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OVA Ovoalbumina

PAF Factor de activacion plaquetaria

PBMC Células mononucleares sanguineas
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RNAm Acido ribonucléico mensajero

SCF Factor de crecimiento de células madre
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SMCP Proteina de MC de serosas
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TNFa
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RESUMEN

Trichinella spiralis es el parasito causante de una de las zoonosis mas peligrosas
para la especie humana y estd muy difundida en casi todo el mundo. Al igual que el
cerdo y otros animales, el ser humano adquiere la triquinelosis por consumir came
parasitada, insuficientemente cocida o cruda. La infeccion que produce en los cerdos es
de caracter primario, alcanzando al ser humano en forma secundaria. Su diagnéstico se

realiza en las inspecciones sanitarias post-faena.

El ciclo biologico tiene dos fases, una fase entérica en la que el hospedero
adquiere la infeccién al consumir la carne mal cocida o cruda con las larvas enquistadas,
de este modo el parasito se establece en el duodeno, donde madura, copula y las
hembras inician la puesta de las LRN alrededor de los dias 5-7 PI (post-infeccion)
pudiéndose prolongar hasta por 4 semanas. La fase sistémica inicia cuando las LRN
penetran el epitelio intestinal en busca de los vasos linfaticos que los llevara al nodo
linfatico; de alli se dirigen al ducto tordcico y penetrarén a la circulacioén sanguinea para

finalmente alojarse en los misculos estriados esqueléticos.

En los roedores, ocurre una expulsién temprana del parasito en la 2* o 3° semana
PI, la cual se relaciona con una respuesta inmune del tipo TH2 incrementando las
citocinas IL-4 e IL-5 que produce mastocitosis y eosinofilia. En cerdos ocurre una
expulsion tardia del parasito alrededor de los dias 50-60 PI, pero no se ha reportado el
papel de las MC en esta expulsion del parésito. En el presente estudio se demostrd que
no hay una mastocitosis marcada antes del dia 40 PI que pudiera ayudar a la expulsion
temprana del parasito, sin embargo hay respuesta inflamatoria transitoria hacia el
parasito, denotada por aumentos significativos de MC en duodeno al dia | Pl en LP de
criptas y en submucosa y una disminucién en ileon los dias 15 y 40 PI se detecté un
aumento de MC en epitelio de la vellosidad. Sin embargo esta respuesta no es lo

suficientemente fuerte para promover la expulsion del parasito.



INTRODUCCION

La triquinelosis es causada por el nemdatodo Trichinella spiralis, tiene una
distribucion mundial y se considera una zoonosis de interés en Salud Publica porque es
potencialmente fatal para el hombre, ademas de afectar la produccion pecuaria por el
decomiso de la carne infectada. En México se estima que la parasitosis tiene zonas
endémicas importantes y su control es limitado al carecerse de métodos efectivos de
diagnoéstico y prevencion (Martinez, 1985).

El ciclo de vida de este parasito es relativamente corto y presenta dos fases: una
entérica donde el parasito pasa por cuatro estadios larvarios y el adulto; y la fase sistémica
que incluye la larva recién nacida y la larva enquistada (Alcantara y Col., 1992). La fase
entérica se establece después de la ingestion de carne cruda o mal cocida de animales
silvestres y cerdos domésticos infectada con larvas enquistadas. Estas se liberan en pocos
minutos por la digestion gastrica y se establecen en el epitelio duodenal en pocas horas. La
larva sufre cuatro mudas sucesivas hasta convertirse en adulto. Las hembras fecundadas
migran a la lamina propia intestinal donde, después de aproximadamente cinco dias,
comienzan a liberar larvas recién nacidas que llegan a la linfa y al torrente sanguineo
estableciéndose la fase sistémica del parasito, para su posterior establecimiento en el
musculo estriado esquelético del hospedero, donde pueden sobrevivir por afios o
calcificarse y morir (Despommier, 1993).

En estudios realizados en roedores sobre la infeccion primaria se ha demostrado
que los parasitos adultos son expulsados después de la 3a. semana, porque se desarrolla una
respuesta inmune protectora intensa con expulsion rapida de adultos o preadultos del
intestino. En el cerdo aunque se desarrolla una respuesta inmune sistémica efectiva contra
las larvas recién nacidas y enquistadas; que produce la reduccion significativa de la
fertilidad de las hembras del parasito, limitando su establecimiento (Gamble y Col., 1986).
El parasito adulto puede permanecer en el intestino por periodos de mas de 7 semanas.

Los cambios epiteliales y mucosales que ocurren durante la infeccion intestinal por
nematodos tienen muchos rasgos que son caracteristicos de la inflamacion alérgica en
donde se produce IgE, se reclutan células cebadas (MC), basofilos, eosinofilos y la

scerecion epitelial se ve alterada. En los estudios in vivo en ratones y ratas infectados con



nematodos intestinales como la N. brasiliensis o la T. spiralis, la respuesta de las MC en la
mucosa, incluye una marcada mastocitosis en la lamina propia (LP) intestinal, ademas de
cambios histologicos y ultra estructurales que fueron observados durante la expulsion de N.
brasiliensis en ratas. Otros estudios subsecuentes demostraron que las MC intestinales de
ratas fueron activadas durante la expulsion del nemétodo (Gamble y Col., 1986). No existen
en el cerdo estudios relativos al efecto de la infeccion con T spiralis, sobre el sistema
inmune intestinal. Esta falta de informacion impide el desarrollo de estrategias adecuadas
de prevencion y control de la zoonosis.

En este trabajo se analizaron los cambios de las MC en la mucosa intestinal
inducidos por la infeccién experimental del parésito. Tratandose de células cruciales en la
respuesta inflamatoria, las MC funcionan tanto en los mecanismos inespecificos como en
los especificos de defensa, por lo que su descripcion es este modelo arroja informacion
valiosa para explicar la estancia prolongada del parasito en el intestino delgado del porcino,

semejante a lo que ocurre en el humano.

I ANTECEDENTES
1.-GENERALIDADES DE LAS CELULAS CEBADAS

Las células cebadas (MC) son consideradas como una llave celular efectora en la
patogénesis de enfermedades alérgicas como asma, rinitis, dermatitis atdpica, urticaria,
anafilaxia y alergia a los alimentos. En esta reaccion de hipersensibilidad tipo 1, las MC
son activadas por entrecruzamiento de sus receptores de membrana para IgE por un
antigeno multivalente, resultando en la liberacion de una variedad de mediadores de la
inflamacion tanto preformados como recién sintetizados. Las MC pueden generar o liberar
varias citocinas en adicion a los mediadores citados. La sintesis de citocinas ocurre horas
después de la activacion de las MC en contraste con lo que ocurre con la liberacion de los
mediadores de inflamacién y la generacion de metabolitos del acido araquidénico. La
produccion de estas citocinas indica que las MC no solo son almacén de mediadores
inflamatorios, sino también tienen un papel importante en la regulacion celular de la

respuesta inmune (Mossman y Subach, 1996).



Las MC se encuentran principalmente en las mucosas, que son las superficies de
contacto entre el organismo y el medio externo, en donde participan en funciones inmuno-
reguladoras, incluyendo las reacciones inflamatorias. Las MC mucosales en el pulmon y
tracto gastrointestinal son distintas de las células cebadas de otros tejidos en su bioquimica,
propiedades funcionales y en su contenido de granulos neutros de serina proteasas. La
hiperplasia pronunciada, la diferenciacion y activacion de las MC ocurre en el intestino
durante la infeccion por nematodos. En roedores y ovejas esto se asocia con la liberacion
sistémica de los granulos de quimiotripsina y serina proteasas de las MC en el momento de
la expulsion de los gusanos; una funcion general de las betaquimasas de los granulos es que
pueden incrementar la permeabilidad del intestino y permitir la transferencia de anticuerpos
y otras proteinas plasmaticas dentro del nicho que ocupa el parasito (Grencis, 1997;
Finkelman y Col., 1999).

Los cambios epiteliales y mucosales que ocurren durante la infeccién intestinal por
nematodos tienen muchos rasgos que son caracteristicos de la inflamacion alérgica,
incluyendo la produccion de IgE, el reclutamiento de MC, basofilos, eosinofilos y la
secrecion  epitelial alterada. Las células mas cominmente encontradas en la expulsion
rapida de los parasitos son las MC, las que una vez desarrolladas permanecen en el tejido
por varias semanas, mientras que los eosinofilos y basofilos sobreviven por periodos
relativamente cortos. Hay nuevas evidencias de que el incremento de MC en la mucosa
juega un papel importante en el rechazo cruzado a ciertos nematodos. La importancia de la
respuesta inmune de las MC en la mucosa se sugiere por los estudios in vivo en ratones y
ratas normales e infectados con nematodos intestinales como N. brasilensis o Trichinella
spiralis, los que inducen una marcada mastocitosis en la LP intestinal, ademas de los

cambios histologicos y ultraestructurales durante la expulsion de los parasitos (Khan y Col.,
2000).

a. CARACTERISTICAS

Normalmente las MC no se encuentran en la circulacion. Los progenitores de estas
células son liberados de la médula dsea para que migren a los tejidos periféricos para su
maduracion o diferenciacion finales. Las MC se encuentran en todo el cuerpo,

localizandose predominante cerca de los vasos sanguineos, nervios y debajo de los



epitelios. El nicleo es tipicamente redondo, el citoplasma tiene granulos que contienen
proteoglicanos que se unen a tintes basicos. Algunos de estos tintes asumen un color
diferente cuando estan ligados a los granulos que cuando se tifie el DNA nuclear, por ello
son llamados meta cromaticos (Abbas y Col., 2000).

Hay dos tipos de células cebadas de acuerdo a su localizacion anatomica, las de la
LP de la mucosa de pulmon y del tracto gastrointestinal, denominadas células cebadas de
la mucosa (MMC), las que en ratas contienen mayor cantidad de sulfato de condroitina en
sus granulos de proteoglicanos y poca histamina y las MC del tejido conectivo (CTMC)
que contienen heparina en la mayoria de sus granulos de proteoglicanos y producen gran
cantidad de histamina. Experimentos en ratones deficientes de MC sugieren que los
fenotipos de los tejidos conectivo y mucosal no son fijos y que los cambios bidireccionales
pueden ser posibles en microambientes adecuados. Las MMC son més pequefias (12 pm de
diametro) que las CTMC (18um), contienen pocos granulos  por célula, con forma
irregular y nicleo lobulado. En la LP intestinal hay ~ 20,000 MC/mm’ y su nimero se

incrementa en infecciones parasitarias, inflamatorias del intestino (Lin Tong-Jun y Befus,
1999).

b.-ACTIVACION DE LAS CELULAS CEBADAS
La homeostasis de células cebadas se puede ver en dos contextos: la regulacion de

su numero en condiciones normales (produccion basal) dada por el SCF (factor de células
madre) y la regulacion de la hiperplasia de MC durante el proceso inflamatorio mediado
por citocinas como las interleucinas (IL) del perfil TH2 como IL-3, 4, 5, 9, 10 y 13
(Shelburne y Ryan, 2001).

