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RESUMEN

La realizacion de este trabajo obedecié a la necesidad de tener los fundamentos sobre la
localizacién de las células M, las cuales juegan un papel importante en los mecanismos
inmunolégicos a nivel intestinal en el conejo, estudiando la importancia de estas células
en la captacion y transporte de antigenos hacia los macréfagos, células dendriticas y
linfocitos B y T, para que el sistema inmune monte la respuesta de defensa.

Para conocer la localizacion de estas células se probaron dos marcadores reportados en
la literatura para identificar a las células M, los marcadores utilizados fueron
anticuerpos dirigidos contra vimentina y citoqueratinas 8/18, utilizando la técnica de
inmunofluorecencia indirecta, en cortes intestinales embebidos en parafina de 3 conejos
clinicamente sanos, posteriormente se determind la efectividad de los marcadores en el
intestino de conejo. La prueba de inmunofluorescencia con el marcador vimentina
arroj6 resultados positivos para células M, esta informacién se corroboré por la prueba
de inmunoperoxidasa con el mismo marcador y se observaron resultados similares, por
lo que se determiné que las células M en el conejo expresan predominantemente
vimentina, por el anticuerpo dirigido a esta proteina del citoesqueleto; aunque en
algunos casos también se observé marca en células de la tinica de la serosa intestinal.
Las regiones intestinales en las cuales predominan las células M fueron: la unién
yeyuno-ileal, &mpula del ileon, la unién del ciego con el apéndice vermiforme y el ano.
Las células marcadas por el anticuerpo contra citoqueratinas 8/18 no correspondieron a
células M, ya que se observé marca en la gran mayoria de los epiteliocitos de la
vellosidad intestinal, por lo tanto este marcador queda desechado para ser utilizado en

esta especie animal como marcador especifico de células M.



1. INTRODUCCION

1.1 Anatomia e histologia del intestino delgado.

El intestino delgado es el punto terminal de la digestion de los alimentos y de la
absorcion de nutrientes. LLos procesos de digestion se completan en el intestino delgado
donde los nutrientes (productos de digestion) son absorbidos por las células epiteliales

de revestimiento, ('naveira: 2005)

Anatémicamente el intestino delgado va del esfinter pilorico (parte terminal del
estomago) hasta la unién iliocecal; estd dividido en 3 segmentos: duodeno, yeyuno e
ifleon. La mucosa del intestino delgado presenta varios pliegues, los cuales aumentan su

(Junqueira,

superficie, incrementando asi el drea disponible para la absorcion de nutrientes.
2005)

Histol6gicamente, al observar el 6rgano hacia la parte interna, se observan numerosos
pliegues llamados vélvulas conniventes o vélvulas de Kerckring, posteriormente
proyecciones digitiformes llamadas “vellosidades intestinales”, las cuales son
proyecciones alargadas de la mucosa (epitelio y ldmina propia) en direccion a la luz del
intestino delgado, las vellosidades intestinales presentan a su vez microvellosidades en
el borde estriado, conocidas como “ribete en cepillo”, las cuales se originan de la
divisién mitdtica en la porcion basal de las criptas y migran hacia la superficie para
terminar descamando hacia la luz intestinal. En el duodeno dichas proyecciones se
aprecian como hojas adquiriendo, gradualmente, una forma de dedos a medida que se
aproximan al {leon, entre las vellosidades existen pequefias aperturas de glandulas

: : ) : : . Junqueira, 2005; Cha 1
tubulares simples denominadas glédndulas intestinales o “criptas”, ("naueir. 2005; Chavez etal,

2000)
Histol6gicamente estd formado por 4 capas principales: mucosa, submucosa, muscular y
serosa. Recorriendo al 6rgano hacia la parte externa se encuentra:
Tinica mucosa
= Epitelio simple columnar con microvellosidades y exocrinocitos
caliciformes intercalados.
] Lamina propia (Tejido conectivo coldgeno laxo, que contiene gldndulas

intestinales).



Muscular de la mucosa (Tejido muscular no estriado).
Tela submucosa (Tejido conectivo coldgeno laxo).
Tinica muscular (Tejido muscular no estriado).

= Estrato circular interno.

= Estrato longitudinal externo.
Tinica serosa

] Tejido conectivo coldgeno laxo.

