'umi;• Incubarlas con la dilución apropiada del anticuerpo monoclonal respectivo por 

.· gC04 

;. gC08 

húmeda (Cuadro 2). 

DILUCIÓN 

1:10 

Concentrado 

Concentrado 

ORIGEN 

Sobrenadante de cuttivo 

Sobrenadante de cultivo 

Sobrenadante de cultivo 

Cuadro 2 .• Diiuciones y origen de cada uno de los anticuerpos utilizados. 
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~'"'-·-·---

Transcurrido el tiempo, las muestras se lavaron 3 veces con TBS, 5 mln e/u. 

•Anticuerpo blotlnilado (Kit KPL) 

Se limpió el exceso de TBS de las lamlnlllas . y~ enseguld_a se aplicó el anticuerpo 

blotinllado del kit (cabra anti JgG de ratón) JnwbárÍdos;; por'1' h E!~ cámara húmeda. 

Se lavaron los tejidos 3 veces con TBS ptil's'~in:~n e<'.~:> · 

• Aplicación de estreptavldlna - peroxklasa°(Kit KPÍ.) 
Se limpió el exceso de TBS de lasmS~stia~' y ~~ colocó Ja estreptavldlna conjugada 

. con peroxldasa del kit por 1 h en cámantÍi¿ineda. Transcurrido el tiempo, se lavaron las 
. -·. -.,. ,' 

muestras 3 veces con TBS por 5 minen e/u. 

• Diamlnobencldlna (DAB) (Sigma Chemlcal Co.) 

Se limpiaron las muestras del exceso de TBS y para visualizar Ja reacción se aplicó la 

soluclón de DAB (ver anexo) controlando la Intensidad de Ja Unción en un microscopio 

óptico. Para detener la reacción las muestras se sumergieron en la solución de TBS, asl 

mismo se realizaron los lavados correspondientes (3 veces por 5 mln e/u.). 

• Contratellldo y Montaje 

El contratellido se realizó con Hematoxilina de Harris por 30 seg, pasando las 

muestras por agua corriente (para observar el viraje) y por alcohol ácido (pocos 

segundos) para eliminar todo exceso de colorante, las laminillas se pasaron nuevamente 

por agua corriente para lavar los residuos de alcohol ácido. Las muestras fueron 

deshidratadas colocándolas en un tren de alcoholes: 70%,70%, 90%,90% y 100%, 100% 

por 5 mln en e/u. Finalmente se realizó el aclarado con Xilol por 5 minutos. Para el 

montaje de las muestras se utilizó una resina sintética (Micromount Surgipath, USA). 
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e) Tlnclón para eoslnófllos con Cromótropo 2R (Lendrum, 1944) 

• Hidratación 

Los cortes en parafina fueron colocados en dos banas de xllol por 5 min, para eliminar 

la parafina del tejido y enseguida se pasaron por alcohol al 1~00% y 90% 2 veces en cada 

uno por 5 mln para su hidratación. 

• Aplicación del colorante cromótropo 2R (ver anexo) 

Los tejidos se colocaron en el colorante de cromotropo 2 R por 50 mln: Transcurrido 

el tiempo los lejldos fueron lavados en agua corriente. No hubo contratinclón. 

• Deshidratación y Monlaje 

Las muestras se colocaron en una solución de alcohol ácido por pocos._segundos, para 

eliminar el exceso de colorante, enseguida se colocaron en un tre~:: de alcoholes: 

90%,90%, 100%,100% y Xilol. Para el montaje de las muestras se utilizó resina sintética 

{Mlcromount, Surglpath, USA). 

f) Determinación del número de células 

El conteo de las células se realizó utilizando un sistema semi-automático de análisis de 

Imágenes por computadora de alta resolución (VIDS V, Synoptlcs, Essex, England). Este 

programa permite observar la imagen digitalizada de las muestras sobre un monitor a 

color, haciendo posible medir el área de interés y contar las células positivas al AbM en 

dicha área. 

En cada muestra de Intestino se definió el área de Interés a medir, como: epltelio de 

las vellosidades, lámina propia de las vellosidades y lámina propia de criptas. 

Linfocitos lntraeplteliales 

De cada muestra de tejido fueron seleccionadas 5 vellosidades similares en tamaño y 

orientación del corte, realizando en cada una de ellas un conteo triple sobre el epitelio: 
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a) Primer conteo: número total de enterocitos 

b) Segundo conteo: número total de linfocitos intraepiteliales 

c) Tercer conteo: número total de células positivas al AbM 

Se obtuvo la relación del número de células por .vell~slda.d, la relación entre LIE 

positivos al marcador y los LIE totales en la vellosidad y nú.m-erode células positivas al 

marcador contra el número total de células epltellaÍes sobre la vellosidad intestinal 

(enterocltos). 

Eoslnófllos 

En cinco vellosidades de cada muesira se re~lizó un conteo de células positivas a la 

Unción de crom-ótropo 2R en la LP de las v~llo~ldad~s y criptas. 
Ó-·. "',·· • :_. ··-._,-. !:·-

Se reallió la . comparación. de.• los' datos . of.>'tenid~s : en · iÓs animales control a las 

diferentes . edades (mad~ración) y entre: Íos' anl,;,ale~'c0ntrol e Infectados con T.sp/ralis 
(Infección). . . ···--. :.· -<· .. •.- '· .. :. ·. - - ,~-- - -

'';·-

. ; ~---. ; >:~ . 
s·e hizo_ el_an~Ílsls e_s~aci_istl~ erfipiea'riCio. la pn.i_eba·· t-Student pareada, para evaluar 

las diferencias entre ambos.grupos experimentales. 
,. .:~ < • ; • • • • • • ' 
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RESULTADOS 

1) EFECTO DE LA MADURACIÓN 

A) . ENTEROCITOS .TOTALES EN EL EPITELIO DEL INTESTINO DELGADO 

PORCINO· 

Ei número pr~medlo de· enterocitos por v~ll~sldad e~ el duodeno aumentó con relación a 

la edad, d~ 1a sem~na 2 (319±19)~ 1á ;e;rian'á ª· (3S4±6} (Flg. 3), mostrando diferencias - .. - ... ,,.,_.. , ' ..... '· . 

significativas a las semanas3 (p:Có.Ó5),4 ci:><o:o5), 6 (p<0.01) y 8 p(< 0.001) post destete, 
- .. ' . '· ··. ,\, ,., . t'~¡'.:. _, '. -

con relación a la semana 2·de edad.· 

B) CAMBIOS EN LIE CD2,:cD4:y CDS .EN EL EPITELIO INTESTINAL DE CERDOS 

RECIÉN DESTETADO~f\ 

Las células positivas para':ééld~·marcador inmune se expresaron en los gráficos como 

número de células por veU~~fdaJ''~ri las diferentes semanas después del destete, los 

animales fueron destetadbs ~''!~~~~;~~manas de edad. 