La activacion de las MC ocurre por agregacion de receptores de membrana para [gE
con el anticuerpo apropiado y el antigeno especifico (Galli y Col., 1993; Schuartz y Huff,
1994), por interacciones directas con bacterias patdgenas (Abraham y Malaviya, 1997) o
los productos de las bacterias como la enterotoxina B o la toxina del célera (Leal-Berumen
y Col., 1996; Abraham y Malaviya, 1997) o componentes de la cascada del complemento
(Prodeus y Col., 1997).

Los componentes liberados por las células cebadas incluyen aminas vasoactivas

como histamina y serotonina, proteoglicanos, enzimas proteoliticas y citocinas como factor



de necrosis tumoral alfa (TNFa) e IL-16 (Galli, 1997) . También pueden ser estimuladas
para formar prostaglandina D, (PGD3); leucotrienos LTC,, LTDy4 y LTE,, el factor de
activacion plaquetaria (PAF), IL-1, 3,4, 5,6, 8, 9, 10, 12, 13, 16, 18; factor estimulador de
las colonias de macréfago-granulocito (GM-CSF), TNFa, linfotoxinas, proteinas de
inflamacion de macrofagos MIP 1-a, MIP 1B, TCA-3, factor inhibidor de migracion de
leucocitos (LIF), factor de crecimiento transformante beta (TGFf) y factor de crecimiento
nervioso (NGF) (Galli, 2000).

Funcionalmente cada poblacion de MC responde a diferentes citocinas las cuales
influencian su fenotipo, viabilidad y habilidad para proliferar. Las CTMC murinas
requieren SCF y las MMC requieren IL-3 (Crapper y Col., 1984; Schrader, 1986).

Los inicios de la hipersensibilidad inmediata estan dados por la inmunoglobulina
IgE adherida en la superficie de MC y basofilos a través del receptor FceRI. En un
individuo con alergia a un antigeno en particular una proporcion significante de IgE unida
a las células cebadas es especifica para el antigeno. En individuos no atdpicos, las
moléculas de IgE asociadas a MC son especificas para muchos antigenos diferentes, lo que
indica bajos niveles de produccion de IgE.

La activacién de las MC (y basofilos) resulta en tres tipos de respuestas biologicas:

1.-La secrecion del contenido preformado de sus granulos que es liberado por exocitosis.
2.-La sintesis de mediadores lipidicos que derivan de precursores almacenados en las
membranas celulares y en algunos casos en cuerpos lipidicos.

3.-El inicio de la transcripcion, traduccion y secrecion de citocinas.

Las células cebadas pueden ser activadas por otros mecanismos ademas de sus
moléculas FceRI de superficie. Por ejemplo por quimocinas derivadas de fagocitos
mononucleares producidas como parte de la inmunidad natural o por citocinas producidas
por células T o durante la anafilaxis derivada de factores del complemento como C5a
producida durante la respuesta humoral. Las MC también pueden ser reclutadas en las
reacciones inflamatorias y activadas por el contenido granular de los neutréfilos o por
neurotransmisores como la epinefrina o sustancia P. [Estos agentes son potencialmente
importantes como eslabones entre el sistema nervioso y el sistema inmune. Se sabe que el

sistema nervioso afecta las reacciones de hipersensibilidad (Abbas y Col., 2000).



Las interacciones entre eosindfilos, MC y otras células en el microambiente tisular
son extensas y multifuncionales. Los eosindfilos tienen la capacidad de sintetizar y liberar
citocinas como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, [L-6, IL-8, IL-10, IL-16, TGFa, TGEFB, GM-
CSF, TNFua, RANTES y MIPla. Los mediadores especificos de eosinofilos como la
proteina basica principal (MBP), neurotoxina derivada de eosinofilos (EDN) y proteina
cationica de eosindtilos (ECP), estimulan la secrecion de histamina por MC; ademas
producen IL-6, IL-16, MIP1a, TGFp, e IL-1, que modulan la funcién linfocitica. La IL-16
se ha identificado como un ligando para CD4 y sus derivados estimulan la migracion de
linficitos CD4". Los linfocitos son importantes para originar citocinas IL-5, IL-3 y GM-
CSF, RANTES, MIPla, MCP-3, las cuales tienen efecto en la sobrevivencia, maduracion,

migracion y activacion de eosindfilos (Befus, 1994).

b. FUNCIONES DE LAS CELULAS CEBADAS

Los blancos de los mediadores secretados por las MC incluyen otras células del
cuerpo, tejido conectivo, epitelios, endotelios, células del sistema inmune, células del
sistema nervioso y muscular. Estos blancos responden a la interaccion con los mediadores
de las células cebadas en numerosas formas que incluyen alteraciones en su supervivencia,
corto tiempo de secrecion, contraccion, migracion y otras respuestas funcionales como son
la competencia, proliferacion, diferenciacién o maduracion, en todos los tejidos y 6rganos
en condiciones fisiologicas o patofisiolégicas. Muchas de estas respuestas estan
relacionadas con la inflamacion, que se asocia con el dafio y el subsecuente proceso de
reparacion del tejido (Befus, 1994).

Otras funciones de las MC son menos conocidas y no parecen estar ligadas a los
anticuerpos IgE. En reacciones de hipersensibilidad retardada en ratones, la activacion de
MC y liberacion de serotonina es un factor importante de iniciacion de cambios vasculares
e infiltracion celular (Askenase y Col., 1982). El nimero de MC se incrementa y se inicia la
activacion en sitios con tejido dafado asi como en fracturas de hueso, cicatrizacion
queloide y fibrosis. La hiperplasia de MC es evidente en algunos tumores y en sitios de

inflamacion cronica en el cuerpo.



La infeccion por nematodos en el tracto gastrointestinal esta acompafiada por
hiperplasia de MC y puede ser concomitante con la expulsion del parésito en la infeccion
primaria (Miller, 1996). Las quimasas de MC, MMCPI, RMCP-II y SMCP son expresadas
en abundancia en MMC y se detectan sistémicamente y en el lumen del intestino durante la
infeccion por nematodos, el aumento de RMCP-II se ha relacionado con el incremento de la
permeabilidad mucosal a macromoléculas como albimina en el yeyuno de rata,
probablemente por proteolisis de proteinas de la membrana basal con el epitelio que podria
explicar la alta proporcion de MMC intraepiteliales en la submucosa parasitada (Miller,
1996).

d. DESARROLLO

Las MC derivan de precursores hematopoyéticos pluripotenciales que se originan en
la médula 6sea y migran a tejidos periféricos donde completan su diferenciacién y
maduracion. En humanos esas células expresan el marcador CD34" (Kirshenbaum y Col.,
1991). Las MC maduras se encuentran en los tejidos vascularizados, especialmente en
sitios que limitan el medio interno del externo como las submucosas de los tractos
respiratorio, digestivo y debajo de la piel. También se encuentran en regiones que son
adyacentes a vasos sanguineos, linfaticos y nervios periféricos. Hay pocas MC en la médula
osea y cartilago y normalmente no se encuentran en sangre como células maduras
(Schwartz y Huff, 1994; Galli y Hammel 1994).

La mastocitosis en tejidos seleccionados como el intestino puede ocurrir como
respuesta a ciertos estimulos; como una infeccién por helmintos. Esta activacion es
timodependiente, pero en otros casos esto no es asi.

Varios factores ambientales influyen sobre estas células madre para facilitar su
diferenciacién y subsecuente maduracion en MC. Estos incluyen el SCF, también
nombrado factor de crecimiento de MC (ligando c-kit) (Tsai y Col., 1991). El SCF
promueve la proliferacion de los progenitores de MC, los cofactores como [L-3, IL-4 e IL-
10 son esenciales para el crecimiento y maduracion de estos progenitores pues estimulan la
maduracion de las MC alterando su fenotipo y el contenido de sus mediadores. La 1L-4 y el
NGF facilitan el desarrollo de células cebadas de tejido conectivo (Hamaguchi y Col.,
1987; Matsuda. y Col., 1991).



Los factores que inducen el cambio a MC de mucosa intestinal (IMMC) son el
factor de estimulacion de colonias macréfago-granulocitos (GM-CSF) (Bressler y Col.,
1989), interferon gama (IFN vy) (Nafziger y Col, 1990), factor de crecimiento
transformante beta (TGF ) (Broide y Col., 1989), e histamina (Schneider y Col., 1990).

ORIGEN Y MADURACION DE LAS
CELULAS CEBADAS

MEDULA OSEA NODO LINFATICO
IL-4

MESENTERICO

Progeniiores de c élulas cebadas CTMC
FcR+panalgE

>

Fig.1. Factores que regulan la ontogenia de las células madre para madurar a subpoblaciones de
células cebadas en los tejidos (Befus, 1994).

En roedores la clasificacion de los subtipos de MC esta basada en las diferencias
fenotipicas entre las MMC y las CTMC. En adicion a las diferencias morfologicas y
caracteristicas histoquimicas, estos dos subtipos de células cebadas difieren en muchos
aspectos de su desarrollo, activacion y bioquimica. Las CTMC incluyen las MC de origen
peritoneal y cutaneo, mientras que las MMC se refieren a las células de la LP intestinal. Las
MMC son mas pequenas (5-10um) que las CTMC (10-20 pm). La visualizacion de MMC
por microscopia de luz requiere de técnicas especiales de fijacion y tinciéon. En el humano
las MC histoquimicamente andlogas a las CTMC expresan quimasa y triptasa (MCqc)
mientras que las histoquimicamente analogas a las IMMC solo expresan triptasa (MCy)

(Lin Tong-Jun y Befus, 1999).



e. MEDIADORES DE LAS CELULAS CEBADAS

Las MC tienen la capacidad para producir una gran cantidad de mediadores, muchos
de los cuales son pro-intflamatorios, especialmente cuando se liberan en grandes cantidades
de manera explosiva. Algunos de los mas conocidos son la histamina, ciertas proteasas y
otras enzimas que son almacenadas en granulos citoplasmaticos en asociacion con la matriz
proteoglicana.

Cuando las células estan activadas hay exocitosis del contenido de los granulos
iniciando una serie de eventos en cascada a corto y mediano plazo. La activacion celular
también induce la sintesis de lipidos y otros mediadores que son liberados inmediatamente
en el ambiente local, incluyendo prostaglandinas, leucotrienos, factor de activacion
plaquetaria (PAF) y oxido nitrico (Befus, 1994).

Las células cebadas también producen citocinas y cuando se activan rapidamente
producen RNAm para su produccién. Las células cebadas de roedores y humanos son una
prominente fuente de factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) (Klein y Col., 1989, Benyon y
Col., 1991; Bissonnette y Befus. 1990; Gordon y Galli, 1991). Las MC, macrofagos y otras
células son el origen inmediato de TNFa en un proceso inflamatorio.