- MCSOtCliO.(ChaveZ et al, 2000)

1.2 Anatomia e histologia del intestino grueso.
El intestino grueso, por su parte, es un érgano cuya funcion principal es la absorcién de

. > Junqueira, 2005; Valdivia, 2007
liquidos y la formacién de masa fecal, ("™ 2005 Valdivia, 2007

Anatémicamente se extiende desde la unién ileocecal al ano, comprende al ciego, el

apéndice cecal, el colon, el recto y el canal anal. (Valdivia, 2007)

Histologicamente estd formado por 4 capas principales: mucosa, submucosa, muscular y
serosa.
Tinica mucosa

= Epitelio simple columnar con microvellosidades y abundantes

exocrinocitos caliciformes intercalados.

] Lamina propia (Mas gruesa que en intestino delgado)

Muscular de la mucosa (Tejido muscular no estriado).

Tela submucosa (Tejido conectivo coldgeno laxo).
Tinica muscular (Tejido muscular no estriado).
Tinica serosa

] Tejido conectivo coldgeno laxo.

- MCSOtCliO.(ChéveZ et al, 2000)
Otros diferencia importante del intestino grueso en relacion al intestino delgado, es que
las criptas intestinales son mds profundas, la lamina propia es rica en tejido linfoide,
capilares sanguineos y linfaticos que se extienden frecuentemente hasta la submucosa y
base del epitelio, formando proyecciones hacia luz llamados “domos”. La riqueza en

tejido linfoide estd relacionada con la poblacién bacteriana abundante en este érgano.
(Chavez et al, 2000; Valdivia, 2007)



1.3 Sistema de defensa intestinal.

El intestino esta expuesto de manera rutinaria a una gran cantidad de antigenos extrafios,
muchos de los cuales se relacionan con el consumo dietético o con la flora bacteriana
comensal. El sistema natural de defensa protege al organismo de estos antigenos. Tras la
entrada de los patdgenos en los alimentos, pueden ocurrir distintos tipos de respuestas

i : : Laso, 2001; Montafio; 2005
inmunes en el tracto intestinal, -5 2001 Montanc; 2009

1.3.1 Inmunidad innata.

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa contra las infecciones. Los
mecanismos de inmunidad innata existen antes de que haya tenido lugar el encuentro
con cualquier patégeno y es la respuesta inicial que impide la infeccidn del huésped vy,
en muchos casos, es capaz de eliminar los microorganismos. La inmunidad innata no
solo tiene funciones de defensa esenciales en las primeras fases tras la infeccién, sino
que ademds proporciona el aviso de que existe una infecciéon contra la cual debe
organizarse una repuesta inmunitaria adaptativa subsiguiente, -5 2001: Montafio: 2005)

Los componentes de la inmunidad innata son: barreras fisicas, tales como la piel y las
mucosas; moléculas tales como defensinas y complemento; y poblaciones celulares que
incluyen a fagocitos como los macréfagos y neutréfilos, células presentadoras de

antigenos como las células dendriticas y células linfoides (células NK). (lberts 2008, Roit

2003, Vega 2001, Rus 2005, Mayer 2006, Coronato 1998)

1.3.2 Inmunidad adaptativa.

El sistema inmune adaptativo permite una respuesta inmunitaria mayor, asi como el
establecimiento de la denominada memoria inmunolégica, es especifica de los antigenos
y requiere el reconocimiento de estos, durante un proceso llamado presentacion de los
antigenos. La especificidad del antigeno permite la generacién de respuestas que se
adaptan a patdgenos especificos o a las células infectadas por patégenos, la habilidad de
montar estas respuestas especificas se mantiene en el organismo gracias a las células de
memoria. Las células que conforman al sistema inmune adaptativo son una clase
especial de leucocitos llamados linfocitos. 72" 2009

Las células B y las células T son las clases principales de linfocitos. Las células B estidn
involucradas en la respuesta inmune humoral, es decir, en la produccion de anticuerpos.