Las células CD2+·.~Llfu~ni;;'fu~·~~~ las semanas 3 y 6 post destete (102±15 y 118±20 

respectivam~nte).cokril1~';;(ÓA';~:¡~"i~rtíana 2 (71±7) (p<0.05) (Flg. 4). 
·-,::-··,, \:'::·~_:.:,~_-:·::::.!:?r.~:~1~:-~-. ·>>~~ ¡;, -

Se detectaron rríui~~~~~¡~l~~~~D4+ en el epitelio los que oscilaron entre o.oo y 0.15 
,_. . . ' ··. ·.: <·: _, .. ,t - ··::' -- :. ' ,-~ .. '.;' ".<"~:-.. •.• 

cél~las por vello~idad"(Fig?4):'~1n''.¡;;o~Írar cambios estadlsticamente significantes con la 

. edad .. · . •:·;· .. <:c\.;.i,·: ·' .·~·· 
- ;.'.;:,' '"-,}::~·!,.-:(~;,;\Jji_;. 

-j:.j/.-. ·'.~"·:'../" :~-~-:--Ji;.:/: 
Las células coa+ auni'entai-ori en número conforme pasó el tiempo, encontrándose a la 

. . ' , . - ·. '~' • ' .~' .. :, .. " ,: . i. -' . :' ;-_\ ·,. . ·' - . 
semana 3 '.el' pico máximo. (89±12), con una diferencia estadlsticamente significante 

(p<0,01) conrela~lón alasema~a 2 (70±12) (Fig. 4). 
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C) EOSINÓFILOS EN EL INTESTINO DE CERDOS RECIÉN DESTETADOS 

En la LPV desde la semana 2 a la 8 post destete, los valores osé:IÍarcin 'é~lie. 600 y 800 

células, mostrando diferencias estadlsticamente slgnificant~s ~..; 
0

la~'~e~~n~~ 6 (~o2~93) .·· .. 
·y 8 (753±83) (p<0.05) con relación a la semana 2 (619±78), (Flg.1 s)'}fe~'i¡¡'LPc'se · 

observó el aumento más importante de células con el tiempo, ya cjúll á1_1ó1é1o'délestiíd10 

se encontraron cerca de 700 células por mm2 y al fln~I se 'íi1da~~Ó ~..; ~~ídr d~ 1'400 

células por mm2. En esta zona, se encontraron diferencias s1grilfi~rites'e..; 1á'~ ~emanas 3 

c111±8a¡ (p<o.05¡ y a c1460±2021 (p<o.01¡ comparados ron 1a semana·2 (s95±63) post 

destete (Flg. 5). 

2) EFECTO DE LA INFECCIÓN 

A) El número de enterocitos en el epitelio duodenal no presento cambios en los 

diferentes dlas post infección al compararse con el grupo control. 

8) LINFOCITOS INTRAEPITELIALES CD2+, CD4+ y coa+ EN CERDOS 

INFECTADOS CON Trlchlnella sp/ra/ls. 

El grupo Infectado con T.spiralis presentó, al dla 2 PI (109±25), un aumento significativo 

(p<0.01) en las células CD2+ localizadas en el epitelio de la vellosidad, comparado con el 

grupo control al mismo dla (71±16) (Cuadro 3). En los dfas subsecuentes no se 

observaron diferencias entre ambos grupos. Los LIE CD4+ en el grupo Infectado, 

mostraron un aumento significativo (p< 0.05) solo al dla 5 PI (0.30±0.4) (Cuadro 3). 

Finalmente, los LIE CDB+ del grupo infectado presentaron aumentos estadlsticamente 

significantes los dlas 15 (114±19) y 25 (117±23) post Infección (p<0.05) comparado con el 

control al mismo dla (84±17 y 76±46 respectivamente) (Cua.dro 3). 

28 



C) PROPORCIÓN DE SUBPOBLACIONES DE LIE (CD2, CD4 Y CDB) CON RELACIÓN 

A LOS LIE TOTALES, 

- . . -
El porcentaje de .célulás CD2"'.° en animales control a las 6 semanas de edad con 

relación al toiai d~ ll~fÓcltos prese~tes en ~I ~plt~lio. fu~ de cerca del 50% manteniéndose 

en valores eon~Í~~t~s;ha~ta~ías ·12 'i~maiiatcie edad, en tanto que los animales 

lnfecÍados mostraron"~a16r~s iÍg~rament~ ~á¡ ele~ados al dla 2 PI (54±4 en Infectados y 

48±5 en con;roles) (p<0,05) (FÍ1(aa).; ... 
,, 

El porcentaje de LIE CD4+. con rel~~Íón ~I total de LIE en el epitelio fue mlnimo en 

animales control, en tarito_que ·¡;n ~~lrnal~s l~fectados fue de alrededor de 0.50 %, con 

diferencia estadlstlca al df~S Pl~d~ Cp~0.~5, 0.67±0.07) (Flg. 6b). 
' , , . - . ""··.·e~ ·; ... 

... .. !_ .. :-- ·»_,-, ..•. ·• 

Finalmente la proporción de las.células CDS+, no mostró diferencias slgniflcativas entre 

grupos y osciló entre 43y6o"% ,.~,¡~largo del estudio (Fig. 6c). 

O) RELACIÓN DE u~~C>d~ós INTRAEPITELIALES CON ENTEROCITOS TOTALES 

EN LA VELLOSIDAD/:;·· 

. . 
La relación. entre LIECD2+ y células epiteliales (CE) en el grupo control (Ctl) promedió 

1 LIE por cada 4 CE (0.25), mientras que en el grupo Infectado los valores aumentaron en 

el día 2 PI (0.34±0.15) (p<0.05) mostrando una relación promedio de 0.30, es decir, 1 LIE 

por casi cada 3 CE (Flg; 7a). 

La relación entre -los LIE CD4+ y las CE en lnteslino porcino presentó valores 

promedio muy pequei'los debido a su bajo número en el epitelio intestinal (Cuadro 3), 

tanto" en an11l1a1es.Ct1 como en Infectados, sin embargo en estos últimos, al dla 5 PI 

(0.0011±0.0004¡ ~;isuÓ'una diferencia (p<0.05) en comparación con el grupo cu (Flg. 

7b). 

En tomo.a las células CDS, su relación con las CE mostró que en los animales control 

mantuvieron una relación promedio de 1 LIE por cada 4-5 CE (0.22), en tanto que en los 
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animales infectados existió un aumento en dicha zo~a, mostr~ndo una ~ela~lón proinedl~ 
de 1 LIE coa por cada 3 CE (0.30), señalando una difer~~ci~ est~di~tí~a~ente 
significante en este grupo al dla 15 (0.28±0.13) y 25 PI (0.31±0.13) coll'lparado ~n el. 

grupo CU (0.20±0.08) (p<0.05) (Flg. 7c). 