Los mediadores derivados de las MC juegan un papel importante en reacciones

alérgicas e inflamatorias, no solo porque actiian directamente sobre musculo liso, epitelios
y endotelios, también reclutan otras células efectoras como neutrdilos, eosinéfilos,
monocitos y linfocitos para ampliar y regular las respuestas inflamatorias.
Estos mediadores se dividen en 3 categorias: mediadores preformados, recientemente
sintetizados y citocinas. Los preformados son almacenados en granulos citoplasmaticos y
liberados bajo estimulacion, entre ellos se encuentra la histamina, proteinasas neutras
preformadas, triptasa y quimasa de MC, heparina, sulfato de condroitina E
(proteoglicanos), hidrolasas dacidas como [ hexosaminidasa, [ glucoronidasa, [3-
galactosidasa y arilsulfatasa A. En los recientemente sintetizados estan los derivados
lipidicos del acido araquidonico (eicosanoides) y fosfolipidos acetilados que
estructuralmente estan relacionados con el PAF y finalmente las citocinas como: SCF,
TNFa, NGF, TGFp,, GM-CSF, INFy, RANTES, MCP-1, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, 1L-5, IL-6,
IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13 (Cuadro No. 1).



Cuadrol. Distribucion de mediadores en los tipos de MC en roedores (Befus, 1994).

MEDIADOR

CTMC
(Células cebadas de
tejido conectivo).

IMMC

(Células cebadas de
mucosa intestinal).

Aminas preformadas

-Histamina 5 £
-Serotonina i +
Peptidos quimioticticos

-ECF (eosinofilos) +

-NCF (neutrofilos) +

Enzimas RMCPI RMCPII
-Quimasa

-Catepsina G i +
-Triptasa +

-Carboxipeptidasa # +?
-Lisozima

Proteoglicanos

-Heparina + -
-Condroitinsulfatos diB +
-Condroitinsulfatos E +
Recientemente sintetizados

-PAF (factor de activacion plaquetaria) + +
-Oxido nitrico + +
Metabolitos del acido araquidonico

-PGD, + +
-LTB, - +
-LTC,4 y metabolitos - +
Citocinas

-TNFa a +
-1L-1,3,4,6 + +
-IL-10, IFNy +
Factor estimulante de colonias macrofago- + +

granulocitos GM-CSF

RMCPI (proteasa I de célula cebada en rata ).

RMCPII (proteasa 11 de célula cebada en rata ).

LT (leucotrieno).

PGD; (prostanglandina D).

TNF (factor de necrosis tumoral).
IL (interleucina).




Las MC en el intestino también pueden secretar un nimero de factores neurotroficos
como el NGF, el factor inhibidor de migracion de leucocitos (LIF), un factor de
diferenciacioén neural colinérgica, 1L-3, IL-6, GM-CSF y oxido nitrico (NO) el cual es

conocido por actuar como neurotransmisor 0 modulador del crecimiento o actividad neural.

2.-SISTEMA INMUNE INTESTINAL EN EL. CERDO

Las células epiteliales intestinales forman una barrera que separa el medio interno
del ambiente externo. Estas células se comunican con otras células mucosales por medio de
mediadores que tienen actividades autécrinas y paracrinas que actian sobre ellas mismas
asi como sobre los linfocitos intraepiteliales (IEL) otras células linfoides, fagocitos
mononucleares, neutrofilos, células cebadas y eosinofilos adyacentes en la LP, que
también actian como un importante componente de la cascada de citocinas y en la
liberaciéon de mediadores adicionales. Estas cascadas de mediadores inducen y regulan la

respuesta inmune y las respuestas inflamatorias en las superficies mucosales (Kagnoff y
Col., 1996).

Fig. 2. Las células del epitelio intestinal son un componente integral de una red de comunicaciones. 1.
Las citocinas producidas por las células epiteliales intestinales tienen un efecto autécrino o paricrino
sobre otras células epiteliales, (2) ademas de estimular a los linfocitos intraepiteliales (3) y células que se
encuentran en la limina propia (4), que también liberan mediadores (5) que actiian sobre las células
epiteliales asi como sobre otras células que se encuentran en la limina propia. Los linfocitos
intraepiteliales también liberan citocinas que influencian el crecimiento y diferenciacién de otras
células que se encuentran en la limina propia (6) (Kagnoff y Col., 1996).



El tejido linfoide asociado al intestino (GALT, por sus siglas en inglés) es una de las
mayores subdivisiones del sistema inmune. El intestino delgado contiene grandes
acumulos de células inmunolégicas (Trepel, 1974). Los linfocitos y células plasmaticas,
junto con los macrofagos, eosinéfilos, células cebadas y varios tipos de células
presentadoras de antigeno se encuentran poblando la lamina propia; los linfocitos también
estan presentes en el epitelio intestinal (Parrot, 1987); nodulos linfoides organizados (placas
de Peyer o agregados linfoides) se encuentran esparcidos en linea en el tracto intestinal.
Cada placa contiene multiples foliculos de células B separados por areas interfoliculares
dominadas por células T. Las células plasmaticas contienen IgM, 1gG e IgA que estan
presentes en la superficie y entre las bases de los foliculos (Brown y Bourne, 1976a). Entre
el epitelio y los foliculos estd una region que contiene células que expresan altos niveles de
moléculas MHC clase 1l y con caracteristicas morfologicas similares a las células
dendriticas (Wilders y Col., 1983).

Las placas de Peyer no estan completamente formadas desde el nacimiento.
Actimulos de leucocitos son visibles pero se extienden y organizan rapidamente en los
primeros dias de vida, incrementandose con la edad y la organizacion es dependiente de la
presencia de antigenos de la dieta (Pabst y Col., 1988). En animales jovenes se desarrolla
una Unica y larga placa de Peyer en el ileon, poblada con células B. Con la edad, esta placa
involuciona convirtiéndose en una serie de placas de Peyer aisladas que contienen células

B y T, que sirven como sitio inductor para las respuestas de células B y T (Pastorret y Col.,
2000).

a. LAMINA PROPIA

Las células plasmaticas y las células B predominan en la zona de las criptas
intestinales y las células T en las vellosidades. Las células plasmaticas son
predominantemente [gA e IgM  pero algunas IgG también estin presentes (Brown y
Bourne, 1976a). Dentro de las células T que dominan la vellosidad existe una clara
separacién entre las células CD8 localizadas en la base del epitelio y las células CD4 que se
encuentran en la lamina propia cerca del plexo capilar (Vega-Lopez y Col., 1993). Hay

una extensa expresion de antigenos MHC clase II en células de la vellosidad y criptas,



aunque una proporcion esta asociada con los capilares del endotelio (Wilson y Col., 1996).
Grandes cantidades de eosindfilos, células cebadas y basofilos también estin presentes
(Pabst y Beil, 1989; Haverson y Col., 1994). Las células cebadas de la mucosa son
bioquimicamente distinguibles de las de otros sitios y podrian ser comparadas con las
células cebadas mucosales, descritas en otras especies (Xu y Col., 1993).

Los lechones nacen sin células T o células plasmaticas en la vellosidad y lamina
propia intestinales. El desarrollo de esas células ocurre en fases. La acumulacion de células
plasmaticas ocurre en las primeras 4 semanas de vida siendo inicialmente IgM pero las
células IgA rdpidamente predominan (Brown y Bourne, 1976b).  Las células T /8 estan
presentes en el feto en bajas cantidades (Trebichavsky y col., 1995). Durante la primera
semana, las células CD2" 4 8 entran al intestino; las células CD2" 4" aparecen alrededor
de las 3 semanas y las CD2" 8" a las 7 semanas (Rothkétter y Col.,1991; Bianchi y Col.,
1992; Vega-Lopez y Col., 1995).

La IgA es la inmunoglobulina de mayor secrecion intestinal y la principalmente
sintetizada localmente en la LP. Las células epiteliales de las criptas contienen IgA e IgM
pero no IgG, indicando el transporte selectivo de las inmunoglobulinas (Brown y Bourne,
1976a). Las IgA luminales estan asociadas con el componente secretor como un receptor
(Bourne y Col., 1971). La IgA también es transportada selectivamente dentro de la bilis
(Sheldrake y Col.,, 1991). La inmunoglobulina IgG estd presente en los espacios
intracelulares y en la inflamacion local.

La respuesta antigeno especifica a patogenos en la poblacion de células T, ha sido
dificil de demostrar siguiendo las infecciones entéricas (Brim y Col., 1995). La activacién
in vitro de células T, aisladas de LP, ha demostrado la transcripcion de RNAm para 1L-4
pero fracaso en demostrar la transcripcion o secrecion de IL-2, no obstante la expresion de
altos niveles del receptor CDw25 para esa citocina (Bailey y Col., 1994). Estos patrones de
secrecion de citocinas sugieren que la activacion celular en el intestino tiende a la
apoptosis, lo que quiza incluya una inmunorregulacion mas rapida que la expresion de
memoria (Pastorret y Col., 2000). Los macrofagos aislados de la lamina propia pueden
activar células T en reacciones primarias de mezcla de linfocitos, pero lo hacen pobremente

en comparacion con macrofagos sistémicos (Kambarage y Col., 1994).
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Benitez en el 2001, reportd la densidad de eosindfilos en las semanas 2, 3, 4, 6 y 8
post-destete; los valores oscilaron entre 600 y 800 cé]ulasfmmz, en la LP de la vellosidad
con diferencias estadisticas en la semana 6 (802 + 93) y en la 8 (753 £ 83) p<0.05 con
relacion a la semana 2 ( 619+ 78). En la LP de las criptas reporté al inicio cerca de 700
células y al final 1400 células/mm?, las diferencias estadisticas significativas en la semana 3
(771 + 88) p <0.05 y en la semana 8 (1460+ 202) p < 0.01 comparados con la semana 2
(625 + 63) post-destete.

b. EPITELIO

La mayoria de los linfocitos en el epitelio intestinal (IEL) expresan el marcador
CD2 . En animales maduros una alta proporcién también expresa CD8". En cerdos jovenes,
los IEL son en su mayor parte CD2" CD4" CD8" . Durante las primeras semanas de vida,
aparecen CD2" CD4” CD8™  pero los IEL CD8" no aparecen si no hasta las 7 semanas de
vida (Vega Lopez y Col., 1993; Whary y Col., 1995; Vega-Lopez y Col., 2001). La
habilidad de los IEL de los lechones a responder a los mitogenos es pobre y se desarrolla
con el tiempo (Wilson y Col., 1986), aunque esto puede retrasarse por ¢l destete temprano.
El fracaso para proliferar puede reflejar su inhabilidad para producir suficiente IL-2 (Whary
y Col., 1995). Sin embargo las células intraepiteliales de cerdos maduros pueden producir
suficiente IL-2 e interferén gama después de la activacion in vitro y también son capaces

de efectuar cierta citotoxicidad limitada (Wilson y Col., 1986).