. . : . : . 1 2005
Las células T lo est4n con la respuesta inmunitaria mediada por células. {2V 200



La respuesta inmune se inicia con el reconocimiento de moléculas inespecificas
caracteristicas de los patégenos y que, en conjunto, se denominan inmunoestimulantes
asociados a patégenos (IAP). Las células del sistema inmune innato reconocen estas
moléculas e inician una respuesta contra los patdégenos que las portan. Como parte de
esta respuesta, las células dendriticas reconocen y fagocitan a estos patdgenos y migran
hacia zonas pobladas por linfocitos (como es el caso de los linfonodos) en donde

(Montafio

realizan la presentacion de antigenos y activan la respuesta inmune adaptativa.
2005, Abbas 2001)

1.4 Inmunidad de mucosas.

Las mucosas son un sitio de acceso para los patdégenos por lo que se encuentran
asociadas a poblaciones linféticas, es el tejido linfoide relacionado a mucosas (MALT,
por sus siglas en inglés). Dependiendo del 6rgano, este MALT recibe diferentes
nombres, en intestino se denomina Tejido Linfoide Asociado a Intestino (GALT, por
sus siglas inglés) y esté representado por los linfonddulos solitarios y agregados, estos

(Montafio

ultimos formando placas que se pueden distinguir ficilmente, atn a simple vista.
2005, Abbas 2001)

1.4.1 Sistema inmunitario de las mucosas.

La superficie de la mucosa gastrointestinal esta colonizada por linfocitos y células
accesorias que permiten al organismo responder de forma dptima a los antigenos
ingeridos. La distribuciéon de linfocitos en el tracto gastrointestinal se encuentra
principalmente: en el interior de la capa epitelial, distribuidos en toda la ldmina propia y

. . . . Abbas 2001
en agrupaciones organizadas como los linfonédulos agregados.( a5 2001)

= Interior de la capa epitelial. La mayoria de los linfocitos intraepiteliales
son células T (CD&+). (bbas 200D

= Lamina propia. Contiene una poblacion celular mixta, en la que se
incluyen los linfocitos T (CD4+), ademds de grandes cantidades de
linfocitos B+ y de células plasmaticas, asi como macréfagos,
células dendriticas, eosindfilos y mastocitos. (Abbas 2001)

Ademas de contener linfocitos distribuidos por toda la mucosa, el sistema inmunitario

de las mucosas contiene tejidos linfoides organizados, el mds destacado son los

linfonédulos agregados. “°* 2001
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Anatémicamente los linfonddulos agregados estdn localizadas en el lado
antimesentérico del intestino delgado y son mds prominentes en el {leon,
morfolégicamente los linfonddulos agregados estdn separados en tres regiones: drea
folicular, 4rea parafolicular y foliculos asociados a epitelio (FAE) e histol6gicamente
difieren de los linfonodos porque no poseen cédpsula, médula, conductos linfaticos ni
bordes claros. Las regiones centrales de estos linfonddulos de la mucosa son dreas ricas
en células B, y una pequefia cantidad de células T, (A0 2001 Oera.1998)

El FAE esta conformado principalmente por células M (de membrana) especializadas,
células epiteliales columnares, linfocitos intraepiteliales, y exocrinocitos caliciformes

. (Montafio 2005, Abbas 2001)
(células secretoras de moco).

1.5 Células M.

Las células M son células epiteliales que se presentan en el epitelio asociado a GALT y
representan una minoria en el epitelio intestinal, pero son de gran importancia ya que
constituyen el medio de entrada a la infeccién e inmunizacign, Nt 1996- Krachenbuhl 2000)
Se ha reportado que alrededor del 50% de la superficie del FAE en el conejo esta

ocupado por células M. (Ogra 1998)

Las células M pueden captar antigenos y transportarlos por transcitosis desde el lumen
intestinal hacia el intersticio y ponerlos en contacto con macréfagos y células
dendriticas, las cuales migran posteriormente a los linfonédulos agregados en donde se

. : . (Neutra 1996, Krachenbuhl 2000
inicia la respuesta inmune adaptativa, N 199 Krachenbu )

Estructuralmente, las células M difieren en su superficie apical de los enterocitos de
absorcion ya que carecen del tipico borde en cepillo, sin embargo presentan villina
(proteina que, junto con actina, forman el soporte de las microvellosidades) pero
distribuida de manera difusa en el citoplasma incapaz de ejercer su efecto morfogénico
para la formacién de las microvellosidades y expresan filamentos intermedios que no se
encuentran en otras células intestinales por ejemplo la vimentina y citoqueratinas 8 y 18,

. Neutra 1996, Krachenbuhl 2000, Junqueira 2005, Lelouard 2001, O,
reportadas en conejos, ratas y cerdos, NeUr 1996- Krachenbu - unduerta =T, Lefouard S Ta

