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RESUMEN

Esta tesis evalua morfolégicamente (hoy, estandar dorado) modificaciones en el epitelio
asociado al foliculo del apéndice cecal y placa de Peyer del conejo (dos de los GALTs mayores
digestivos) tras administracion parenteral de ovoalbumina, acrecentando bibliograficos desafios
antigénicos orales previos.

Fue realizada en dichos 6rganos de este apropiado modelo biolégico mediante seis
grupos de animales (uno, control y cinco experimentales) y método y técnicas compatibles.

De los resultados, resefados y debatidos, son concluidos: (a) aportes originales
(modificaciones en areas del FAE y bolsillos membranosos de las células M, linfocitos
intraepiteliales, apoptosis, lectinas y cambios histopatolégicos - eosindfilos, edema,
linfangiectasias y macrofagos - en dos etapas sucesivas [inflamatoria y reparadora]; probable
merma funcional de la barrera mucosa en epitelio y sistema inmune mucoso; conexion entre los
sistemas inmunitarios periférico y mucoso y origen criptal de las células M); (b) concordancias,
discordancias e interacciones entre ambos 6rganos y (c) su posible derivacién médica.

Respondidas las preguntas-guia, corroborada la hipotesis alternativa y cumplidos los
objetivos, la via parenteral, practicamente inexplorada hasta la fecha en dos o6rganos
inmunoinductores claves asi como los referidos cambios morfolégicos post-desafio antigénico

proveen la originalidad exigible a este tipo de trabajo.

Palabras clave: conejo, apéndice cecal, placa de Peyer, GALTs, histopatologia, inmunizacion

subcutanea



INTRODUCCION

1.1. DEL SER HUMANO AL CONEJO

Sabido es que la superficie externa del ser humano se halla revestida por la piel, mientras
que las cavidades internas lo estan por superficies mucosas, como las digestiva, respiratoria,
genital y urinaria (Vancamelbeke et al., 2017).

En relacidon con ello, resulta menester senalar que en el mundo fallecen anualmente
10.000.000 de nifios menores de cinco anos (lo que equivale a casi 30.000 o6bitos diarios) debido
a infecciones cuya puerta de entrada son tales superficies mucosas. De ese total de defunciones,
2.500.000 se deben a infecciones de tracto gastrointestinal, con un promedio de 3 episodios de
diarrea/ano/nifo (Kosek et al., 2003). Si bien, con el uso de antibidticos y otros medicamentos,
dicha mortalidad se halla en descenso, la morbilidad continia siendo elevada y no existen
vacunas para aproximadamente 6.000.000 de las mismas (Brandtzaeg, 2009; Clements et al.,
2016).

De alli la relevancia de conocer como esta constituida una superficie mucosa y como
actuan sus mecanismos defensivos.

Haciendo especial foco en la mucosa del tubo digestivo, su superficie alcanza los 400 m?en
el ser humano; vale decir, el doble de la cutanea. Tan extendida area contacta con una variedad
de alimentos, gérmenes, toxinas y carcindégenos, en continua ampliacién (Bailey-Bucktrout et al.,
2011; Zhang et al., 2017; Kimura et al., 2019; Lamers et al., 2020), por lo que en ella colisionan
dos necesidades esenciales: (1) incorporar nutrientes a través de un epitelio delgado, y (2)
disponer de mecanismos de defensa reforzados en favor de una adecuada vigilancia inmunoldgica
(Gebert et al., 1997a; MacDonald et al., 2005; Nakamura et al., 2018).

Respecto de la primera, corresponde considerar que por el area antedicha transita
anualmente cerca de una tonelada de alimentos, equivalente a 100 kg de proteinas, y que un 10
aproximado de las ingestas es absorbido como proteinas intactas, detectables en el plasma
sanguineo. En lo que concierne a la segunda, resulta pertinente recordar que las bacterias
comensales aumentan desde la cavidad oral hasta colon y recto donde constituyen el 50% de la

materia fecal. Aqui, su peso seco aloja 10" microorganismos/g, nimero que, aunque para
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algunos autores se halla en un orden de magnitud mayor al de las células eucariotas de toda la
economia (10'?) con una relacién 10:1 (Tannock, 2007), se halla actualmente cuestionado ya que
se postula que dicha relacion se aproxima a 1:1 (Sender et al., 2016). En este sentido, fuerza es
agregar, ademas, que en los ganglios linfaticos mesentéricos que drenan el intestino han sido
encontrados escasos microorganismos, lo que indica que a pesar de la gran cantidad de
gérmenes, éstos no atraviesan la barrera mucosa (MacDonald et al., 2005; Brandtzaeg, 2010).