¢. CELULAS CEBADAS PORCINAS

Las MC de la mucosa intestinal en cerdos y ratas (Jarret y Haig, 1984) varian en
forma y tamafio mas que las MC del tejido conectivo de la submucosa y contienen granulos
que se tifien con menor intensidad. En cerdos las MC en la mucosa son mas largas que las
del tejido conectivo de la submucosa. En el estudio realizado por Manica y Col. (1983)
describen a las MC de forma irregular en la mucosa y de forma mas esférica en la
submucosa, el diametro promedio de las MC de la pared duodenal es de 13.3 pm y su

nicleo de 6.9 pm.



El estudio hecho por Xu y Col., 1993 encontré un gran nimero de MC en el timo,
especialmente en la médula, ademas de demostrar que la ultraestructura de los granulos de
las células cebadas en cerdos es distinta a la de los humanos como lo indicaban Caulfield
y Col., (1980), Craig y Col., (1988-89) y Weidner y Austen (1990).

En secciones de tejido fijados con Camoy y tefiidos con azul de toluidina las MC
aparecieron en la misma cantidad en la LP de la mucosa y en la submucosa de animales.
Las MC de la mucosa intestinal estuvieron localizadas predominantemente en la base de
las vellosidades, debajo del epitelio y en menor numero dentro del epitelio. Las MC del
tejido conectivo se localizaron adyacentes a la periferia de los vasos sanguineos y fueron
detectadas en la submucosa intestinal, lengua , piel, capsulas y trabéculas de timo, bazo,
tonsila y nodo linfatico mesentérico (Xu y Col., 1993). La forma de las MC depende de
la densidad y distribucién de otras células y tambien de fibras de tejido conectivo.

En cerdos de 6 meses de edad el area de las MC en cortes transversales de la
mucosa intestinal (459 + 3.9 pmz) fué mayor que la de las MC del tejido conectivo de la
submucosa (40.6 + 3.4 um® ) (p < 0.05) y en lechones de 1 mes de edad el area de las
células cebadas en la mucosa intestinal fue de 29.5 + 4.8 um® y fue mayor que las MC de
la submucosa (21.5 + 2.8um?) (p < 0.02); mientras que en el yeyuno de cerdos adultos la
densidad fué de 274+ 14 MC/mm’ en la mucosa intestinal y en la submucosa intestinal fue
de 265 + 41 MC;‘mmz, mostrando que las MC tanto en la mucosa como en el tejido
conectivo de la submucosa aumentan en tamano {;,lm?'] y densidad (MC/mm?) con la edad;

su forma se vuelve mas variada y su contenido granular se incrementa (Xu y Col., 1993).

3.- CELULAS CEBADAS EN PARASITOSIS
MODELOS DE INFECCION PARASITARIA

Las infecciones con nematodos en intestino estan asociadas con el desarrollo de la
hipersensibilidad inmediata de tipo 1 mediada por la IgE. La IgE parasito-especifica puede
unirse al receptor FcgRI de alta afinidad que se expresa en MC, basofilos, eosinofilos,
monocitos, células dendriticas, de Langerhans y plaquetas y al receptor de baja afinidad

FceRII expresado por células B 'y monocitos. Los linfocitos T cooperadores 2 (TH2) son



los responsables de regular la produccion de IgE, la hiperplasia de MC y la eosinofilia a
través de la produccion de 1L-4 (Miller, 1996).

Se han utilizado principalmente dos modelos experimentales de infestacion
parasitaria intestinal: N. brasiliensis y T. spiralis en el intestino delgado de ratas (Perdue y
Col., 1990). Estos modelos han documentado una mastocitosis en la mucosa después de
que los gusanos han sido expulsados del hospedero (~35 dias post-infeccion). Las ratas
desarrollan una respuesta anafilactica ante la reexposicion oral al parasito, la cual provoca
su rapida expulsion.

La activacion de mastocitos estd asociada con la historia natural de la infeccion por
el nemétodo. En el estudio realizado por Perdue y Col., en 1990 se hace un seguimiento de
la infeccion con N. brasiliensis. El intestino inicia una respuesta aguda entre los dias 7y 10
post-infeccion . El dano mucosal incluye la atrofia de vellosidades e hiperplasia evidente de
las criptas y la secrecion de Na' y Cl' durante la inflamacién aguda (Ramage y Col.,
1988a; Perdue y Col., 1989). En el dia 10 post-infeccion hay un incremento significativo de
la permeabilidad intestinal a macro y pequefias moléculas. El nimero de MC mucosales
tenidas y la disminucion del nivel de histamina mucosal implica que la activacion de
células cebadas puede causar dafio al tejido durante la fase de inflamacion aguda que
acompana la infeccion con el parasito (Perdue y Col., 1989).

Siguiendo la expulsion del gusano, que ocurre entre la 2a. y 3a. semana
postinfeccion, el transporte de iones y los niveles séricos de RMCP I regresan a la
normalidad, mostrando un aumento dramatico en el nimero de MC en la mucosa intestinal
(Perdue y Col., 1990). En esta fase, el desafio del intestino con los antigenos de los gusanos
induce una respuesta anafilactica intestinal caracterizada por el incremento en la secrecion
de iones y agua, lo cual parece ser benéfico por la abundante salida de los parasitos. El
desafio intravenoso con los antigenos de los gusanos, en ratas primoinfectadas, induce
aumento de la permeabilidad intestinal demostrado por un aumento en la recuperacion de
Cr-EDTA y OVA en la sangre y orina 1 hora después de la inyeccion en el asa ligada del
intestino (Ramage y Col., 1988a; O’ Inca y Col., 1990). La liberacion sistémica de RMCP
II correlaciona con una reduccion sustancial en el nimero de MC tefidas, sugiriendo su

activacion y desgranulacion. Scudamore y Col., en 1995, demostraron una relacion timo-



dependiente con la liberacion de RMCP Il y el incremento de la permeabilidad intestinal a
macromoléculas en un modelo de anafilaxis por infeccion con nematodos. La liberacion de
RMCP 11 de las MC, inducida por los antigenos de los gusanos al unirse a la IgE de
superficie explica el incremento de la permeabilidad intestinal en esta respuesta
anafilactica. Resultados similares fueron encontrados en ratas infectadas con T. spiralis
(Castro y Col., 1979). Los desafios con los antigenos de los gusanos en ratas
primoinfectadas inducen una disminucion significante en la absorcion neta de fluidos, un
incremento en la secrecion intestinal de Cl” y un rapido rechazo al parasito. En ratas la
expulsion del parasito requiere de células T del fenotipo CD4+ CD45RC, las que aparecen
en el intestino y ducto toracico linfatico durante la infeccién (Korenaga y Col., 1996). La
expulsion de los gusanos esta asociada con el incremento maximo en los niveles de 1L-4 e
IL-5 los cuales se acentian por la transferencia adoptiva de células protectoras CD4+
CDA45RC- (Ramaswamy y Col., 1996). Esto sugiere que la respuesta de citocinas del tipo
Th2 es protectora.

El infiltrado de eosinofilos y la hiperplasia mucosal de MC en ratones esta regulada
por las células Th2 que activadas secretan interleucinas 3, 4, 6, 9 y 10 y el factor
estimulador de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) siendo las principales responsables de
la tipica respuesta de células Th2 hacia los helmintos (Miller, 1996).

En estudios sobre la infeccion primaria en roedores se ha demostrado que los
parasitos adultos son expulsados del intestino después de la tercera semana, al desarrollarse
una respuesta inmune protectora de citocinas de perfil Th2, la que produce interleucinas 4 y
5 que estimula la sintesis de anticuerpos IgA, IgG e IgE, ademas de la liberacion de IMCP
(proteasa de células cebadas intestinales) que participa en la eliminacion de los parasitos
adultos (Miller, 1984; Huntley y Col., 1990). Ademas, los parasitos inducen una respuesta
de anticuerpos 1gGl e IgE acompafada de eosinofilia y mastocitosis mucosal. Estas
respuestas estan directamente relacionadas a un perfil de citocinas Th2. Basados en la
respuesta de citocinas de un organismo infectado, la inmunidad a un antigeno especifico
puede ser controlada efectivamente, ser irrelevante o exacerbar la infeccion (Urban y Col,,
1992).

La inmunidad protectora hacia T. spiralis estd controlada por la genética del

hospedero, ligada al MHC 11 y la produccion de citocinas para una rapida o lenta expulsion
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del parasito (predominio de IFNy y de IL-4 respectivamente). La 7. spiralis genera una
efectiva y fuerte respuesta de tipo TH2 mediando los cambios inflamatorios y patologicos

que acompaiian a la infeccion (Grencis y Col., 1991).

4.- GENERALIDADES DE TRIQUINELA SPIRALIS

La triquinelosis es una enfermedad que representa un problema cn muchas partes
del mundo y es causada por el nematodo Trichinella spiralis. Se le considera zoonosis de
interés en salud publica porque es potencialmente fatal para el hombre, ademas de afectar la
produccioén pecuaria por el decomiso de carne de cerdo infectada. En México se estima que
la parasitosis tiene zonas endémicas importantes y su control es limitado al carecerse de
métodos efectivos de diagndstico y prevencion. El parésito tiene como hospederos
habituales a los cerdos. La infeccion que en éstos produce es de cardcter primario,
alcanzando al ser humano en forma secundaria. Su diagndstico se¢ recaliza cn las
inspecciones sanitarias post-faena. Si bien una infestacion masiva suele pasar inadvertida,
en algunos casos y en cerdos jovenes puede llegar a evidenciarse. El estudio de Trichinella
spiralis, que es la especie que afecta al cerdo, resulta de gran interés porque, ademas,
provee un modelo de estudio de la respuesta inmune durante su fase intestinal (Martinez,
1985; Garcia, 1997).

A menudo, la signologia de la parasitosis suele confundirse con avitaminosis,
carencias minerales, Peste Porcina Clasica, asi como también algunas lesiones nerviosas.
Con relacién a la patologia y clinica humanas, puede encuadrarse como una parasitosis
evidenciada por fiebre, trastornos intestinales, algias musculares, edemas periorbitales y un
cuadro hematico de hipereosinofilia. Trastornos cardiacos y neurotoxicos pueden
acompaniar a la sintomatologia mencionada, dandole un caracter de grave. Sin embargo,
puede que estos sintomas no tengan manifestacion aparente o bien se hallen minimizados.

Se puede decir, que la triquinelosis es una helmintiasis sui géneris, que presenta
profundas diferencias con casi todas las parasitosis conocidas. No tiene vectores de ninguna
especie, desarrollandose totalmente dentro del mismo hospedador. El agente etiologico es
un pequefio gusano redondo de color blanquecino, cuyas hembras miden entre 3,5 - 4 mm
de longitud, mientras que los machos no sobrepasan los 1,5 mm. Ambos presentan el

extremo anterior aguzado y el posterior redondeado.