E) EFECTO DE LA INFECCIÓN CON T.splral/s. SOBRE LA POBLACIÓt·.r· DE 

EOSINÓFILOS EN EL INTESTINO DE CERDOS RECIÉN DESTETADOS. 

Los resultados muestran únicamente los valores obtenidos en la LP de las vellosid.ades 

y criptas duodenales, ya que se demostró que en el epltelio no habla eosinófilos. 

Los eoslnófilos detectados en la LP de vellosidades (LPV) de duodeno eh los animales 

d~I grup~ Infectado a los diferentes dlas post Infección oscilaron entre 780 y 1300 célÚlas 

por mm2, existiendo diferencias significativas con los animales control los dlas 5 

(839±70), 15 (982±103), 25(1086±107) de (p<0.05) y 40 (1321±106) de (p<0,01) post 

Infección (Fig. 8a). 

En la LP de criptas (LPC), los valores oscilaron entre 987 y 1500 eosinófilos por mm2, 

.mostrando diferencias estadisticamente significantes con los animales control en todos 

los dias post Infección con p<0.05 a los dlas 2 (1048±139), 5 (1070±166) y 40 (1516±139) 

y de p<0.01 a los dias 15 (1277±227) y 25 (1527±296) PI (Flg. 8b). 
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Figura 3. Enterocitos totales en vellosidades de duodeno de cerdos destetados. Las 
barras representan el promedio de 5 vellosidades elegidas al azar por animal (n = 1 O por 
grupo), con su desviación estandar. Los valores de cada semana se compararon contra la 
semana 2 por la prueba t-Student pareada y la significancia estadistica se expresó con 
asteriscos (*) P< 0.05, (**) P < 0.01 y(***) P<0.001. 
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Figura 4. Maduración de LIE CD2, CD4 y CDS en duodeno de cerdos recién 
destetados. Las barras representan los valores promedio de 5 vellosidades por animal 
en un total de 5 animales por grupo :!: el error estandar de la media. Las diferencias (*) 
p<0.05 y(**) p<0.01 son con relación a la semana 2 post destete respectivamente, con 
la prueba t-Student pareada. 
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Figura 5. Desarrollo de eosinófilos en duodeno porcino con relación a la edad. Las 
barras se refieren al valor obtenido del promedio de la cuenta de 5 campos 
microscópicos elegidos al azar en un total de 5 animales por grupo control en la zona de 
la lámina propia de vellosidades y criptas más su error estandar. (*) p<0.05 y(**) p<0.01 
se consideró significante, mediante la prueba t-Student pareada, comparando las 
semanas 3, 6 y 8 contra la 2 post destete. 
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Anima les P< 
Control Infectados 

101 (39) 164 (54) 0.062 
116 (47) 164 (74) 0.282 
103 (35) 143(59) 0.258 
124 (53) 170 (57) 0.212 
125(40) 152 (61) 0.382 

.71 (16) 109(25) 0.01 
102 (33) 130(24) NS 
60(38) 89(24) NS 

118 (47) 121 (22) NS 
93(46) 108 (35) NS 

·0.13(0.3) 0.3(0.2) NS 
0(0) 0.3 (0.4) 0.05 
0(0) 0.3(0.7) NS 
0(0) 0.2(0.3) NS 

0.15 (0.3) 0.5(0.6) NS 

LIECD8+ 2 71 (26) 104 (44) NS 
5 89(26) 107 (22) NS 
15 84 (17) 114(19) 0.05 
25 76(46) 117 (23) 0.05 
40 86 54 115 19 NS 

Cuadro 3. Linfocitos intraepiteliales (LIE) totales por vellosidad, en 
duodeno de cerdos control e infectados (700 LM/kg de peso) con 
Trichine//a spiralis. Los valores representan el promedio de las cuentas 
de cinco vellosidades escogidas al azar por animal en un total de 5 
animales por grupo experimental y por dla poslinfección (PI). La 
desviación estándar se muestra entre paréntesis. Los grupos se 
compararon con la prueba t-Student pareada. NS= no significativo. 
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Figura 6. Relación entre linfocitos intraepiteliales CD2+ (A), CD4+ (8) y CDS+ (C) y LIE 
totales en duodeno de cerdos control e infectados con T. spiralis. Las barras 
representan el promedio obtenido de los cocientes entre LIE positivos a la marca y LIE · 
totales de 5 vellosidades en un total de 5 animales por grupo en A y C y al menos 3 
animales en By por dla de infección, más el error estandar de la media. 
(*)p<0.05 se consideró significante con la prueba t- Student pareada. Las escalas de 
los gráficos son diferentes. 
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Figura 7. Relación entre LIE y enterocitos por vellosidad en duodeno de cerdos 
control (barras vacías) e infectados con T. spira/is (barras sombreadas). Las barras 
representan el promedio obtenido de los cocientes de LIE CD2+ (A), LIE CD4+ (B) y 
LIE CDS+ (C) con los enterocitos totales de 5 vellosidades por animal, en un total de 
5 animales por grupo en A y C; y de al menos 3 animales por grupo en B y día post 
infección (PI), más el error estándar de la media. e•¡ p<0.05 se consideró significante 
usando la prueba t-Student pareada. Las escalas de cada gráfico son diferentes. 
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Figura 8. Efecto de la infección con T. spiralis sobre los eosinófilos de la lámina propia 
de las vellosidades (A) y de las criptas (8) de duodeno porcino. Las barras representan los 
promedios de las cuentas de 5 campos microscópicos elegidos al azar de 5 animales por 
grupo más su error estandar a diferentes dias de infección. (*)p<0.05 y (**)p<0.01 por la 
prueba t-Student pareada comparando ambos grupos experimentales por dia de 
infección. 
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DISCUSIÓN 

En el presente trabajo se evaluaron, mediante lnmunohl~toqulmlca, los cambios que 

ocurren después del destete 'en algunas poblaciones· celulares del sistema inmune 

Intestinal en cerdos jóvenes, asl ·como el . efecto . de . la infección . experimental. con 

Trichinef/a spira/is en esas poblacloné~. El esiudio mo;fornétrico estuvo ~poyado en el 

análisis de Imágenes por computadora (FujÍt¡;¡, 19S3); ... . 

l. MADURACIÓN 

A. ENTEROCITOS 

Los resultados de este estudio muestran·que.el número total de enterocitos de las 

vellosidades Intestinales de los animales ~In ; Ínfeétar}~~ l~crementó con la edad de la 

semana 2 a la semana s (p<0.001) post destete (Flg:: 3), lo 'que demuestra el crecimiento 

constante del tejido. Taklmoto y cols. (1992),.meiiclorian que con la edad existe un 

incremento normal de células Intestinales en el ~plt~llo de ratas y ratones, asociado al 

contacto con la dieta normal después del nacimiento (Cummlns y Thompson, 1997). Es 

importante evaluar estos cambios ya que en una etapa como el destete, se presentan 

cambios Importantes en la fisiología Intestinal del animal, mismos que correlacionan con 

los movimientos celulares y renejan el estado de madurez del órgano. Sin embargo, 

estudios similares en cerdos no se hablan llevado a cabo hasta ahora. 