Por ende, dable es advertir que si para todos estos antigenos (alimentarios y microbiota
comensal), se montara una respuesta inmune de rechazo, la mucosa digestiva devendria una
verdadera arena romana. De alli que, evolutivamente, hayan surgido durante millones de afos,
dos mecanismos aliviadores de los fendmenos de hiper-respuesta: exclusiéon e inmuno-supresion
(Brandtzaeg, 2010; Brandtzaeg, 2011).

La exclusion mantiene los antigenos alejados de la superficie epitelial, impidiendo con ello
su contacto y adherencia, pasos previos a la invasién de los tejidos internos. Este proceso se
subdivide en no-inmune, ejercido por el mucus y las enzimas luminales, e inmune, llevado a cabo
por la Inmunoglobulina A (IgA). Mientras el mucus realiza una separacion fisica entre bacterias
comensales y epitelio creando, a la par, un espacio de cohabitacién, la IgA neutraliza virus y
toxinas, aglutina gérmenes e impide la inflamacién deletérea, dado que no fija el complemento.
Mas aun, se fija al mucus y es removida y eliminada al exterior por los movimientos peristalticos
(Brandtzaeg, 2011; Goto et al., 2012).

Por su parte, la muy robusta inmuno-supresién “educa” al sistema inmune en favor de la
produccion de una respuesta de tolerancia hacia los antigenos alimentarios y la flora comensal, lo
gue redunda en la regulacion negativa de la respuesta inmune de rechazo (Brandtzaeg, 2010;
Brandtzaeg, 2011; Goto et al., 2012).

Exclusion e inmuno-supresion son responsables del mantenimiento de la inmuno-
homeostasis en el tubo digestivo. Ello demanda una barrera epitelial madura y una red inmuno-
regulatoria adecuada, exigiendo no soélo una estimulacion exégena sino una fina sintonia entre las
células presentadoras de antigenos (inmunidad innata) y los linfocitos (inmunidad adquirida). Todo

ello acontece especialmente en el periodo perinatal tardio y en los primeros meses de vida,
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cuando una barrera mucosa muy permeable induce la aparicién de ambos fendmenos, que son
los que establecen el tono inmuno-supresor predominante en el adulto. Tan importante es esta
presion externa (ejercida por la microbiota y algunos alimentos) que, en las modernas sociedades
industrializadas, los cambios en los habitos dietéticos, higiénicos y médicos hacen que los
individuos se encuentren expuestos a menor cantidad de gérmenes y que, a la par, se haya
incrementado el nUmero de casos con alergia a partir de la inadecuada “estimulacion y educacion”
del sistema inmune (Mayer, 2003; MacDonald et al, 2005; Brandtzaeg, 2011). En suma, la
precitada inmuno-homeostasis halla sustento en un tripode homeostatico. microbiota
bacteriana comensal, epitelio con secreciones reforzadoras y sistema inmune mucoso
(SIM), verdadera trama de interacciones que provee la plataforma de un microambiente flexible y
dinamico (Goto et al., 2012).

Ahora bien, a fin de que los elementos de este tripode homeostatico interactuen y puedan
funcionar la exclusién y la inmuno-supresion, es preciso que pequefias cantidades de antigenos
luminales, atraviesen la barrera mucosa y contacten con las células inmuno-competentes
(Mestecky et al., 2015; Sehgal et al., 2017). Como el traslado de estos elementos debe realizarse
de manera controlada, desde que su entrada masiva podria ser letal para el huésped, tal tarea se
realiza en algunas localizaciones anatdmicas humanas muy especificas: placas de Peyer en
yeyuno-ileon, apéndice cecal y ndédulos linfoides aislados (localizados predominantemente en
colon terminal y recto) (Newberry et al.,, 2005; Kimura 2018). Estos sitios evidencian una
estructura histolégica compatible con dicha funcion, por lo que revelan agregados de células
inmunes distribuidas en compartimientos. En estas formaciones se identifican: foliculos linfoides
(con predominio de linfocitos B - Lg - y escasos linfocitos T - Lt -), areas interfoliculares (con
preponderancia de L) y domo (area con mixtura de Lg y Ly, macréfagos, células dendriticas -
presentadoras de antigenos -, ocasionales células plasmaticas y aislados mastocitos). Todo ello
se aprecia tapizado por un epitelio cilindrico simple denominado FAE (follicle associated
epithelium o epitelio asociado al foliculo), donde se localizan las células M (membranosas,
microfold), mas adelante detalladas (Rescigno, 2001; Wittig et al., 2003; Newberry et al., 2005:

Jung et al., 2010; Ohno, 2016).
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1.1.1. La microbiota bacteriana comensal

Las superficies corporales humanas, como la piel y las mucosas, estan colonizadas por
microorganismos comensales que conforman una microflora o microbiota (Hooper et al., 2001;
Spasova et al., 2014).