1998)
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En el conejo el incremento de la vimentina en las células M es caracteristico de la
especie, mientras que en las células M de los porcinos predomina la citoqueratina 18 y
en el ratén la citoqueratina 8 es la de mayor concentracién, (0& 1%

Ademds es de notarse la falta de una capa gruesa de glicocalix. Las células M tienen su
ldmina basal discontinua (presenta numerosos orificios) lo que facilita el trinsito a
través de ella; ademds presentan una invaginacién que forma una bolsa la cual contiene

linfocitos epiteliales, esta misma invaginacién hace que se disminuya la distancia a
cruzar en la barrera epitelial. (Neutra 1996, Kraehenbuhl 2000, Junqueira 2005, Lelouard 2001)

Tienen un bajo contenido de lisosomas lo cual les permite el transporte de antigenos
desde el lumen intestinal, con una minima degradacién enzimadtica. (Ogra 1998)

Las células M toman y transportan gran variedad de tipos y tallas de microorganismos y
antigenos intestinales. Este proceso es unico y depende en parte de factores que
incluyen mediadores relacionados con células inmunocompetentes, factores hormonales

y control nervioso. (0% 19%®)

Sin embargo, las células M por un lado favorecen la respuesta inmune, pero por el otro
pueden ser una via de entrada para los patégenos. La explicacion de la arquitectura
molecular de las células M es importante para la comprension de las estrategias que
utilizan los patdégenos para explotar esta via y para utilizar a las células M como

transporte para la entrega de antigenos al GALT, (Krachenbubl 2000)

1.5.1 Teorias sobre el origen de las células M.
1. Las células M se desarrollaron de células epiteliales columnares sobre los
linfon6dulos agregados.
2. Las células M provienen directamente de células indiferenciadas en las
criptas situadas junto a los domos linfoides.
3. El tercer camino posible es que se generaron de un sistema de células
indiferenciadas capaces de formar enterocitos o células M en la superficie del

domo Oz 1998)

Sin embargo ninguna de las 3 teorfas ha sido aceptada, por lo que su origen aun es

controversial.

12



2. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL.

Determinar la localizacion de las células M en el epitelio intestinal de conejo, utilizando

diferentes marcadores celulares.

OBJETIVOS PARTICULARES.
= Reconocer a nivel histolégico los diferentes tipos de células que conforman el

epitelio intestinal.
= Demostrar la presencia de células M mediante las técnicas de
inmunofluorescencia indirecta e inmunoperoxidasa, en cortes histoldgicos de

intestino utilizando anticuerpos dirigidos contra vimentina y citoqueratinas 8/18.

= Evaluar si vimentina y citoqueratinas 8/18 marcan de manera especifica a las

c€lulas M.

= Reconocer las regiones de intestino en donde se localizan las células M.

13



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Disefio experimental.

__w_ .
20cortes a ornesa sa oresa 20 Cortesa

Tincion HE Inmunofluorescencia  Inmunofiuorescencia Inmunoperoxidasa Inmunoperoxidasa
_ - Vimentina cltoqueratinas 8/18 ~ vimentina citoqueratinas  8/18

——

3.2 Material biolégico.
Se trabajé sobre muestras de tejidos intestinales de 3 conejos clinicamente sanos de 2
meses de edad, raza Nueva Zelanda, procesados mediante el método de inclusiéon de

pal‘aflna (Diaz 2008)

3.3 Obtencion de muestras.

En un trabajo de tesis previo, (Diaz 2008), se realiz6 el estudio histolégico del intestino

delgado y grueso del conejo en el cual se obtuvieron cortes de distintas regiones de

14



tracto intestinal de 4 micras de grosor con el microtomo Leica RM 2125 RT. Las
muestras colectadas se conservan en bloques de parafina y son las que se utilizaron para
este trabajo.

Las secciones de tejidos que se trabajaron fueron las siguientes:

=  Uni6n gastroduodenal

= Duodeno descendente

= Flexura duodenal caudal

= Duodeno ascendente parte media
®=  Unién duodeno yeyunal

= Yeyuno primer cuarto

= Yeyuno segundo cuarto

®=  Yeyuno tercer cuarto

= Yeyuno ultimo cuarto

=  Unién yeyuno ileon

= Flexura del ileon

= Ampula del ileon

= Parte media del ciego

= Unidn ciego apéndice vermiforme
= Apéndice parte media

=  Unidn cecocolica

= Colon ascendente

=  Colon descendente

= Recto

= Ano

3.3.1 Técnica de desparafinado.
Posteriormente las secciones de tejido embebido en parafina se sometieron al proceso de
desparafinado mediante la siguiente serie de pasos y reactivos en los que se

sumergieron.