B. LIE 

Con relación a la maduración de células Inmunológicas, durante el periodo de las 2 a 

las S semanas PD, se encontró que los LIE CD2+ aumentaron significativamente en las 

semanas 3 y 6 (Flg.4 ). Los LIE CDS+ aumentaron ligeramente y solo con significancia en 

la semana 3, sugiriendo que probablemente las células CD2+ y CDS+ pertenecen a 

poblaciones diferentes, debido a que los cambios en estas células no coincidieron en el 

tiempo (Flg.4). Esto podría explicarse debido a que los LIE se conforman de varias 

subpoblaciones de células como las dobles negativas, las CD2+CD4-CDS+ y en mucho 

menor número las CD2+CD4+CDS-, apareciendo asl mismo, otras células denominadas 

células nulas que no expresan ninguno de los marcadores anteriores (Vega-López y 

Stokes, 1994). Las células CD2+ dobles negativas son las primeras en incrementar su 

número después del nacimiento, en tanto que las CD2+ CDS+ solo aparecen a las 7 
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semanas en animales sin destetar o a los pocos dlas después del destete (Vega-López y 

Stokes, 1994; Vega-López, et al., 1995; Stokes, 1996). En este trabajo se demostró que a 

partir de la semana 2 PO la células CD2+ y CD8+ del epitelio Intestinal siguen cambiando, 

aunque en menor medida que en la lactancia (Vega-López et al., 1993), Indicando que el 

órgano se acerca a su maduración, probablemente Influido por el desafio antlgénlco de la 

nueva alimentación y de la mlcroflora Intestinal. La función de estas células podrla ser 

cltolítica (CTL) constitutiva como se ha descrito en el modelo murino (Abreu-Martln y. 

Targan, 1996), lo que puede ser un mecanismo Importante de defensa contra patógenos 

Invasores y para la destrucción de células epiteliales infectadas. Las células CD4+ solo 

se encontraron esporádicamente en el epltelio Intestinal (Flg. 4), confirmándose que su 

localización preferencial es la lámina propia de tas vellosidades (Vega-López, et al., 1993; 

Vega-López, 1994; Bailey, 1998; Garcla-Reyna, 1998). 

Taklmoto y colaboradores (1992) aseveran que la subpoblaclon de LIE CD2+CD8+ 

en la rata Wistar, aumenta con la edad, al comparar ratas SPF (libres de patógenos) con 

animales normales, debido directamente a la estimulación por la micro flora intestinal. Por 

otro lado, Challacombe, (1980), Balley (1993) y Husby (1994) proponen que el sistema 

Inmune Intestinal responde a antlgenos de la dieta, produciendo tolerancia inmunológica, 

por lo que esta reacción de protección contra respuestas Innecesarias hacia antígenos 

Innocuos debe requerir de un sistema inmune local maduro. Los LIE, por su ubicación en 

el epitelio Intestinal, son los primeros en tener contacto con los antígenos que llegan al 

lumen Intestinal, por lo que se sugiere que tienen la capacidad de diferenciar a los 

patógenos potenciales de las moléculas Innocuas de la dieta, aunque esta función podrla 

recaer también en las células presentadoras de antígeno. 

C. EOSINÓFILOS 

Los eoslnófilos son células efectoras en los procesos Inflamatorios y son capaces de 

causar dafio a los tejidos a través de la liberación de protelnas altamente tóxicas, asl 

como de mediadores llpldicos (leucotrienos C4) y metabolitos oxigenados, siendo 

documentado también la presencia de eoslnófilos en varios desórdenes Inflamatorios 

como el asma (Hom y Estridge, 1994) asl como en las Infecciones contra helmintos 

(Buttherworth,1977; Kazura, 1980; Flnkelman,1991; Venturiello,1995; Else, 1998). 
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En este' trabajo, Jos eoslnófilos mostraron cambios en su densidad en el tejido con 

relación a la >eda~ d~/. los' animales y al sitio en la mucosa Intestinal. En ensayos 

preliminares, se niostró ,que en' la zona epitelial no habla presencia de eoslnófilos con la 

tincló-n de crorn.ót_íClpo_ 2R, en cambio en la LP de las vellosidades y las criptas, esta 

pobláción de' Células esÍaba bien representada, por lo que las cuentas aquf reportadas 

solo Incluyen'¡~ LP.-En la LP de fas criptas (LPC) el número de eoslnófllos se Incrementó 

·hacia la 'semán!i a post destete (p<0.01 ), comparado con Ja semana 2, cambios que se 

apr~ci~n'2~n 1 '.T;e~o~ 'grado en Ja LP de las vellosidades (Flg.5). Como se habla 

men~l~n~do ~~ie~C>rmenie, Ja maduración de algunas de las poblaciones celulares de la 

'mucosa intestl~afes debida a los estlmulos generados por la micro flora Intestinal y de 

moléculas; in~?_cuas como los alimentos, provocando asl tolerancia Inmunológica 

(Cummlns 'y Thornpson, 1997). Los eoslnófilos, responden a cualquier desafío intestinal, 
._, ·?:,,-. 

por lo que su·densldad puede cambiar constantemente y aunado a que en este tiempo el 

des~rrollÓ celul~~:esta en plena actividad (2 semanas PO) tratando de alcanzar una 

rnadurez'que le''~ermlta montar respuestas efectivas. En la reglón de las criptas se denotó 

mas el cambl~'~uglriendo asl que es probable que el sitio de llegada de estas células a 

las v~llosldade;intestlnales, sea a través de los vasos sangulneos ubicados en esta zona 

· (lHEV?). A pártlr de ese sitio, los E+ parecen alcanzar la LP de las vellosidades, tal vez 

atral~os por los mensajes derivados de otras células del lugar que Incluyen Le T, células 

dendrtUeas, células MHC-11+ (Vega-López et al., 1993) y células cebadas (Fig.1 o A y B). 