Mas alla del hallazgo de Eukarya (del gr. Eu = buen, normal y Carion = carozo, nuez,
nucleo), dominio integrado por organismos celulares nucleados, y de Archaea (del gr. Archeon =
antiguo), dominio formado por procariotas unicelulares anucleados, la mayoria corresponde al
dominio Bacteria (del gr. Bakteria = baculo, bastén, vara, varilla) al que pertenecen cuatro fila:
uno, didérmico Gram (-): Proteobacteria (que por la gran diversidad morfolégica de sus
constituyentes evoca a Proteo, dios griego del mar, quien podia cambiar de forma a determinado
fin) y los tres restantes, monodérmicos Gram (+): Actinobacteria (del gr. Actinos = rayo),
Bacteroidetes y Firmicutes (del Lat. Firmus = fuerte y Cutis = piel, por su gruesa pared celular)
(Caricilli et al., 2014). La cantidad de genes que estos microorganismos alojan sobrepasa 150
veces la del genoma humano (Hapfelmeier et al., 2010; Tlaskalova-Hogenova et al., 2011)".

En el marco del ya aludido mutualismo bacteria-huésped?, éste ofrece varios nutrientes
mientras, en simultaneo, las bacterias degradan carbohidratos que proveen metabolitos y energia
(Hooper et al., 2012). Su caracter predominantemente anaerobio permite conjeturar que provienen
de épocas remotas durante las que la Tierra poseia una atmdsfera pobre en oxigeno (Macpherson
et al., 2005).

Reiterando lo oportunamente resefiado, las bacterias aumentan en el ser humano desde las
10"? habidas en la cavidad oral (lengua, dientes y tejidos perioddnticos) hasta alcanzar 10" en
colon y recto (Tannock, 2007).

Al nacimiento, el tubo digestivo es estéril. No obstante, el paso por el canal del parto, la

lactancia, los cuidados maternos y los gérmenes del entorno determinan la flora que, a la postre,

1 ~ . . - - . .
Cabe sefialar complementariamente que existe, asimismo, una minima cantidad de virus, hongos y protozoos

(Tannock, 2007; Tlaskalova-Hogenova et al., 2014)
2 Se calcula que la biomasa simbionte humana pesa entre 1y 2 kg (Brandtzaeg, 2011)
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poblara el colon. Las comunidades de bacterias adquiridas dependen de factores genéticos,
ambientales y habitos del individuo (Bibiloni et al., 2010; Ashida et al., 2011; Caricilli et al., 2014).

Durante los primeros meses, entre el 60 y el 91% de las bacterias pertenece al género
Bifidobacterium (por su aspecto en Y) del filo Actinobacteria. Con posterioridad, tales porcentajes
decrecen paulatinamente hasta su drastica reduccion en la adultez. Este género bacteriano es
importante promotor del desarrollo inmunolégico. Luego, la comunidad se vuelve mas compleja,
completandose su estatus definitivo hacia los 4 afios de edad. A partir de entonces resulta harto
dificultosa su modificacion ya que queda organizado el antes aludido mutualismo con el huésped.
En suma, las condiciones ambientales en las que el ser humano nace y es criado influyen en las
comunidades bacterianas que éste aloja (Tannock, 2007; Gkouskou et al., 2014).

Los gérmenes referidos integran un ecosistema sumamente necesario, ya que colaboran en
la degradacién de algunos nutrientes y producen acidos grasos de cadena corta (acidos acético,
propionico y butirico), aminas, fenoles, indoles y gases. Mas aun, algunos de ellos son utilizados
como fuente de carbono y energia por los colonocitos, habiéndoselos reportado igualmente como
fuente de vitaminas K, B9 (acido félico) y B12, de reconocida relevancia organica (Macpherson et
al., 2009; Maslowski et al., 2011; Gutzeit et al., 2014).