Los parasitos adultos, no perduran mas de un ciclo, es decir, no producen varias
generaciones, sino que se hacen adultos, copulan y mueren dejando una sola generacion de
embriones. A partir del dia 4 hasta el 15 después de la ingestion de carne infestada con
Triquinella spiralis pueden detectarse, en la sangre por métodos de concentracion, las
larvas en forma de bastoncillos de 90-120 pm de longitud y de 6 a 8 um de grosor en su
camino hacia la musculatura, las larvas musculares miden 100 x 8 pm y pueden permanecer
vivas hasta 20 afios en el hombre y en muchos animales toda la vida. La capacidad
infestante de las triquinelas musculares para los nuevos hospederos se alcanza después de 4

a 6 semanas de la infestacion (Bowman, 1995).

Fig.3. A) Parasito adulto de T. spiralis y B) larvas enquistadas del parasito. Tomado de:
http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasito/nematodos/img/trichinlarva2UPTON.jpg

a. CICLO DE VIDA

Este gusano se mantiene por la existencia de organismos hospederos, casi todos
mamiferos y carivoros, teniendo dos ciclos: el doméstico y el selvatico. El ciclo doméstico
incluye cerdos, ratas, gatos y perros, siendo el del cerdo el de mayor riesgo para las
personas dado que su carne es utilizada como alimento. El ciclo selvatico (o silvestre),
comprende una gran diversidad de mamiferos y carnivoros, como los 0sos, linces, hienas,
zorros, jabalies y chacales, también mamiferos marinos, incluyendo morsas y focas. En
ambos casos, el ciclo se origina cuando uno de estos hospederos (incluyendo el hombre),
ingiere carne infectada cruda o mal cocida de animales silvestres y cerdos domésticos

infectada con larvas enquistadas de Trichinella spiralis (fase entérica). Esta carne con las
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capsulas, pasa al estomago e intestino, en donde los acidos de los procesos digestivos las
disuelven, liberando asi las larvas que de inmediato invaden el epitelio del duodeno. Alli
crecen y llegan rapidamente al estado adulto. Luego de tres o cuatro mudas realizadas en un
lapso de tiempo muy breve, machos y hembras entran en copula al tercer dia de comenzada
la infeccion. La hembra fecundada (vivipara, en virtud de que los huevos son incubados en
el atero), se encuentra fija a la mucosa intestinal, por su extremo anterior. Iniciando asi
alrededor de los dias 5-7 post infeccion la puesta de embriones, los que al nacer reciben la
denominacién de larvas recién nacidas. Esto Gltimo acaece aproximadamente a la semana
de haber comenzado la infeccion y puede prolongarse por espacio de cuatro semanas mas.

Las minudsculas larvas (80 micrones), con su extremidad aguzada, penetran en los
vasos linfaticos (fase sistémica) y por esta via llegan a los linfonodos. De alli se dirigen al
conducto toracico y penetran en la circulacion sanguinea para, finalmente, alojarse en los
musculos esqueléticos. Las principales localizaciones estan directamente relacionadas con
la funcién muscular y la irrigacion sanguinea. Una vez dentro de las fibras musculares,
estas larvas sufren diferentes modificaciones, orientadas fundamentalmente a su
diferenciacion sexual, presentando el caracteristico arrollamiento en forma de espiral. La
accién defensiva del organismo parasitado, conduce a la formacion de la capsula, distrofias
hialinas, céreas, grasas e infiltraciones célcicas donde puede sobrevivir por afios o
calcificarse y morir (Despommier, 1993).

El corazon no es invadido por el parasito, solo sufre alteraciones por accion
neurotoxica. Los musculos lisos, tampoco suelen alojarlo. Una vez concluida la invasion
muscular por las larvas, el ciclo evolutivo de la Trichinella spiralis finaliza. Cada hembra
fecundada, tiene una produccion de entre 1.000 a 1.500 larvas destinadas a la localizacion
muscular (Leman y Col., 1992). Se ha podido determinar experimentalmente, que para que
un cerdo de 70 kg de peso, muera por triquinelosis, debe recibir una cantidad de 700.000

larvas, algo que dificilmente puede ocurrir en forma natural.
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Fig.4. Ciclo biologico del parasito T. spiralis. La especie que afecta con mayor frecuencia al ser humano es
Trichinella spiralis. El ciclo doméstico incluye principalmente a cerdos y ratas, en tanto que el hombre
constituye un huésped paraténico. 1) FASE de infeccion al ingerir carne con quistes del parésito, 2) Las larvas
se establecen en el intestino delgado, 3) los parasitos adultos copulan, 4 ) Se liberan larvas recién nacidas en
la mucosa intestinal, 5) las larvas recién nacidas se enquistan en el misculo estriado esquelético. Tomado de:

http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasito/nematodos/img/trichinlarva2 UPTON.

b. IMPORTANCIA ZOONOTICA Y EPIDEMIOLOGICA

La triquinelosis es una de las zoonosis mas peligrosas para la especie humana y esta
muy difundida en casi todo el mundo. Al igual que el cerdo y otros animales, el ser humano
adquiere la triquinelosis por consumir carne parasitada, mal cocida o cruda. Dependera de
la cantidad de larvas ingeridas, que la infestacién se manifieste en forma clinica (con
sintomatologia). Para que un ser humano presente sintomas, debe ingerir no menos de 70
larvas. Desde la ingestion del alimento parasitado, hasta la aparicion de los primeros

sintomas, transcurren como término medio diez dias (Pozio y Bruschi, 1994).
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Los sintomas que se presentan en las primeras 24 horas incluyen diarrea, ndusea,
calambres abdominales y en ocasiones signos nerviosos. Durante la invasion del musculo
hay fiebre, edema facial (periorbital) y dolor muscular, inflamacién y debilidad. El dafio
muscular puede causar problemas al masticar, tragar, respirar etc. y dependiendo de los
musculos involucrados hay eosinofilia y sintomas neurologicos (Bowman, 1995). El
diagnostico es por medio de biopsias, autopsia del especimen (musculo) se comprime la
muestra en el triquinoscopio en el cual se observan las larvas enquistadas en el musculo ,
digestion artificial del musculo para liberar la larva y pruebas serologicas como ELISA

(Garcia y Bruckner, 1993; Pozio y Bruschi, 1994).
5.- RESPUESTA INMUNE A Trichinella spiralis EN EL CERDO

La infestacion en el cerdo con Trichinella spiralis inicia con el consumo de
musculo estriado que contenga larvas enquistadas infectantes. La digestion gastrica libera
las larvas, las cuales maduran en el intestino. Los gusanos adultos producen larvas recién
nacidas las cuales se diseminan a través del cuerpo via circulacion sistémica. La expulsion
de los gusanos adultos de ambas infecciones primaria y secundaria es modesta y retrasada
(Murrel, 1985). Sin embargo los cerdos pueden resistir infecciones secundarias por
Trichinella spiralis y muestran resistencia inducida por la infeccion de larvas enquistadas
de infecciones previas (inmunidad concomitante). Gamble y Col., (1986) reportaron que la
reduccion de la fecundidad de los gusanos hembras estuvo asociada con la produccién de
anticuerpos dirigidos hacia los productos de excrecion secrecion de las larvas musculares,
mostrando antifecundidad que reduce el establecimiento de la larva muscular en cerdos
desafiados. Otros reportan una fuerte respuesta de anticuerpos hacia las larvas recién
nacidas (Marti y Murrell, 1986).

En el cerdo, el parasito adulto puede permanecer en el intestino por periodos de mas
de siete semanas desconociéndose ain los mecanismos que permiten esa larga
permanencia. La cinética de la infeccion primaria o secundaria asi como la respuesta
inmune a antigenos de Trichinella spiralis estin claramente diferenciadas en roedores y
cerdos. En modelos de roedores la resistencia a Trichinella spiralis esta asociada con genes

dentro y fuera del Complejo principal de histocompatibilidad (MHC). En cerdos se ha
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definido esta molécula como el antigeno linfocitico porcino (SLA) el cual se ha detectado
en células presentadoras de antigeno (APC), linfocitos B y células T activadas. Esta
molécula es importante para la presentacion de antigenos a los linfocitos T cooperadores
para que posteriormente activen otras células para que se monte la respuesta humoral o
celular (citotoxicidad). Las células epiteliales porcinas no tienen moléculas clase II, que si
estan presentes en las células de roedores y humanos (Romero, 2000). Sachs y Col.
(1988), reportaron una disminucion del 50% en la carga de larvas musculares en
minicerdos con SLA cc comparado con los que tienen fenotipo dd o aa. Cuando se sigui6 el
desafio de la infeccion, un alto porcentaje de minicerdos con una copia menor del alelo a
referido como ax, demostro la capacidad unica de aniquilar la larva enquistada de la
infeccion primaria, confirmando que 47% de minicerdos ax exhibieron respuesta a larvas
enquistadas a las 6 semanas post-infeccion y sélo 8% de cerdos no ax mostraron sélo una
reaccion débil (Baker y Col., 1994).

En un estudio histologico de minicerdos desafiados con Trichinella spiralis
publicado por Sarmiento en 1993, se indica que la respuesta inflamatoria predominante
hacia las larvas enquistadas esta dada por linfocitos y macrofagos.

Ivanoska, Cuperlovic y Lunney en 1990 reportaron elevaciones persistentes de
linfocitos CD4, CD8 y de la expresion de moléculas clase Il en células mononucleares
sanguineas (PBMC) de cerdos ante la infeccion primaria con Trichinella spiralis. No hubo
cambios en los monocitos / macréfagos circulantes o en las células B, Las lineas de células
T establecidas de PBMC de minicerdos NIH infectados con Trichinella spiralis exhibieron
un incremento transitorio en la expresion del receptor para IL-2, moléculas de clase I1 y
marcadores CD4 y CD8 después de la estimulacion in vitro con antigeno de Trichinella
spiralis.

Existe una falta de informacién acerca del papel de las MC ante la infeccion con
Trichinella spiralis en cerdos, especie cuya infeccion entérica y sistémica guarda muchas
semejanzas con la humana por lo que puede emplearse como modelo de estudio de los

mecanismos defensivos de la mucosa intestinal ante la infeccion con el parasito.



IT JUSTIFICACION

Aunque el sistema inmune de las mucosas posee los mismos componenetes que el
sistémico, existen diferencias importantes en cuanto a la naturaleza y distribucion de
células en el tejido linfoide, presentacion de antigenos, células regulatorias, secrecion de
ciertas clases de inmunoglobulinas, células cebadas y sefiales neuroenddcrinas
(Bienenstock y Col., 1987; Kiyono y Col., 1992).