11. EFECTO DE LA INFECCIÓN 

La Infección Intestinal con T. spiralis podrla provocar cambios en la celularidad del 

Intestino. Else y Finkelman (1998) demuestran que durante la infección con diferentes 

nemátodos Intestinales como N. brasiliensis, T. spiralis, H. po/ygyrus y T. mutis en 

ratones, algunas poblaciones celulares, como las CD4+ (Th1 y Th2) y células caliciformes 

cambian previo a su expulsión. La respuesta de tipo Th2 observada durante este tipo de 

infecciones se ve acompai\ada de una elevaclón en el número de eosinófilos (incremento 

en IL-5), secreción de interteuclnas a través de las células T CD4+ y mastocitosls. 
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A. ENTEROCITOS 

El numero de enterocitos por vellosidad no mostró . cambios . estadistlcamente 

significativos entre ambos grupos experimentales, por esta razón se decidió Integrar los 

datos de los animales control e Infectados en un solo grupo de 10 animales por dia de 

infección con objeto de reducir la váriabllidad individual por dia. i.os valores se mostraron 

en el apartado l. Maduración, A. Enterocitos, de esta sección. 

En ratones y ratas, durante una Infección primarta con T. splra/is, el sistema inmune 

Intestinal reacciona fuertemente logrando la expulsión del parásito (Ahmad, Wang y Bell, 

1991). Ramaswamy (1996), menciona que la expulsión del parásito en ratas ocurre hacia 

el dia 11-12 post Infección, evento asociado con Incrementos en los niveles de IL-4 y 5 en 

el Intestino delgado, mediado directamente por células efectoras CD4, caso similar al de 

ratones (Goyal, 1994), donde se ha demostrado que diferentes aislados obtenidos de T . . ·. 

spiratis exhiben variaciones en la cinética de Infección, observándose una activación de · .. 
células con perfil Th1 y Th2, En contraste, lvanoska, et al. (1990), mencionan··.q~e. ia' 

respuesta hu~oral que reconoce al estado larvario de T. spiralis en los cerdos de i y . .{ 

meses de edad se desariolla.alrededor de los 41 dfas después de la Infección· y no se •. • 
- .. - - -· - - ' ··' 

observan cambl~s Importantes en las células del linaje monoclto/granulocito "en 

circulación .. Sin embargo, las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CDS+ en sangre 

· periférica presentaron un Incremento dramático después de los 60 dfas de infección, 

encontrándose · Inclusive muchas células que expresan ambos marcadores 

simultáneamente. 

B. LIE 

Al dla 2 post infección se detectó un aumento significativo en las células CD2+ 

(p<0.01) (Cuadro 3). Esas células fueron probablemente DN (NK?), ya que esos cambios 

no fueron detectados en las subpoblaciones de células CD4+ y CDS+ (Fig.9 A). Ese 

aumento podria tratarse de una reacción temprana de LIE NK debido a la presencia del 

estadio preadullo del nemátodo, o a la liberación de sus antlgenos, reacción que 

desaparece posteriormente debido pos.iblemente a algún mecanismo de evasión de T. 

spira/is para mantenerse en el epitelio intestinal sin ser reconocido. Despommier, 1998, 

menciona que las larvas de T. spiralis secretan protefnas que no son reconocidas por el 

sistema inmune y que impiden que las poblaciones celulares reaccionen contra el 
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parásito permitiéndole pasar inadvertido. La lnmunosupresión es un rasgo de las 

Infecciones parasit?rias y se ha observado que afectan tanto la respuesta de anticuerpos 

como la celular, Inclusive la larva recién nacida de T. ·splfi!lls secreta toxinas asl como 

antlgenos de secreción-excreción que afectan la · funclon.alldad de los llnfocltos 

Intestinales porcinos (Gerencer, et al. 1996). 

Se ha referido que la defensa contra la Infestación parasitaria en ratones y ratas está 

mediada por células T, pues en anim~l~~·~'n bajas cantidades de Le T se establece el 

parásito rápidamente mientras que en ánimales normales dicho establecimiento es mas 

lento (Mayrhofer et al., .~1984). En ratones se ha observado que los LIE actúan 

tempranamente C:Ontra 'r. splralÍs ' eliminando células epiteliales danadas por el parásito y 

de esta forma ayudando a su expulsión (Kazura, 1981 ). En el caso del cerdo, no existen 

estudios similares,· pe;o se 'ha documentado la larga permanencia del parásito adulto en 

el intestino del cerdo (Murrel, 1985; lvanoska y Cuper1ovlc, 1990), lo que sugiere que los 

mecanismos efectores en roedores son distintos a los prevalentes en los cerdos. 

En el epitelio Intestinal porcino normalmente no se encuentran células CD4+ (< 5% 

de los Le presentes, según Romero-Ramlrez, 2000) (Flg.9 B), sin embargo, durante la 

infección de T. spiralis en cerdo, se observó un Incremento significativo en esta población 

al dla 5 post Infección (Cuadro 3). Probablemente se trate de células cuya residencia sea 

la lámina propia pero, bajo el estimulo de los antígenos liberados por el nemátodo 

pudieran migrar hacia el epitelio. En relación a esto, existen evidencias de que linfocitos 

de Ja LP pueden migrar hacia la capa epitelial y viceversa (Poussier, 1994) a través de 

microporos ubicados en la membrana basal (Low, 1984). De tal forma que se ha 

postulado que la migración de un gran número de células de la lámina propia ocurre In 

vivo siguiendo la pérdida de células epiteliales a causa de algún dano (Mahida, 1997). 

Dicha migración quizá puede representar un tipo de defensa intestinal del hospedero, sin 

embargo, ese no parece ser el caso en el cerdo pues el numero de células involucrado 

siempre fue muy bajo. También podría tratarse de células doble positivas (CD4+CD8+), 

relacionadas con el fenotipo de memoria (Zuckermann, Binns y Husmann, 1994) que 

aparecen en el epitelio, aunque su desaparición poster1or no se explicaría fácilmente. 

Finalmente, Reimman y Rudolphl (1995) indican la existencia de células CD4+ con 

expresión de la cadena a de CD8+ durante alguna fase de su maduración en ratones. SI 

este es el caso, se trataría de células inmaduras que cambiarian de sitio en la mucosa al 

finalizar su maduración. 
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Los cambios significativos en los LIE CD8+ los dlas 15 y 25 PI (p<0.05) sugieren una 

reacción tardía contra T. spiralis o algunos de sus componentes, aunque esos aumentos 

no se observaron en las células CD2+, indicando que probablemente que las células 

CDB+ están substituyendo a las células dobles negativas (dla 25) que antes ocupaban el 

epitelio (Fig.9 C). En trabajos realizados por Rothkotter, et al. (1991) se ha observado que 

estas células tienen la capacidad de migrar sobre la capa epitelial, en respuesta a la 

presencia de antigenos o por recambio celular. 