No es ocioso redundar en que la colonizacién del tubo digestivo por determinadas bacterias
promueve la digestién y la absorcion de nutrientes, estimula el almacenamiento de grasas, acelera
la renovacion epitelial y altera la actividad motora (Cerf-Bensussan et al., 2010; Spasova et al.,
2014). En ese sentido, no resulta aventurado arglir que ellas constituyen el mayor érgano
fermentador humano (Lyte, 2010).

En contraste, la invasiéon oportunista de los tejidos del huésped podria acarrear
consecuencias nocivas como inflamacion o sepsis. Es en este topico donde interviene el sistema
inmune, previniendo la infeccion y manteniendo las ventajas metabdlicas que los mencionados
gérmenes aportan (Hooper et al., 2012).

Por consiguiente, podria decirse que la asociacidn procariotas-eucariotas establece
relaciones cooperativas en lo que atafe al intercambio de metabolitos y energia mientras que el

sistema inmune mantiene la homeostasis (Cerf-Bensussan et al., 2010).
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La flora comensal estimula la sintesis y excrecion de sustancias microbicidas por las células
epiteliales, de manera que el epitelio actua como una barrera fisico-quimica inducible. Igualmente,
estimula la sintesis de IgA secretoria para lo que es necesario que pequefias cantidades de estos
gérmenes contacten con el sistema inmune (Macpherson et al., 2005; Mantis et al., 2010; Pabst,
2012).

Ha sido comprobado que estas bacterias modulan el SIM ocupando un nicho ecoldgico que
impide la colonizacion por patégenos del tracto digestivo. En animales libres de gérmenes se ha
detectado un pobre desarrollo del SIM, cuya restitucion ocurre tras ser expuestos a medios con
presencia bacteriana. En ratones inmunocompetentes, las bacterias estimulan la produccion de
IgA secretoria, la diferenciacion de células T efectoras (TH4-TH,-TH47) y el desarrollo de células T
regulatorias (Hrncir et al., 2008); vale decir, el desarrollo del GALT (Gut Associated Lymphoid
Tissue — Tejido Linfatico Asociado al Digestivo-) en mamiferos es estrictamente dependiente de
sefales derivadas de las bacterias (Cerf-Bensussan et al., 2010).

Una vez que la microbiota comensal se halla establecida se genera una retroalimentacion
negativa con el SIM, ineludible para mantener la homeostasis inmune del huésped. Bien podria
expresarse que el huésped discierne entre comensales y patégenos aunque ambos posean las
mismas moléculas inmuno-estimulatorias. Bajo condiciones normales el sistema inmune es
instruido para no responder a la microbiota comensal (Caricilli et al., 2014).

Adicionalmente, los microorganismos intestinales tendrian un importante impacto en el
desarrollo del SIP (sistema inmune periférico). Ha sido postulado que la disbiosis (o disbacteriosis)
intestinal predispone a enfermedades de drganos no pertenecientes al sistema digestivo o a
enfermedades como eczema, artritis reumatoidea, sindrome metabdlico y diabetes, entre otras,
llegando a favorecer el desarrollo de cancer en determinados contextos. Se sugiere que factores
solubles eventualmente producidos por los microbios podrian ser traslocados desde el intestino a
la circulacion general y activar las células del sistema inmune innato (Swidsinski et al., 2005;
Schnabl et al., 2014).

La compleja relacion bacteria-huésped, cuyas ventajas ya se han sefalado, precisa de su

perdurabilidad en un sitio alejado de los tejidos internos. Segun se adelantare, cuando ello se

7
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altera el sistema inmune afronta un exceso de antigenos bacterianos, se genera una respuesta
inflamatoria deletérea, acaecen enfermedades intestinales inflamatorias y el intestino resulta mas
vulnerable a la accién de carcindbgenos por disminucion de los mecanismos anti-estrés oxidativo e
induccién de la respuesta inflamatoria, lo que implica aumento de la proliferaciéon celular y
disminucion de la apoptosis. La patogenia de estas enfermedades combina factores genéticos,
ambientales, inmuno-reguladores y epiteliales (Velcich et al., 2002; Van der Sluis et al., 2006;
Gkouskou et al., 2014).

A guisa de proceso preventivo, existe un sistema de control (dentro-fuera/in-out) a cuyo
través el organismo censa las bacterias. Como contrapartida, ellas también llevan a cabo un

monitoreo equivalente y “educan” al sistema inmune (Hoopert et al., 2012; Spasova et al., 2014).