= 10 minutos en solucion de Xileno 1.
= 10 minutos en solucion de Xileno II.

= 10 minutos en alcohol absoluto I.
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= 10 minutos en alcohol absoluto II.
= 10 minutos en alcohol 90 %. 1

= 10 minutos en alcohol 90 %. 11

= 10 minutos en alcohol 80 %.

= 10 minutos en alcohol 70 %.

= Enjuague en agua destilada.

Una vez desparafinadas las laminillas con los tejidos, se trasportan para su proceso en
agua destilada.

Concluido el desparafinado se corrieron las pruebas de inmunomarcaje, ya sea
utilizando la técnica de inmunofluorescencia indirecta o bien la técnica de
inmunoperoxidasa, en ambas pruebas se desafiaron 2 tipos de anticuerpos uno dirigido

contra vimentina y otro contra citoqueratinas 8/18.

3.3.2 Reactivos utilizados.
Para los ensayos de inmunofluorescencia indirecta, se utilizaron los siguientes
marcadores:
= Vimentina (V9) (Santa cruz de biotecnologia, Inc California. USA)
=  Mouse cytokeratin 8 & 18 (Zymed -S. San Francisco, California. USA)
=  FITC- Rabbit Anti-Mouse IgG (H+L) (Zymed -S. San Francisco, California.
USA)

3.4 Técnica de inmunofluorescencia.

3.4.1 Procedimiento.

Se realiz6 en la siguiente secuencia:

1) Las laminillas se colocan en solucién buffer de fosfatos (PBS, por sus siglas en
inglés).

2) Posteriormente se permeabilizaron las células por medio de una incubacién con tritén
al 0.5% en PBS, durante 20 minutos.

3) El tritén se retird por lavado con solucién de PBS.

4) Posteriormente se bloquearon proteinas utilizando alblimina sérica bovina (BSA, por
sus siglas en inglés) al 1% en PBS, durante 20 minutos.

5) Se realiz6 otro lavado con PBS.
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6) Se retir6 el exceso de PBS alrededor de la muestra con papel absorbente, esto con la
finalidad de no diluir el conjugado que se va a aplicar, siempre teniendo cuidado de no
tocar la muestra.

7) Se aplicaron 30 microlitros de anticuerpo contra vimentina o citoqueratina 8/18 sobre
la muestra y se incubaron en cimara himeda durante 24 horas a 4 °C.

El anticuerpo contra vimentina se aplica a la concentracion comercial y el anticuerpo
contra citoqueratinas 8/18 se usa en dilucion 1:20.

8) Pasado el tiempo se realizaron dos lavados con PBS.

9) EIl siguiente paso fue la aplicaciéon del anticuerpo secundario a la muestra, se
colocaron 30 microlitros del anticuerpo FITC-Rabbit Anti-Mouse IgG, diluido 1:20 en
PBS, y las muestras se incubaron 3 horas a temperatura ambiente en cdmara himeda,
cubriendo perfectamente las muestras para evitar el paso de luz.

10) Posteriormente se realizaron 2 lavados con PBS.

11) Para retirar el exceso de solucién de PBS se realiz6 un lavado final con agua
desionizada.

13) Para realizar el montaje de las muestras se secé el exceso de agua del portaobjetos y
se aplico una gota de medio de montaje especial para fluorescencia con DAPI para
marcar los nicleos (Ultracruz ™ sc-24941).

14) Se cubri6 el drea de la muestra con un cubreobjeto y se sellaron las orillas con
esmalte para ufias.

15) Se almacenaron en refrigeracion perfectamente cubiertas para evitar la entrada de

luz la cual afectaria la fluorescencia.

Se observaron las diferentes secciones en el microscopio de fluorescencia y se procedié

a la captura de imédgenes.
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3.5 Técnica de inmunoperoxidasa.

3.5.1 Procedimiento.

La técnica de inmunoperoxidasa se llevd a cabo con el kit Mouse ABC Staining
Systems de Santa Cruz Biotechnology sc-2017. Todos los pasos se realizaron en cimara

himeda.