Otra posibilidad es que el aumento de células CDB+ en el epitelio Intestinal porcino 

podrla deberse al acceso de células de otro linaje que expresen el marcador CDB+, como 

serla el caso de las células cebadas de peritoneo de ra.tón y los macrófagos de rata que 

expresan el homodlmero CDBaa· (Jun-Lln, 1998); situación que podrla clarificarse 

realizando tlnclones dobles por lnmUn~hlstoqulmiJ;, · 
Los cambios detectados al dla 5 PI (CD4+) y 15 y 25 PI (CD8+) podrlan relacionarse 

con la liberación de larvas reclén'n~cldas
0

(LRN) del nemátodo c~mo lo menciona Murrell 

(1985), _donde demuestra que .alrededor del dla 10 PI los adultos de T. spiralls 

disminuyen su número en el Intestino porcino pero comienzan a liberar larvas recién 

nacidas, lo que producirla una gama de señales antigénlcas a nivel local y sistémico que 

estarlan provocando alteraciones en la densidad de los LIE al reaccionar contra los 

nuevos antlgenos. En el ratón también se ha observado que los LIE actúan 

tempranamente contra r. splralis, eliminando células epiteliales dañadas por el parásito y 

de esta forma ayudando a su expulsión (Bozlc, eta/., 1996). 

Los cambios tardíos en la población de LIE CDS+ podrlan relacionarse con la 

respuesta Inmune que finalmente comienza a montarse en contra del parásito, como la 

producción de anticuerpos tanto locales como sistémicos a la tercera semana PI (Piña 

Escobado, comunicación personal), ya sea porque el parásito disminuye sus mecanismos 

de evasión o porque el sistema inmune finalmente puede superarlos. Se requieren más 

estud_los sobre este punlo para clarificar el significado real de esos cambios celulares en 

el epttelío Intestinal. 

Cabe recalcar que existen diferencias importantes entre la infección en cerdos con lo 

que ocurre en roedores. En ratas y ratones el fenómeno de mastocitosis y eosinofllia 

Intestinales son determinantes para la expulsión de T. spirafis. Este fenómeno no se ha 

estudiado en el cerdo, donde la expulsión es más bien tardía (Murrel, 1985; lvanoska y 
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Cupenovlc, 1990). ·Estudios lnmunohlstoqulmlcos en la LP duodenal porcina, no han 

detectado cambios en las células C02, C04 y coa durante la infección (Garcla-Reyna, 

1997). Sin embargo, por citometrla de flujo se han evidenciado aumentos en la proporción 

de células C04+ y coa+ en la LP Intestinal a los días 15 y 25 PI, aunque en epitelio solo 

se detectaron reducciones en células MHC-11+ (Romero-Rodríguez, 2000), indicando que 

las técnicas lnmunohistoqufmlcas carecen de la sensibilidad necesaria para detectar 

cambios sutlfes en las poblaciones Intestinales o que las células que acceden a la 

mucosa tienen una expresión reducida de marcadores por lo que escapan al nivel de 

detección inmunohlstoqufmlco. Además, tampoco ha sido posible detectar respuesta 

proliferativa de células lntesllnafes al cultivarse ante antlgenos del parásito in vitro 

(Garcfa-Reyna, 1997), lo que puede explicar la Incapacidad del cerdo para la eliminación 

temprana del parásito precisando de la Intervención de otras células del sistema Inmune y 

de la producción de anticuerpos (Yépez y Ortega, 1994). 

Con respecto al fenotipo de los LIE, los porcentajes de células C02+ prácticamente 

coinciden con ros de las células coa+ (50-60%, Flg. 6 a y b) a lo largo del estudio, lo que 

sugiere que la gran mayona de LIE son células T cltotóxlcas (C02+COa+), aunque se 

sabe que ese fenotipo también lo tienen algunas células NK y TCR2. Esto confirma 

hallazgos anteriores que senalan al compartimiento epltelfal como casi exclusivo de 

células T COB+ en cerdos (Rothkotter, Ulbrich y Pabst, 1991; Vega-López et al., 1993; 

Romero-Ramfrez, 2000) y en ratones (Mowat y Viney, 1997; Baegley, 199a). El restante 

40% de células podnan ser células Nulf o de baja expresión de marcadores, por lo que no 

pueden ser detectados por lnmunohlstoqufmlca. 

A diferencia de la cuantificación de células de la LP, que se hace con base a la 

superficie del tejido, obteniéndose un parámetro de densidad (células/mm 2), en el epitelio 

no tiene sentido medir la superficie puesto que los cortes histológicos solo proveen de una 

medida unidimensional del epitelio (longitud). Por elfo, la cuantificación de células en el 

epitelio se hace con respecto a su longltud, por cuenta total de células en la vellosidad o 

relacionando linfocitos con enterocltos. En el primer y tercer caso, las mediciones son 

Independientes de la longitud de la vellosidad por lo que son medidas más confiables que 

la cuantificación del total de linfocitos en el epitelio de la vellosidad. En este trabajo se 

obtuvo la relación de subpobfaclones de linfocitos y enterocitos totales tanto para C02 y 

coa, obteniéndose un promedio de 1 LIE por cada 4-5 células eplteliales en los animales 

control y de 1 LIE por cada 3 células epiteliales en el grupo infectado, con cambios en la 
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proporción de CD2+ al dla 2 y de CD8+ al dla ,25 posÍ infección (Fig. 7 a y b). Esto 

corrobora los hallazgos individuales de cada subpoblaclón indicando que los LIE, por su 

localización, son las primeras células que respond~n' iiontrá tos antlgenos liberados por el 

parásito. Trabajos anteriores en human.o, y en : ;¡;fon es han demostrado que en 

condiciones normales hay aproxlmadam~nte'LLIE;por cada 6-10 células epiteliales 

(Chott, 1997, Beagley,1998). Este tipo de estudi~~ ~·~ s'e h~n realizado en cerdos sino 

hasta recientemente (Vega-López, et al., :foój);¡iLlciienda''ser ~riparámetro lmportanie ele 

evaluación de la reactlvldad del sistema iním.iríe lni~'stlnal. 

C. EOSINÓFILOS 

Ante la Infección con T. splralis, los eoslnófilos de .la. L~C • aumentaron 

significativamente (p<0.01) a partir del dla 2 PI, cambios que también 'ocurrieron en _la 

LPV a partir del dfa 5 post Infección (Flg. 8). Estos aumentos sugÍe.:e~' q~~ ~I arribo de 

eoslnófilos al Intestino ocurre principalmente a través de las . criptas, posiblemente 

provenientes de la sangre y a través del endotelio alto de las vénulas de las criptas y en 

respuesta a seilales Inflamatorias provenientes del epitelio de las vellosidades (Fig. 10 C y 

D). Esas seilales podrian provenir de los LIE, los Le CD4 y las células MHC-11 de la LP, 

pero principalmente de las células cebadas de la mucosa (Finkelman, 1991; Befus,1996; 

Balley,1998; Jun Un y Befus, 1999). El papel de las ce en el reclutamiento de eoslnófilos 

en diferentes tejidos ha sido documentado plenamente mediante la utilización de ratones 

KO de células cebadas WM/ • (Kung, 1995), donde la infiltración de eosinófilos hacia 

diferentes tejidos fue dramáticamente reducida en comparación con ratones controles. 