1.1.2. La diada epitelio-secreciones reforzadoras

La inmensa carga antigénica y bacteriana se halla apenas separada de todos los tejidos
internos del organismo por un epitelio de revestimiento cilindrico (o prismatico) compuesto por
una unica hilera de células (simple), con medios unitivos de distinta naturaleza, algunos de los
cuales (uniones ocluyentes) llegan a sellar el espacio intercelular (Gebert et al., 1991; Marchiando
et al., 2011; Montaldo et al., 2014; Mestecky et al., 2015).

El epitelio intestinal posee tres barreras: fisico-quimica, inmune-innata e inmune adaptativa
que no sélo configuran una estructura flexible y dinamica, sino que limitan, sin total exclusion, el
ingreso antigénico hacia los tejidos (Sansonetti, 2004; MacDonald et al., 2005; Nakamura et al.,
2018).

El epitelio media el “didlogo” entre exterior-interior y, ademas, traduce la presién ejercida por
la microbiota comensal y los nutrientes en sefales tolerogénicas transmitidas a las células
inmuno-competentes subyacentes, de modo tal que cuando esta homeostasis se altera,
sobrevienen enfermedades en las que prevalece la inflamacién sin infeccion (asma, alergia
digestiva, enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa, entre otras), en franco

acrecentamiento en los paises desarrollados (Kiyono et al., 2001; Wittig et al., 2003; Sansonetti,
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2004; Clayburgh et al., 2004; MacDonald et al., 2005; Brandtzaeg, 2011; Rescigno, 2011; Wittkopf
et al., 2014).

Si ello se agrega a lo ya mencionado respecto de la morbi-mortalidad por causas
infecciosas, valido es reiterar la importancia de entender la integracién de la barrera mucosa,
sus mecanismos defensivos y las situaciones que la refuerzan o debilitan.

El epitelio intestinal presenta distintas células con funciones diversas: enterocitos,
caliciformes, enteroenddcrinas y de Paneth. Estas y las células inmunes son los mayores
constituyentes del tubo (Wittkopf et al., 2014). Evidencian una renovacion continua de 3 a 4 dias,
mantenida por la unidad proliferante, compuesta por una cripta o glandula de Lieberkihn unica y
las vellosidades adyacentes. Las células progenitoras, generatrices, madres, indiferenciadas o
stem cells se ubican en la parte profunda de las criptas, aumentan y algunas se diferencian y
maduran dando lugar a las cuatro lineas celulares mencionadas. A este respecto corresponde
sefalar que la condicion de célula madre no depende de ella en si sino del nicho que ocupa; esto
es, del entorno que crean la membrana basal con sus proteinas constitutivas, varios tipos de
células alli localizadas (telocitos, células inmunes) y filetes nerviosos (Diaz-Flores et al., 2014;
Diaz-Flores et al., 2015; Leushacke et al., 2016). Cuando las células llegan al apice de la
vellosidad sobrellevan un proceso apoptético al perder contacto con la matriz extracelular
(“anoikis”), siendo finalmente eliminadas a la luz intestinal. Su homeostasis fisiologica es
mantenida por apoptosis, autofagia y estrés del reticulo endoplasmico. De ser esta dinamica
biologica perturbada por causas genéticas, ambientales o por ambas, se crea el terreno ideal para
la generacién de distintas nosologias (Grossmann et al., 2001; Grossmann et al., 2002; Okamoto
et al., 2004; Okamoto et al., 2005; Bullen et al., 2006; Goto et al., 2012).

En base a lo antedicho, puede sintetizarse que constituye una muralla fisico-quimico-
inmunolégica entre el microambiente luminal y los tejidos internos del huésped, y que establece,
ademas, un nicho de cohabitacion con las bacterias comensales y de proteccion ante la potencial
agresiéon de patégenos (MacDonald et al., 2005; Kurashima et al., 2017; Senda et al., 2018).

Empero, y siendo por si sola vulnerable a ésta, posee secreciones reforzadoras como el

mucus superficial, secretado por las células caliciformes y que alcanza su mayor grosor (150
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pum) en el colon y productos secretorios de las células epiteliales (alfa-defensinas que incluyen
a las criptidinas, lisozimas y fosfolipasa A2) (Neutra et al., 2001; Ramiro-Puig et al., 2008).

El mucus protector, fisicamente un gel, contiene mucinas que forman parte del sistema
inmune innato y se hallan altamente conservadas durante el proceso evolutivo. Las mucinas
constituyen una barrera de difusién que, a la par de entramarse y de atrapar la IgA secretoria,
evitan la pérdida de las enzimas antibacterianas (Ermund et al., 2013).