1. Las laminillas con las secciones de tejido fueron incubadas durante 10 minutos
con solucion de peréxido de hidrégeno al 5% con el fin de eliminar reacciones
endogenas a la peroxidasa que pudieran afectar los resultados, se retiré la

solucion de perdxido por lavado con PBS durante 5 minutos.

2. Posteriormente se incubaron las secciones durante una hora en solucién

bloqueadora al 1.5%, trascurrido el tiempo se retiré el exceso.

3. Se colocaron 30 microlitros de los anticuerpos contra vimentina o contra
citoqueratinas 8/18 sobre sus respectivos cortes y se incubaron toda la noche a
4°C. Se wusaron las mismas concentraciones que las descritas para
inmunofluorescencia. Pasado el tiempo de incubacién se realizaron 3 lavados

con solucion PBS durante 5 minutos.

4. La incubacién con el anticuerpo secundario biotinilado se hizo durante 30

minutos con su posterior lavado con solucién PBS.

5. Se incubd durante 30 minutos con la enzima reactiva AB (avidina-biotinilado

HRP), transcurrido el tiempo se lavé durante 5 minutos con solucién PBS.

6. El sustrato peroxidasa se aplicé en 1 o 2 gotas a cada laminilla durante 1 a 3
minutos dependiendo del grado de intensidad deseada. Se lavaron las secciones

con agua desionizada.

7. Posteriormente se hizo la contratincién con hematoxilina y se hizo el montaje
con resina.
Se observaron al microscopio Optico para realizar la captura de imédgenes de los campos

m4s representativos.
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4. RESULTADOS

En el presente estudio se realizé la localizacidn de las células M en el intestino delgado
y grueso del conejo. Diaz Ferrer (2008) en un estudio previo realizo la caracterizacion
histolégica del intestino delgado y grueso del conejo a partir de donde se obtuvieron las
muestras que fueron utilizadas en este trabajo. En la Fig. 7 se muestra la localizacién de
los epiteliocitos con microvellosidades y los exocrinocitos caliciformes caracteristicos
del epitelio intestinal. A través de las tinciones histoldgicas utilizadas no es posible
observar las células M por lo que su localizacién se basd en el uso de marcadores

especificos de las mismas.

De acuerdo a la literatura, se utilizaron como marcadores de células M, un anticuerpo

contra vimentina y otro dirigido contra citoqueratinas 8/18.

Se trabajaron las 20 muestras y para el caso de la marca con vimentina, las células
positivas a las pruebas de inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa se presentaron en la
unién yeyuno-ileal, ampula, la unién del ciego con el apéndice vermiforme y en ano, de

las cuales se presentan las imdgenes.

Las Figuras 2, 3 y 4 muestran células positivas a vimentina. La marca se observa a nivel
del citoplasma de las células. Estas células estdn localizadas en el epitelio con amplia
relacion con la luz intestinal (Fig. 5). La Fig.6. muestra una regién del dmpula con

marcaje positivo relacionada a linfonédulos localizados debajo de la tinica mucosa.

Con el fin de corroborar los resultados se corrieron pruebas de los mismos cortes de
tejido pero utilizando la técnica de inmunoperoxidasa con los mismos anticuerpos
monoclonales, encontrdndose congruencia con los resultados de la prueba de
inmunofluorescencia como se muestra en las imdgenes comparativas Fig.7 y 8 asi como

Fig.9 y 10 respectivamente.
En la region de la union del ciego con el apéndice vermiforme también se observaron

resultados similares con células positivas a la expresion de vimentina en el epitelio

intestinal. Estas células representaban minoria en los campos observados y las células
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que las rodeaban no presentaron sensibilidad al marcaje con este anticuerpo (Figs.11 y

12).

Las células M encontradas presentaron marcajes muy fuertes en ambas técnicas, lo que
hizo fécil de evidenciar las diferencias con los enterocitos y exocrinocitos caliciformes

que las rodeaban, (Figs.13, 14y 15).

Como hallazgos se observaron células que presentaron reaccidn positiva al anticuerpo
monoclonal contra vimentina, estas células corresponden a células de la serosa; reacciéon
que se presenté de manera constante en todas las regiones que conforman el epitelio
intestinal, en esta misma figura se muestra la marca de los nicleos con DAPI con el fin

de ubicar a las células del mesotelio de la ttinica serosa (Fig. I6 Ay B).

En la zona anal se observaron células que expresan vimentina, la ubicacion de estas

células es por debajo del epitelio intestinal, (Fig.17).