Los linfocitos T también Intervienen a través de la liberación de factores quimiotáctlcos 

para la migración y supervivencia de los eosinófilos (Corrigan y Kay, 1996; Un y Befus, 

1999) e Inclusive las células endoteliales presentan una fuente importante de eotaxina 

estimulando a estas células a su adhesión a un sustrato (Tonnel,1996). 

Estos resultados muestran que los eosinófilos de animales jóvenes se sitúan 

principalmente en la LPC, mientras no exista un estimulo antigénico que induzca su 

migración a las vellosidades, donde podrían realizar funciones de regulación del proceso 

Inflamatorio y de la respuesta Inmune a través de la liberación de citocinas preformadas 

que favorezcan el reclutamiento de linfocitos en la zona, es decir que los eoslnófilos 

podrían tener un papel de reguladores mas que efectores de la respuesta Inmune, debido 

a la liberación de IL-16 que contribuye a la activación de las células T (Fig. 2). Cabe 
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mencionar que en reportes de Herdon y Kayes, 1992; Hokibara,1997 y Else, 1998 se 

_ establece que Jos eosinófilos no juegan un papel relevante. en· Ja respuesta inmune 

dirigida contra algunos parásitos helmintos entre los que se encuentra _T. splra/is. Aunque 

su papel efector In vivo es Incierto, podrfan tener una fun~Ón ~ás de_ tipo regulatorio que 

efector. 

En este trabajo se realizó un experimento preliminar par:a g-étérminar la presencia de 

antfgeno total de T. splralis en el Intestino porcino, después'de lalrifeCC:i~n experimental. 

Empleando anticuerpos policlonales de conejo contra el antfgen.ci total de la fase adulta (3 

dias después de la administración oral) del parástto, se evaluó la ~r~sen_cla de antfgeno 

libre secretado por el parásito en Ja mucosa Intestinal, _ a .' tra~é~ . de · tinciones 

lnmunohlstoquimlcas y se pudo demostrar que se distribuye portoda'la m_~c6sa y no solo 

donde el parástto se encuentra. Se observó que el antfgeno, primero sa,··~ncuentra en la 

superficie de las vellosidades (dia 5 PI), llegando a las criptas posteriormente (dia 15 en 

adelante). El efecto de este fenómeno se desconoce, pero podrla tener consecuencias 

Importantes tanto en la supresión o modulación de la respuesta Inmune asl como en la 

activación temprana de células efectoras en la vellosidad (CC, CD8+, CD4+, MHC-11+), 

que Indujera el reclutamiento de eoslnófilos y la regulación del fenómeno Inflamatorio y 

tardicmente en la activación de células de la LP. 

Tenemos entonces un efecto paradójico, por una parte, aunque la Infección no 

parece provocar cambios importantes en las poblaciones celulares de linfocitos ni en la 

· LP (Garcia Reyna, 1997; Romero-Ramirez, 2000), ni en el epitelio intestinal (Romero

Ramlrez, 2000 y este trabajo), ni es posible encontrar reacciones llnfocitarias in vitro a la 

Infección (Garcia-Reyna, 1997); por la otra se establecen dramáticos aumentos de células 

lnflamatoriás é:omo los eoslnólllos desde el inicio de la infección sin aparente efecto contra 

el parásito y la respuesta humoral se monta tardíamente (dla 25 PI) en suero y mucosa 

ln_testlnal(Plña-Escobedo, en preparación), demostrando la inducción de una respuesta 

-lnmUne especifica del tipo Th2. La explicación a estos fenómenos requiere de estudios 

más profundos, sin embargo se puede especular en el sentido de que T. spiralis es un 

parásito que Infecta rápidamente el epitelio Intestinal (en unas cuantas horas) y secreta de 

Inmediato grandes cantidades de antfgenos complejos. De alguna manera, el sistema 

Inmune reacciona tempranamente ante el insulto, sin embargo, la reacción celular que se 

monta aparentemente no causa daño al parásito ni promueve su expulsión, sino que es 
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rápidamente modulada por el parásito para la generación de una tolerancia transitoria que 
le permite pasar inadvertido. 
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Fig 9 : Distribución de linfocitos intraeplteliales (LIE) en el duodeno porcino. 
(A) LIE CD2+, (B) LIE CD4+ y (C) LIE CDS+ al dia 5 post infección, teñidos 
mediante la técnica de inmunoperoxidasa con anticuerpos monoclonales 
específicos en cortes histológicos congelados. Fotos obtenidas a 40X por 
analizador de imágenes. 
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Fig.10: Eosinófilos en duodeno de cerdos sano (A y B) e infectado (C y D) en LP de 
vellosidades (A y C) y criptas (By O) al día 25 PI (Infectado). Las imágenes son 
representativas de grupos de 5 animales. La Infección se realizó con 700 LM de T. spiralis 
por kg de peso. Las células fueron teñidas con cromótropo 2R en cortes histológicos 
embebidos en parafina. Fotos obtenidas a 40X por analizador de imágenes. 



Concluslones : 

1. MADURACIÓN DE CÉLULAS 

Enterocllos 

El número de enterocltos por vellosidad en el duodeno de animales destetados se 

Incrementó de manera significativa de la semana 2 a la 8 PD, señalando el crecimiento y 

maduración de ese sillo anatómico. 

Linfocitos intraepllellales 

Las células CD2+ y CD2+CDB+ mostraron aumentos significativos con la edad, aunque_ 

esos cambios fueron menos acusados que los encontrados en la 1a'cta_nci~. seña~ndo 
que el tejido se está acercando a su maduración final. 

Cerca del 60% de los LIE del duodeno fueron CD2+, la mayoria de ellos resultaron CDB+ • 

. El restante 40% no expresaron marcadores de linfocitos T lo que sugiere que la población 

de células null-NK es muy abundante en animales jóvenes. 

Eoslnófilos 

La densidad de eoslnófilos en laLP Intestinal mostró aumentos significativos con la edad, 

teniendo a las criptas~como- sitio ~rnf~renclal de localización • 
. , ·:~\; 

2. EFECTO DE LA INFECCióN 
• ' ~. ·,. •~ ''1.º.' .'. 

Llnfócitos intraeplte11á1es -

Se_ del~ctó u~';¡u'm~~Ío temprano en la proporción de células CD2+, seguida por un 

Jncremerito de· 1;,ls células coa+ hacia los di as 15 y 25, lo que podria relacionarse con 

respuestas d~ células NK a la Infección del epitelio y a la reacción inmune tardia contra el 

_ parásito •. 