Ya se ha descrito el desarrollo, distribucion y numero de células del sistema inmune
intestinal porcino y la presencia y organizacion estructural de todos los tipos celulares
necesarios para la respuesta inmune de cerdos jovenes y adultos. También se conoce la
cinética de migracion de las poblaciones celulares en el epitelio y lamina propia intestinal
durante el desarrollo del animal y los cambios que ocurren en el 6rgano ante variaciones en
el ambiente como el destete (Vega-Lopez, y Col., 1993; 1995). Sin embargo, los estudios
de distribucion de las MC en el cerdo son escasos y no se han realizado en infecciones
parasitarias.

Con objeto de ampliar la informacion sobre las interacciones de los componentes
del sistema inmune en presencia de agentes infecciosos en este trabajo se analizé la
distribucion de las MC en el intestino delgado porcino ante la infeccion experimental con

Trichinella spiralis.

IIT HIPOTESIS

La densidad de células cebadas en el intestino porcino se vera afectada ante la infeccion

experimental con Trichinella spiralis .
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IV OBJETIVO GENERAL

Analizar el niimero y distribucion de las células cebadas en el intestino delgado de cerdos

infectados con Trichinella spiralis.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Validar la técnica de tincion histoquimica de células cebadas porcinas con azul de
toluidina en tejidos fijados con PLP.
-Analizar el numero y distribucion de las células cebadas en la mucosa y submucosa de

duodeno e ileon en cerdos normales e infectados con Trichinella spiralis.

V MODELO EXPERIMENTAL

Se utilizaron 5 camadas de 10 cerdos destetados cada una (experimento realizado
en 1995), de la raza Hampshire X Landrace de aproximadamente 6 semanas de edad y
provenientes de una granja libre de enfermedades endémicas y que no vacuna a sus
animales. Cada camada se dividié en dos grupos (cinco animales control y cinco
infectados) los cuales se mantuvieron en jaulas por separado dentro de las instalaciones del
bioterio del CINVESTAV-IPN.

Los animales se infectaron con carne de rata con larvas enquistadas de Trichinella
spiralis (ver apéndice) a una dosis de 700 larvas /Kg. de peso y se sacrificé un animal del
grupo control (sin infectar) y otro del grupo infectado de cada camada, los dias 1, 15 y 40
post-infeccion, para lo cual se utilizé una sobredosis intravenosa de pentobarbital sodico
(Ancstesal/Smithkline Beecham).

Se tomaron muestras pareadas de intestino delgado proximal, 5 cm después del
piloro (duodeno) y 10 cm antes de la union ileo-cecal para ileon de los animales control e
infectados a los diferentes dias post-infeccion. Las muestras fueron de una longitud
aproximada de 2 a 3 cm. Estas se depositaron inmediatamente en el fijador (Carmoy o PLP)

y se fijaron por 18 horas a 4°C antes de su inclusion en parafina.
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VI MATERIAL Y METODOS

1.-Se hicieron cortes histologicos de 3 pm de las muestras incluidas en parafina en un

microtomo (Jung Histocut 820, Leica).

2.- Para la estandarizacion de la téenica de tincidn para células cebadas en tejidos porcinos
se compararon muestras de duodeno fijadas en Camoy, PLP y congeladas de dos
minicerdos de 5 semanas de edad (A y B). Se contaron las células del tejido de 10
campos en seco débil (10X), de cada una de las muestras para cada cerdo y se midio el area
del tejido que las contenia con lo que se obtuvo la densidad de células (células/mm?) en el
tejido por medio de un analizador de imagenes computarizado.

El andlisis estadistico se realiz6 comparando las muestras fijadas en Carnoy, PLP y
congelada mediante la prueba t-student. La tincion para revelar las células cebadas de las

muestras con los diferentes medios de conservacion se describe en el apéndice.

3.- Hecha la validacion de la técnica se procedio a realizar las tinciones de las muestras de

duodeno e ileon de los cerdos controles e infectados.

Las MC de los tejidos se observaron en un analizador de imagenes de alta
resolucion integrado a una computadora (IMAGE PRO PLUS 4, MEDIA CYBERNETICS
LP-1998), el cual registra directamente la imagen de las laminillas colocadas en el
microscopio. Con este sistema fué posible contar las células cebadas. Los resultados se
expresaron como frecuencia de MC en el epitelio (MC/mm) y densidad de MC en LP de la
vellosidad, LP de criptas y submucosa (MC/mm?). Para obtener la frecuencia se contaron
las MC en todo el epitelio de la vellosidad y se midio la longitud de este en micras, se
dividi6 el nimero de células entre la longitud en micras y se multiplica por mil para obtener
MC/mm; mientras que para obtener la densidad se contaron las células en un érea
determinada en micras, se dividi6 el nimero de MC entre el area en micras y se multiplicé

por 1,000,000 obteniendo MC/mm’.
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El analisis estadistico se realizé comparando las muestras fijadas en carnoy, PLP y
congelada mediante la prueba t-student ademas se corrié una prueba de Andeva con
correccion de Tukey, bajo un modelo factorial 2 x 2 x 4 x 3 y sus interacciones para lo cual

se utilizo el programa SAS en su version 6.12; la formula fue la siguiente:
Y{ijKl=p+R{+Cj+ZK+D1+I{j KL+£ N dondeY ij KU escadaunade
las variables estudiadas; [l es una media general, R 1 son las regiones del intestino

delgado duodeno e ileon ({ =1,2), Cj son los cerdos controles e infectados (j=1,2), ZK
son las nichos de cada una de las regiones del intestino delgado como es Epitelio, LP de la

vellosidad, LP de criptas y Submucosa (K= 1,2,3,4), DU son los dias post-infeccion que

sonl,15y40(1=1273)1 ij K L son las interacciones de todas las variables y é}l es un
error aleatorio del modelo. Los datos se agruparon en una hoja de calculo. Las variables se

colocaron en columnas; se asigno X1 para las variables Ri, X2 para Cj, X3 para ZK, X4

para DU y finalmente X5 para la interaccion de todas las variables que fue I {j K L. En la

siguiente columna se colocaron las MC de todos los campos. Posteriormente se ordenaron
los datos de forma ascendente para poder elevar al cuadrado los datos del epitelio y obtener
asi MC/mm?>, se eliminaron los datos con valor de cero. De los datos de las MC/mm? se
saco el logaritmo natural de todos los datos y se colocaron en la siguiente columna. Se
elimina la columna de los datos de MC/mm” y esta hoja es la que se envia al programa

SAS, donde se le pide la interaccion de todas las variables que es X1*X2*X3*X4 = X5,
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VII RESULTADOS

En la estandarizacion de la tinciéon para MC en muestras conservadas por diferentes
métodos (congeladas o fijadas con Carnoy o PLP) se trabajo con  duodeno de dos
minicerdos de 5 semanas de edad. El patrén de referencia fueron las muestras fijadas en
Camoy; por lo tanto las muestras congeladas y las fijadas en PLP se post-fijaron en
Carnoy. Se comparo la densidad de las MC en los tejidos.

De los resultados obtenidos de cada animal se obtuvo el promedio y error estandar
de la media (SEM). Los resultados fueron los siguientes: CY 372 + 26, PLP 319+ 17 y
congeladas 359 + 23 (Fig. 5). No hubo diferencia estadistica significativa entre grupos (P>

0.05) como lo muestra la figura 5.
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Fig. 5 Densidad de MC en duodeno porcino conservado por diferentes métodos . Las barras representan el
promedio de las cuentas de al menos 10 campos microscopicos por animal (n=2) mas el error estandar de la
media.

Hecha la validacion de la técnica se realizaron las tinciones en las muestras de duodeno e
ileon fijadas con PLP, de los cerdos controles ¢ infectados en los dias 1, 15y 40 del
experimento. Se analizaron de cada muestra 10 campos microscopicos de la zona del
epitelio de la vellosidad, la lamina propia de la vellosidad, lamina propia de las criptas y de

la submucosa la cual abarco la capa muscular y adventicia.
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El desarrollo de las MC de los cerdos a diferentes semanas de edad mostro que las
frecuencias y densidades son constantes en duodeno e ileon con la edad. Al compararse
duodeno contra ileon en las diferentes semanas de edad se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la semana 6 de edad en el epitelio (p = 0.029), en la LP
de la vellosidad (p = 0.014), en la LP de las criptas (p = 0.008) y en la submucosa, en la
semana 6 (p = 0.012), en este dltimo sitio las diferencias continuaron en la semana 8 (p=
0.0012) y enla semana 12 (p =0.0107); evidenciandose una densidad de células menor en
el ileon con excepcion del epitelio en la semana 6 donde fue mayor la frecuencia de
células en duodeno (Fig. 10) ver apéndice.

Con la prueba de Andeva con correccion de Tukey se mostré una diferencia
significativa de 0.0001 entre duodeno e ileon; mientras que para los diferentes nichos de las
regiones anteriores la significancia fue de 0.05 y entre las semanas de edad 6-8 y 6-12,

teniendo un mayor nimero de MC en la semana 6.

Cuadro 2. Comparacién de Duodeno contra ileon de los cerdos sanos en las diferentes semanas de edad.
Promedios con sus respectivas SEM y prueba t de Student. * Valores con diferencia estadistica
significativa.

EPITELIO (Células/mm)
DUODENO ILEON Prueba t
Semana 6 0,6 + 0,55 1,25+ 0,5 0,020
Semana 8 16225 047205 0,166
Semana 12 48*24 14 0,7 0,308
LP VELLOSIDAD (Células/mm®)
Semana 6 838 + 287 350+ 173 0,014 *
Semana 8 415 * 207 302 %151 0,064
Semana 12 474 * 237 124 * 62 0,17
LP CRIPTAS  (Células/imm®)
Semana 6 613+ 220 277 £ 98 0,008 **
Semana 8 126 £ 63 183 £ 91 0,32
Semana 12 83 % 42 111+ 55 0,14
SUBMUCOSA {Céiulasfmm‘)
Semana 6 266 £ 63 122 + 26 0,012*
Semana 8 233 £ 56 124 £ 15 0,012 *
Semana 12 268 £ 47 158 * 1 0,0107 **
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Fig. 6 Frecuencia y densidad de MC (promedio y SEM) en duodeno e ileon de cerdos sanos de 6, 8 y 12
semanas de edad. Los resultados en el epitelio de la vellosidad se reportan como MC/mm y los de LP de
vellosidades, criptas y en la submucosa se reportaron como MC/mm® . Cada barra representa el promedio
+SEM (error estandar de la media) del conteo de 10 campos microscopicos por muestra en cinco
experimentos independientes. Las diferencias estadisticas se sefialan con asteriscos.