En cuanto al marcaje con el anticuerpo monoclonal contra citoqueratinas 8/18, no se
observé reaccién positiva que pudiera sugerir el marcaje de células M, lo que si se notd
es que en algunas zonas habia células positivas cuya morfologia correspondia a
exocrinocitos caliciformes, Figs.18 y 19. También se observé marca en toda la

vellosidad, (Fig. 20).
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Fig. 1. Corte de ileon, A) Tincion HE, B) Tincion Azul de alciano.

Enterocitos (E) y Exocrinocitos caliciformes (C).

Fig.2. Union yeyuno-ileon en el cual se destaca una célula positiva a vimentina (flecha). En el recuadro

se visualiza el drea marcada. Técnica de inmunofluorescencia indirecta, 40X.

Fig. 3. Ampula del ileon, seleccionando una zona con células con marca positiva a vimentina (flecha).

Linfonodulo (LN). Técnica de inmunofluorescencia indirecta, 40X.
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Fig. 4. Ampula del ileon, seleccionando una zona con células con marca positiva a vimentina (flecha).

Linfonodulo (LN). Técnica de inmunofluorescencia indirecta, 40X.

Fig. 5. Ampula del fleon con células positivas a vimentina (flecha) en relacion a la luz intestinal (LI).

Técnica de inmunofluorescencia indirecta, 40X.
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Fig. 6. Ampula del fleon en donde se observan células positivas a vimentina (V), enterocitos (E),

exocrinocitos caliciformes (C), luz intestinal (LI). Técnica de inmunofluorescencia indirecta, 40X.

Figs. 7y 8. lleon, células positivas (flechas), en ambas técnicas de inmunomarcaje, con anticuerpo

dirigido a vimentina. Técnicas de inmunofluorescencia (Fig. 7) e inmunoperoxidasa (Fig. 8), 40X.
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Figs. 9y 10. Ampula del ileon , células positivas (flechas), en ambas técnicas de inmunomarcaje se
utilizé un anticuerpo dirigido contra vimentina. Técnicas de inmunofluorescencia (Fig. 9) e

inmunoperoxidasa (Fig. 10), 40X.

11

Figs. 11y 12, Region union ciego apéndice vermiforme, células positivas a vimentina (flechas) en el

epitelio intestinal rodeadas por células no marcadas. Técnica de inmunofluorescencia indirecta, 40X.
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Fig. 13. Parte media del ciego. Célula con reaccion positiva a vimentina (flecha), rodeada por

enterocitos (E). Técnica inmunoperoxidasa, 40X.

Fig. 14. Ampula del fleon con células positivas a vimentina (flechas) y neutrdfilos (N). Técnica

inmunoperoxidasa, 40X.
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Fig. 15. Ampula del ileon, células positivas a vimentina (flechas), linfocitos (L) y neutrdfilos (N).

Técnica de inmunoperoxidasa, 40X.

Fig. 16. A) Células positivas a Ac. antivimentina (flechas), correspondientes a la serosa del colon
ascendente., B) Mismo campo observado con el filtro para niicleos marcados con DAPI. Técnica de

inmunofluorescencia indirecta, 40X.
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Fig. 17. Ano. Células positivas a vimentina (flecha). Técnica de inmunofluorescencia indirecta, 40X.

Fig. 18. Parte media del ciego, epiteliocitos intestinales y exocrinocitos caliciformes (flechas) con

marca positiva a citoquetatinas 8/18. Técnica inmunofluorescencia indirecta, 40X.
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Fig. 19. Colon descendente con exocrinocitos caliciformes (flechas) positivos a citoqueratinas 8/18.

Técnica inmunofluorescencia indirecta, 40X.

Fig. 20. Ileon con marca de citoqueratinas 8/18 en enterocitos de las vellosidades intestinales (flecha).

Técnica de inmunofluorescencia indirecta, amplificacion de una imagen 40X.
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5. DISCUSION
En el epitelio intestinal del conejo hay filamentos intermedios de vimentina que son
expresados de forma selecta en las células M del Epitelio Asociado al Foliculo Linfético
(FAE, por sus siglas en inglés). En este trabajo se encontraron células epiteliales
intestinales positivas a esta proteina que por su localizacién y basados en los reportes
previos podemos concluir que se trata de las células M. La vimentina expresada por
estas células pudo ser detectada mediante técnicas de inmunofluorescencia e

inmunohistoquimica, tanto en intestino delgado como intestino grueso. Lelouard et al

2001; Gebert et al., 1992, realizaron experimentos similares con resultados congruentes

con los obtenidos en este trabajo.