Se observó, en esos mismos dlas un cambio en la relación linfocitos/enterocitos de 1 :4 en 

__ animales normales a 1 :3 en Infectados, lo que indica que hubo un reclutamiento de 

células Inmunes en el epitelio intestinal de los animales infectados. 
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Eoslnófilos 

Los cambios significativos ocurrieron desde el día 2 PI en LPC, y posteriormente también 

se detectaron en la LPV, señalando que existe una reacción prolnnamatoria contra el 

parásito, tal vez Iniciada a nivel epitelial por los LIE y las células de la LP de las 

vellosidades. Los eoslnófilos arriban al Intestino por las criptas y después, ante el probable 

estímulo de las células de las vellosidades, migran hacia ese sitio para quizá, realizar 

funciones de regulación. 

Se sugiere ampliar este lípo de estudios a células como las ce y los linfocitos B, además 

de detenmlnar con certeza el fenotipo de los LIE Involucrados a través de Unciones dobles 

y triples por inmunohlstoquímica y FACS en diferentes reglones del Intestino, con la 

finalidad de comprender mejor la estructura, maduración y funcionamiento del sistema 

inmune Intestinal porcino, sobre todo ante Infecciones parasitarias de Importancia 

veterinaria y humana. 
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ANEXO 

SOLUCIONES PARA INMUNOHIS.TOQUIMICA 

Paraformaldehldo llslna peryodato (PLP) (~c °2aJ~ y ~~k~ne, . 1974) 
>''"' : . .-:·~;·;~: ">."> .,_ ,..·--; 

Soluciones madre 

1 ) Tampón de llslna-fosfato 
a. Monohldrocloruro de llslna 0.2 M. 
Monohldrocloruro de lisina 
Agua destilada c.b.p. 

~~~~P~~2~~~ M. •··. · ;;)i~g· \~ .429 salañhld~) 
Agua deslilada c.b.p. . , . . {. ·l{;~; 1·~·~'.8;1 \C, . ,e; . · · 

Mezclar una parte de a y una parte.de by ajustar el pH =_7.4 con HCI • • 
- ,.,_ ~--- .-_,_.:; :;•· : -__ ·- --_ _. .. ·• .. ::it· .: -.:-: ' 

2) Paraformaldehldo al 8% · ·· ' ·' ,. · - · :3A)·_:>:-.: , .-:·.~ - -_-_ ::: _,.- ·.,;---: 

:,~~.:;~~'~:.~ . : ;,¡,i;~,,~~ i~:¡~f )iic·'cc·• 
Disolver a 60-65° C en agitación y aftadlr1e .unas gotasd~NaOH 1 O N para aclarar. 
Dejar enfriar la solución y alladirte' 5.4 ·9 de glucosa.-} :: · ;;;;,.·. :. , 

.:·_:¡ ,-- ·----· , ~-.:Y~{.; -~': -.-:-;·2::::i ..:: ·:,·.>';,-,.·-> 

Procedimiento ~ .. ~._,_ -" fa'~ _ -):}·"" 
Justo antes de usar, mezclélr-3 partes dEL1 y una partÉl'de 2 y alladlr1e meta-peryodato de 
sodio sólido hasta alcanzar una concéntiaclóri fllÍal de 0.01 M. 

Ejemplo: 
::. ~ ·')··'· '.;~5:<· \<'.; - ..-. ·; ·'.·" .· 

::~;~;--

Tampón llslna 
paraformaldehfdo al 8% 
peryodato 

' 75ml 
25ml 

0.213 g 

Fijar el tejido de 4 -18 horas a 4° C. ·.· 
Deshidratar en alcohol (70, 90, ·100%), clarificar en xlleno (x 2) y montar en parafina. 

Poll-L-llslna 0.1 o/o (Sfgma Chemlcal Co.) 

Poll-L-lislna al 0.1 % en H20 destifada 

ESTA TESIS NO SALl! 
DE LA RIBIJ OTECA 
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TBS (Sol. salina amortiguada de Tris) 

Tris-HCI (0.05M pH 7 .6) 

Solución salina 

PBS (Sol. amortiguada de fosfatos) 

Cloruro de sodio (NaCI) 

Fosfato monopotásico (KH2PO.) 

Fosfato dlsódico ( Na2HP0.12H20) 

Cloruro de potasio (KCI) 

H20 destilada c.b.p . 

Ajustar la solución a pH 7 .2 - 7 .4 

100 mi 

2.5 mi 

1.39 9 

6.069 

tOOOml 

8.5 9 

1000ml 

tOOml 

900 mi 

8.0g 

0.2 9 

2 .~ g 

0.2 g 

Sol. de dlamlnobencldlna (Preparar al momento de. ~.sarse) 

3,3'- Dlamlnobenzldlna (3,3' ,4,4'-Tetra- · 

amlnoblphenyl] (Sigma Chemlcal Co.) · 3 mg 

Tris-HCI (0.05M pH 7.6) 5 mi 

Peróxido de hidrógeno (H20 2) 

Filtrar en membrana de 0.45µm .. 

5 µI 
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PRECAUCIÓN: Solución cancerlgena, usar guantes y cubrebocas 

~- SOLUCIONES PARA TINCIONES ESPECIFICAS 

Colorante Cromótropo 2 R 

Cristales de fenal :- - , -: ·•:- ,, _ 1 gr. -, _, _ 

Cromótropo 2R {Aldrich Chemlcal Co. Lid, Art. 20 '.208~8) ·• 0:5 gr; _ 
H20 destilada • ' · >-; '1 éío mi .> 

- · :;\~ :-:<~~ ~- '. - < -... -.~~.:-~ - : ,~:·::.~~ -.~·j:-c-:,. ~;:¡ 
·,..::_.-

• En un frasco se coloca 0,5 gr.de cromótropo _2Ry semezcfa con los ctfstales de fenal, 

:s~:i:se:e;e~e;i.iia ~~2~~~=:~~:~~ .. tf1~~:;u~l~t~t~~t;9,~~~~1t: =~a:~~:·::~la1:: 
al volumen requerido; se CIJbr~ bien y se deja ~nfriar, sepued~ ulil~r al momento. 

El fenal se utiHza
0

·p~ra; ~ue' la solución perm~nez~ ,;,·~5 lí~ ri;¡;g ~ln ,contaminaciones de 
cual~·u1er i1p~ fF11t~~ .. ~~l~s ·d~ u~~~ .·.: ·.. :-¿:·_· .. .- .. :. _·, -

1 

_, ·~ -" - .. . 

Á1~otio1 ácido -. 

HCI concénlraélo 

P.ié:ol101 70% 
_10 mi 

100 mi 
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