En la infeccion del parasito en duodeno las diferencias estadisticas se encontraron en el dia
1 Pl en la LP de las criptas (p = 0.036) (controles 613 + 110 MC/mm?, infectados 347 + 91
MC/mm?) y en la submucosa (p =0.013) (control 266 + 32 MC/mm’ e infectados 196+ 25
MC/mm?’) como lo muestra la figura 7.
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Fig. 7 Frecuencia de MC en el epitelio de las vellosidades intestinales de duodeno (A), y densidad de MC en
la lamina propia de las vellosidades (B), criptas (C) y submucosa (D) del duodeno de cerdos control (barras
vacias) e infectados experimentalmente con T spiralis (barras llenas). Cada barra representa el promedio +
SEM del conteo de 5 experimentos independientes.

* Valores con diferencia estadistica P < 0.05.

Mientras que en ileon las diferencias estadisticamente significativas se encontraron
en el epitelio de la vellosidad los dias 15y 40 PI (p = 0.015 y p =0.05 respectivamente)
notiandose un aumento de MC en los cerdos infectados como se aprecia en la figura 8. La
frecuencia de MC/mm en el dia 15 PI en cerdos controles fue de 0.47 + 0.25 y en cerdos
infectados fue 2.8+ 0.89; en el dia 40 PI la frecuencia en cerdos control fue de 1+ 0.71 y en



cerdos infectados de 2.5 = 0.65 como lo muestran la (fig. 8). Finalmente al dia 1 PI también
hubo diferencia estadistica en la LP de la vellosidad (p = 0.05) con 350 + 86 MC/mm? en
cerdos controles y 589 + 54 MC/mm’ en cerdos infectados. Por otra parte cabe hacer
mencion que en ileon las MC no se mostraron dentro de las placas de peyer (zona B), solo
se localizaron en el tejido conectivo que rodea a las placas (zona interfolicular) Fig. 13.
La prueba de Andeva con correccion de Tukey confirmé que no hay diferencia estadistica
entre los cerdos controles e infectados P = 0.8659 pero si se encontraron mas MC en
duodeno que en ileon.
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Fig. 8 Frecuencia de MC en el epitelio de las vellosidades intestinales de ileon (A) y densidad de MC en la
lamina propia de las vellosidades (B), criptas (C) y submucosa (D) de cerdos control (barras vacias) e

infectados experimentalmente con T spiralis (barras llenas). Cada barra representa el promedio + SEM del
conteo de 5 experimentos independientes.

* Valores con diferencia estadistica P < 0.05.



VIII DISCUSION

Experiencias previas demostraron que la tincion metacromatica con azul de
toluidina en muestras fijadas con PLP  daban resultados inferiores a los reales (Benitez y
Vega-Lopez, comunicaciones personales). Por ello se realizaron modificaciones al
procedimiento de tincién buscando su optimizacion para su uso en muestras fijadas con
PLP. Empleando muestras de minicerdos normales de 6 semanas de edad, se hicieron
pruebas paralelas de tincién con muestras congeladas y fijadas con Camnoy que es el fijador
reccomendado para la tincion metacromética (Enerback, 1966) y PLP. Con esas
modificaciones se demostré que no hubo diferencia estadistica significativa en la densidad
de MC tefiidas en esos tejidos (p> 0.05) Fig.9. De cualquier forma, la evaluacion de MC en
los diferentes dias post-infeccion siempre se hizo entre animales control e infectados, por lo
que los resultados, independientemente de su exactitud mostraron los cambios inducidos en
la mucosa por efecto de la parasitosis.

El estudio realizado por Manica y Col., (1983) en cerdos adultos de 112 kg mostro
que las células cebadas tienen forma irregular en la mucosa y esférica en la submucosa. En
la submucosa fue donde se reporté el mayor volumen de MC, después en las glandulas de
Briiner y finalmente en la tunica muscular, el didmetro promedio de las células cebadas fué
de 13.3 pm y su nicleo de 6.9 um.

Xu y Col., 1993 realizaron cuentas de MC en cortes de yeyuno de cerdos de 6
meses de edad fijados en Carnoy. Las densidades reportadas en la mucosa y la submucosa
intestinal fueron de 27414 y 2654 MC/mm?’ respectivamente. En este trabajo se
encontré un numero mayor de MC de lo que reporta Xu, esto podria deberse a las
diferencias en el sitio de conteo (yeyuno vs duodeno e ileon), la diferencia en la edad de los
animales muestreados y finalmente al procedimiento de fijacién de muestras.

El desarrollo de las MC con la edad no mostré diferencias estadisticamente
significativas, esto puede indicar que la llegada de estas células al intestino ocurre temprano
en la vida del animal al menos antes de la sexta semana de vida y se mantiene estable
durante el destete o hasta que el individuo sea expuesto a una infeccion.

Al comparar las frecuencias y densidades de las MC entre duodeno e ileon de

animales normales se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el epitelio
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de la vellosidad, LP de la vellosidad, LP de criptas y submucosa (cuadro 2), en esta tltima
la diferencia se ve en las semanas 8 y 12, mostrando un mayor numero de MC en duodeno
y solo en epitelio de la vellosidad el aumento de MC en ileon (fig. 10) como lo confirma la
prueba Andeva con correccion de Tukey.

Este aumento significativo de MC en la submucosa podria relacionarse con la
comunicacion entérica neuroinmune en respuestas de hipersensibilidad gastrointestinal
donde las MC detectan antigenos y liberan mensajes quimicos al sistema nervioso entérico
involucrandose en una respuesta anafilactica (Frieling y Col., 1994). Esta distribucion de
MC nos muestra que estas células son heterogéneas, las MC de la mucosa y del tejido
conectivo no tienen la misma funcion las IMMC se detectan sistémicamente y en el lumen

del intestino durante la infeccion con nematodos, mientras las CTMC se relacionan con la

comunicacion entérica neuroinmune.

EFECTO DE LA INFECCION

En la infeccion por Trichinella spiralis se provocan cambios celulares en el
intestino. En roedores la respuesta es de tipo TH2 que se caracteriza por un aumento de
eosinéfilos, secrecion de interleucinas a través de células T CD4" con predominio de 1L-4
y mastocitosis que se ve reflejada en la expulsién del parasito. La inmunidad protectora
contra este parasito se ve controlada por la genética del hospedero ligada al MHC y en
segundo término por otros genes que ejercen una influencia profunda en la expulsion del
parasito del intestino delgado (Grencis y Col., 1991). En ratas la expulsion del parasito
ocurre alrededor del dia 11-12 PI, requiere de células T CD4" del fenotipo CD45RC el
cual aparecen durante la infeccion en intestino y ducto linfatico. Esta subpoblacion de
células responde a los antigenos de 7. spiralis in vitro produciendo citocinas de la linea
TH2 como IL-4 e IL-5 ademas de producir citocinas de la linea THI como IFNy y TNFa;
estas células también habitan el intestino pero no transfieren inmunidad. La expulsion del
nematodo esta asociada con el incremento maximo en los niveles de [L-4 e IL-5 siendo mas
fuerte la respuesta de tipo TH2. Estas citocinas activan células inflamatorias como

eosindfilos y MC, las cuales a su vez también producen citocinas como mediadores de la

inflamacion.
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En cerdos no existen reportes que indiquen el papel de las MC durante la infeccién
con Trichinella spiralis, s6lo se han reportado linfocitos T y células que expresan
moléculas clase I por Ivanoska y Col., (1990) donde reportaron un aumento de linfocitos T
CD4" y CD8" en sangre periférica después del dia 60 PI y la expresion de moléculas de
clase Il en células mononucleares sanguineas (PBMC) en la infeccion primaria, aunque sin
cambios en monocitos circulantes o en células B. Las células T de PBMC de minicerdos
infectados exhibieron un aumento transitorio en la expresion del receptor IL-2, moléculas
clase Il y marcadores CD4 y CDS8 después de la estimulacion in virro con antigenos de
Trichinella spiralis.

Los resultados de este trabajo indican que en duodeno hay disminuciones de MC en
la LP de las criptas y submucosa al dia 1 PI (fig. 7 y 11) las cuales pudieran deberse a MC
desgranuladas que con la tincién metacromatica no se evidenciaron. La desgranulacion de
las MC se relaciona con la secrecion de antigenos del parasito, los cuales pueden provocar
que se desgranulen y liberen mediadores inflamatorios que atraeran a otras células
inflamatorias como lo demostré Benitez (2001), quien reportd que la llegada de eosinofilos
inicia en la LP de las criptas desde el primer dia de la infeccion y en la LP de la vellosidad
a partir del dia 5 PI manteniéndose incrementadas en los cerdos infectados con el parsito.
La llegada de eosinofilos podria deberse a la accion de las MC, células epiteliales
intestinales y a los IEL las cuales secretan citocinas ante la presencia de antigenos. Las
IMMC liberan citocinas como la 1L-4 en la respuesta tipica a nematodos, mientras los
eosinofilos liberan MBP, EDN y ECP los cuales estimulan la secrecion de histamina por las
MC, los IEL liberan citocina IL-5 que es quimiotactica para eosinofilos (Befus, 1994;
Kagnoft y Col., 1996).

Al dia 15 y 40 PI hubo un aumento significativo de MC en el epitelio (fig. 8 y 12)
de la vellosidad lo cual se podria relacionar con la liberacion de las LRN de los parasitos
adultos que penetran el epitelio en busca del vaso linfatico para iniciar su fase sistémica. En
la LP de la vellosidad de ileon al dia 1 PI se pudo apreciar un aumento de MC en cerdos
infectados (fig. 8), esto podria indicar que las MC no se reclutan de sangre sino que se estan
movilizando desde el nicho intestinal hacia la LP de la vellosidad, puede suceder que los
antigenos liberados del parasito sean arrastrados por movimientos peristalticos del

intestino y ello esta reaccion se detecta en un lugar donde normalmente el parasito no se
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establece tempranamente.  Aparentemente hubo una respuesta temprana ante el
establecimiento del parasito en el intestino, que fué modulada de inmediato. Trichinella
spiralis podria secretar antigenos similares a la somatostatina o bien provocar la liberacion
de esta hormona, la cual en condiciones experimentales se ha visto que disminuye la
actividad de las MC previniendo la hiperplasia de MC (Saavedra y Vergara, 2003). Se
confirmo con la prueba de Andeva con correccion de Tukey que no hay diferencia entre
animales infectados y controles.