Autores como Kraehenbuhl y Neutra, 2000, han reportado otros marcadores especificos

de células M como son las citoqueratinas 8/18. Con relacién a estas dltimas, los
anticuerpos contra citoqueratinas 8/18 desafiados en la fase experimental de esta tesis
no arrojaron resultados congruentes con la localizacién, nimero y caracteristicas
morfoldgicas de las células M, por lo que las citoqueratinas 8/18 no son marcadores

especificos de células M en el tejido intestinal del conejo. Ogra et al., 1998; Liigering et

al., 2004, los reportan como marcadores especificos de células M en otras especies,
citoqueratina 8 en ratas y citoqueratina 18 en cerdos, esto podria explicar las diferencias

de nuestros resultados con aquellos obtenidos por ellos.

Aunque algunos autores reportan que alrededor del 50% de la superficie del epitelio
asociado al foliculo linfatico en el conejo estd ocupado por células M (Ogra et al.,
1998), se debe destacar que la distribucion de estas células no es constante a lo largo de
toda la superficie intestinal, sino que se encuentra predominando en zonas especificas
antes mencionadas en las que existe una mayor distribucién de linfonddulos agregados
en los cuales predominan linfocitos, macr6fagos, células dendriticas y neutréfilos, que
permiten al organismo responder de forma Optima a los antigenos ingeridos, lo cual es
congruente con su funcién de facilitador del transporte de patégenos hacia las células de
defensa, este proceso es indispensable para la iniciaciéon de una respuesta inmune capaz
de atacar, controlar y detener la infeccidon asi como generar una memoria inmunolégica
duradera y especifica. Nuestros resultados concuerdan con estos ya que nosotros

observamos la presencia de las células M en ileon, unién fileocecal, apéndice
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vermiforme y ano, regiones en las que se localiza en forma abundante, en el tejido

linfoide asociado al intestino, formando estructuras descritas como domos (Diaz Ferrer

2008). Por otro lado la bibliografia describe que anatomicamente los linfonédulos
agregados estdn localizados en el lado antimesentérico del intestino delgado y son més

prominentes en el ileon (Abbas et al., 2001; Ogra et al., 1998), por lo que apoya los

resultados obtenidos en la localizacion de células positivas a M en esta region

intestinal.

Sin embargo, también se obtuvo marca positiva a vimentina en células mesoteliales de
la serosa intestinal, pero debido a su localizacion y caracteristicas morfolégicas pueden

ser descartadas como células M.

En este trabajo y con el fin de descartar algiin posible efecto del método en nuestros
resultados, se realizaron ensayos de inmunohistoquimica utilizando un kit comercial y
los resultados fueron similares a los obtenidos por inmunofluorescencia lo que nos

permite concluir la especificidad de los mismos. Hirohiko et al., 2002, realizé

experimentos similares con inmunoperoxidasa y sus resultados concuerdan con lo

obtenido por nosotros.
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6. CONCLUSIONES

Se realizaron los cortes de las diferentes regiones del intestino delgado y grueso
de conejo, en las cuales se identificaron en la 1dmina epitelial a los epiteliocitos
con microvellosidades y exocrinocitos caliciformes, mediante las tinciones de

HE y azul de alciano.

Se demostré la presencia de células M positivas a vimentina en el epitelio

intestinal mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta.

Se identificaron células M en las regiones intestinales de la unién yeyuno-ileal,
dmpula, la unién del ciego con el apéndice vermiforme y en ano, mediante el

estudio de los campos por microscopia de fluorescencia.

Los resultados obtenidos mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta

se corroboraron utilizando el método de inmunoperoxidasa.

Se observé también que células mesoteliales de la tinica serosa dieron marca
positiva al anticuerpo anti-vimentina, por lo que esta proteina no es un marcador
especifico de células M en toda la pared intestinal como lo reportan algunos

autores, sino Unicamente a nivel del epitelio intestinal.

Se encontrd que con el anticuerpo anti-citoqueratinas 8/18 se marcaban todas las
células del epitelio intestinal localizadas en la vellosidad, por lo que se descarta
esta proteina como un marcador especifico de las células M en la ldmina

epitelial intestinal en esta especie.
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