Analizando los resultados obtenidos del proyecto respuesta inmune intestinal en
cerdos infectados experimentalmente con Trichinella spiralis, que incluye el estudio de
linfocitos (Garcia, 1997, Romero, 2000 y Ortiz, 2001) y eosinéfilos (Benitez, 2001). Se
concluye que el parasito al establecerse en el duodeno induce una respuesta inflamatoria
que es modulada de inmediato por el parasito como lo revelan los resultados obtenidos por
Garcia, (1997) al no encontrar cambios en la densidad de células CD4" y CD8" en la LP
duodenal por tinciones inmunohistoquimicas, ni respuesta proliferativa de células
intestinales al cultivarse ante antigenos del parasito in vitro. Sin embargo, la respuesta de
células inflamatorias como eosinofilos se vio desde ese dia Pl en la LP de las criptas, en
contraste las MC se ven disminuidas en nimero el primer dia en la LP de las criptas y en la
submucosa del duodeno, pero aumentadas en la LP de las vellosidades de ileon,
indicandonos que existe una respuesta inflamatoria ante la agresion del parasito; Romero
(2000), por citometria de flujo reporté un incremento transitorio de células CD4" en la LP
de duodeno el dia 2 PI que pudieran estar relacionados con respuestas tempranas a la
infestacion. Ortiz (2001), reportd la expresion aumentada de mRNA para IL-4 e IL-10. Al
dia 15 PI, en la LP de la vellosidad, los eosinéfilos permanecen aumentados y también
aumentan las MC en el epitelio de las vellosidades de ileon; Benitez (2001), reportd en
animales infectados un aumento temprano de células CD2+ dentro del epitelio (IEL)
seguido del incremento en la proporcion de células CD8+ el dia 15 PI que pudiera
relacionarse con respuestas de células NK a la infeccion del epitelio y a la reaccion inmune
tardia contra el parasito; ese mismo dia se observd un cambio en la relacion
linfocitos/enterocitos de 1:4 en animales normales y de 1:3 en infectados indicando el
reclutamiento de células inmunes en el epitelio intestinal de cerdos infectados. Al dia 25

PI, Romero (2000), por citometria de flujo reportd el incremento transitorio de células
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CD2" y CD8" en los nodos linfiticos mesentéricos (NLM); Pifia-Escobedo encontré
respuesta de IgG e IgA antiparasito al dia 25 PI en suero y mucosa intestinal lo cual
confirma que la respuesta que se estd montando es tardia y del tipo TH2. Esta respuesta
inmunoldgica no es capaz de eliminar el parasito tempranamente, finalmente al dia 40 PI
hubo un aumento de MC en el epitelio de ileon. Antes del dia 40 PI no se detecta la
hiperplasia de MC que pudiese llevar a la expulsion temprana del parasito como ocurre con
los roedores, esto podria deberse a que Trichinella spiralis secreta antigenos parecidos a la
somatostatina o bien activarla para evitar la hiperplasia de MC y se establezca una
verdadera respuesta inflamatoria (MC, linfocitos, citocinas) que ayude a la expulsion del
parasito.

Dentro de las perspectivas del estudio de las MC se deberan realizar técnicas de coloracion
para MC que permitan evidenciarlas ain desgranuladas, por otra parte seria conveniente
estudiar el fenotipo de MC involucradas en la infeccion por el parasito, para determinar su

papel en la proteccion del individuo.
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IX CONCLUSIONES

e La modificacion de la técnica metacromatica de azul de toluidina para MC en
muestras fijadas con PLP, permitio la deteccion de MC en esos tejidos.

o La llegada de las MC al intestino ocurre temprano en la vida del animal y se
mantiene estable durante el destete.

s Las diferencias significativas en la frecuencia y densidad de MC en los diferentes
nichos de duodeno comparado con el ileon nos indican que no son iguales.

e La infeccion con Trichinella spiralis induce una respuesta inflamatoria temprana
evidenciada por la disminuciéon de MC en LP de criptas y submucosa duodenal y
aumento de MC en epitelio de vellosidades de ileon. Sin embargo estos cambios no
parecen suficientes para ayudar a la expulsion del parasito antes del dia 40 PIL.

e Este modelo de estudio de inflamacion intestinal debera ampliarse en tiempo por lo
menos hasta el dia 60 PI en que se han reportado cambios celulares intestinales y
con respecto a las MC se deberan realizar otros tipos de tinciones que permitan
evidenciar las MC desgranuladas y el fenotipo de MC que estan involucradas en la
respuesta a la agresion del parasito.

e Este modelo de infeccién intestinal porcino tiene ventajas sobre los de laboratorio
ya que permite comprender mejor la estructura, maduracién y funcionamiento del
sistema inmune intestinal porcino en infecciones parasitarias de importancia

veterinaria y humana.
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XI APENDICE

Se obtuvieron larvas musculares de Trichinella spiralis (mantenida en el
laboratorio por pases continuos en ratas) a partir de tejido muscular de ratas Wistar
infectadas experimentalmente, de acuerdo a la técnica descrita por Dennis y Cols en 1970.
Las ratas se sacrificaron bajo anestesia general utilizando cloroformo, se obtuvo el
musculo esquelético y tejido oseo que se macerd finamente en una procesadora de
alimentos. El macerado se incubo en solucion al 1% de pepsina en HCl al 1% a razon de
10 ml/g de carne, con agitacion constante (200 rpm) a 37° C por 3 hr. Transcurrida la
incubacion, la mezcla se pasé a través de un tamiz y se virtié en un embudo en cuyo
extremo se colocd una manguera unida a un tubo Falcon de 15 ml para que permitiera la
sedimentacion de las larvas enquistadas. El sobrenadante del tubo se decanto y las larvas
enquistadas del fondo se lavaron con amortiguador de fosfatos salino (PBS) por
centrifugacion a 1800 X g por 3 minutos en una centrifuga clinica (Damon IEC/Division)
hasta que el sobrenadante estuviera claro. Del paquete de larvas se hizo una dilucion 1:100
en bacto agar al 0.2% y sc tomaron alicuotas de 10 pl para su conteo. Finalmente se
determind el nimero de larvas por gramo de macerado para utilizarse en la infeccion de los

animales durante el experimento.

REACTIVOS
PARAFORMALDEHIDO LISINA PERYODATO (PLP)

1) Tampodn de lisina-fosfato

a) Monohidrocloruro de lisina 0.2 M 362¢g
agua destilada Cbp 100 ml

b) Na,HPO, 0.1 M
NaHPO, . 2H,0 1.78g (1.42 con sal anhidra)
Agua destilada cbp 100 ml

Mezclar una parte de a y unade b; ajustarel pH a 7.4 con acido clorhidrico.
2) Paraformaldehido al 8%

8 g paraformaldehido
cbp agua destilada 100 ml
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Disolverlo en la parrilla a una temperatura de 60-65°C en agitacion, agregar unas gotas de
hidroxido de sodio 10N hasta que se aclare. Dejar enfriar la solucion y agregar 5.4 g de
glucosa por cada 100 ml.

PROCEDIMIENTO: Justo antes de usar , mezclar 3 partes de | y una parte de 2, anadirle

meta-peryodato de sodio hasta alcanzar una concentracion final de 0.01 M.

CARNOY

-Alcohol metilico 100% 60 ml
-Cloroformo 30 ml
-Acido acético glacial 10 ml

AZUL DE TOLUIDINA DE LILLIE
1.- Azul de Toluidina o tionina 0.5 g
Solucién amortiguadora 100 cc o ml
Para preparar la solucion amortiguadora se mezclan 9.5 ml de acetato de sodio (en
concentracion de 0.8 mg/ml en agua destilada) y 7 ml de HCI al 37 % en 500ml de agua
destilada.
El azul de Toluidina se disuelve en 100ml de solucion amortiguadora.
AGUA ACIDULADA
-Agua destilada 100 ml

-Acido clorhidrico concentrado 10 ml

Para las muestras fijadas en Carnoy
-Calentar la laminilla en la estufa a 57 grados por 15 minutos.
Se desparafinizdé como se indica
- Xilol 1 por 15min,
Xilol 2 por 5 min.
Alcohol absoluto 1 por 5 min
- Alcohol absoluto 2 por 5 min.
Alcohol 90% 1 por 5 min
- Alcohol 90% 2 por 5 min.
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- Alcohol 70 % hasta cambiar la densidad de la laminilla.

- Agua destilada hasta cambiar la densidad de la laminilla.

- Azul de Toluidina de Lillie por 40 minutos.

- Revelar con agua acidulada un pase.

- Montar en micromount.

Para las muestras fijadas en PLP

- Calentar en la estufa a 57 grados por 15 minutos.

Xilol 1 por 15min
Xilol 2 por 5 min.
Alcohol absoluto 1 por 5 min

Alcohol absoluto 2 por 5 min.

- Camnoy frio por una hora

- Alcohol 70 % hasta cambiar la densidad de la laminilla.

- Agua destilada hasta cambiar la densidad de la laminilla.

- Azul de Toluidina de Lillie por 40 minutos.

- Revelar con agua acidulada un pase.

- Montar en glicerol-PBS 1:1

Para las muestras congeladas

-Lavar el tejido con PBS por 5 minutos.

-Fijar con Camnoy frio por 15 minutos

-Bafios con alcohol al 70% 1 y 2.

-Baifios con agua destilada.

-Azul de toluidina de Lillie 40 minutos.

-Revelar con agua acidulada un pase.

-Montar con micromount.
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Fig. 9 MC en duodeno de cerdos conservados de diversa manera. A y D) Tejidos fijados con Carnoy las MC se encuentran tanto en las vellosidades y criptas de
dos minicerdos; B y E) fijadas con PLP se ve la misma distribucién, pero tefiidas con menor intensidad y C y F) Tejidos congelados se ve la misma distribucién
pero se aprecian cimulos de MC que en las muestras fijadas con Carnoy no se observan. Aumento 10X, tincién metacromadtica de azul de toluidina.
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Fig. 10 . MC de duodeno e {leon tefiidas con azul de tolui sidad de duodeno, se
vellosidad (20X), B) Vellosidad de fleon, las MC se aprecian tanto en epitelio flecha blanca, como en LP de la vellosidad (10X); C) Criptas de duodeno (20X), las
MC se aprecian en la LP en mayor cantidad con respecto a {leon (D); E) Submucosa de duodeno (20X), las MC se encuentran en el tejido conectivo perivascular

en mayor ntimero con respecto a fleon (F). En la submucosa en las semanas 8 y 12 sucede la misma distribucién que en la semana 6 de edad.
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Fig. 11. MC en duodeno de cerd on Trichinella spiralis. Tincion de azul de toluidina. Criptas de duodeno al dfa 1 PI (20X): A) cerdo control
B) cerdo infectado se aprecia una disminucién de MC en los cerdos infectados. Submucosa de duodeno al dfa 1 PI (20X): C) cerdo control, D) cerdo infectado
con Trichinella spiralis las MC se encuentran en tejido conectivo perivascular, se aprecia una disminucién de MC en los cerdos infectados.
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Fig. 12. MC en vellosidades de (leon teflidas con azul de toluidina (10X): A) Dia 1 PI cerdos controles las MC se encuentran en la LP de la vellosidad (flecha
blanca). B) cerdos infectados se aprecia un mayor nimero de MC en la LP de la vellosidad con respecto al epitelio (flecha negra).
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Fig. 13 A) MC en placas de Peyer de ileon (5X) de cerdo control al dia 5 postinfeccién 2. B) Placas de peyer de ileon del cerdo control del dia 15
postinfeccién del experimento 4. En ambas imégenes observamos que las MC solo permanecen en el tejido conectivo que rodea a los foliculos linfoides.
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