En el colon humano, el mucus posee dos capas con propiedades diferentes: (a) una externa,
mas gruesa, que es fluida y facilmente removible por peristalsis, y (b) otra, interna, mas densa,
con arreglo laminar, firmemente adherida al epitelio, dificiimente removible por peristalsis y
carente de bacterias. Ambas capas presentan un constituyente dominante: la proteina MUC2,
codificada por el gen homdnimo, secretada por las células caliciformes, y mas concentrada en la
capa interna. Dotada de poros de menor diametro, actia a modo de barrera fisica impenetrable a
la microflora, experimenta clivaje proteolitico, se transforma en un gel soluble y forma la capa laxa
proveedora de un habitat ideal para la microbiota comensal (Johansson et al., 2008). Por el
contrario, en el intestino delgado, el mucus no esta anclado de manera alguna al epitelio, siendo,
por ende, facilmente removible (Ermund et al., 2013).

En pacientes con colitis ulcerosa se ha registrado que la actividad de la inflamacién mucosa
se correlaciona significativamente con una disminucién en la sintesis y secrecion de la mucina
MUC2, lo que implicaria que la barrera mucosa juega un papel central en el curso de la
enfermedad. La pérdida de MUC2 estableceria brechas en la barrera mucosa, permitiendo que
bacterias y otros elementos del contenido luminal tomaran contacto con el epitelio, y, a su través,
generaria inflamacién, mayor proliferacion celular y disminucién de la diferenciacién de las células
epiteliales. Esto contribuiria a la perpetuacién de la enfermedad con el consiguiente riesgo de
evolucién carcinogenética (Van der Sluis et al., 2006).

Las bacterias comensales y patdgenas comparten MAMPs (patrones moleculares asociados
a microbios) que reaccionan con receptores de membrana tipo Toll y con receptores
citoplasmaticos de tipo NOD, promoviendo la secrecion de citoquinas. Resulta procedente resaltar

que el mantenimiento de un SIM alerta ante posibles infecciones, requiere de niveles leves o
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fisioldgicamente aceptables de sefales estimulatorias. Tal mantenimiento exige que haya una
separacion fisica entre las bacterias comensales y el epitelio, y que opere una regulacién negativa
de las respuestas activas (tolerancia) (Jung et al., 2010). Puede afirmarse que en la mucosa existe
una inflamacién continua, aunque de bajo grado y en niveles considerados "fisioldgicos", cuyo
balance fino descansa en la capacidad de rechazar los patdogenos y tolerar los antigenos
alimentarios y la microbiota comensal (Neutra et al., 1996; Kiyono et al., 2001; MacDonald, 2003;
MacDonald et al., 2011; Lelouard et al., 2012).

La tarea de muestrear el contenido luminal es llevada a cabo por el epitelio de revestimiento
y las células dendriticas (Mestecky et al., 2015). Empero, en esta etapa son las células M las que
cumplen un rol importante, ya que trasladan antigenos particulados predominantemente (Kanaya
et al., 2020). Cabe senalar que los mecanismos de pasaje macromolecular utilizados son
sensiblemente diferentes a los empleados para la absorcion de nutrientes (Nicoletti, 2000; Neutra
et al., 2001). Estas células epiteliales se hallan polarizadas y su compartimiento apical promueve
la adherencia y captacién macromolecular. Se postula que la naturaleza de la membrana luminal
de las células M seria determinante en el proceso de transporte, permitiendo algun grado de
seleccion de macromoléculas, las que de adherirse a la membrana son trasladadas 50 veces mas
eficientemente que las solubles no adherentes, como ferritina o albumina sérica bovina (Neutra et
al., 1987). Si bien la morfologia de dichas células luce compatible con el traslado de particulas y
microorganismos, en el ratén, al menos, la superficie ocupada por las células membranosas/resto
epitelio tiene una relaciéon 1/10.000, lo que, en contraste, indicaria un traspaso antigénico muy
pequeno y controlado (Sansonetti et al., 1999).

Los territorios del tracto digestivo humano donde los antigenos son trasladados de manera
controlada a fin de asegurar la produccién de IgA y la estimulacion y proliferacién de células
regulatorias/inhibitorias, aunque ya citados, conviene repetirlos: placas de Peyer, apéndice cecal y
foliculos linfoides aislados de colon terminal y recto, primordialmente (Newberry et al., 2005; Jung

et al., 2010; Spencer et al., 2018).
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1.1.3. El sistema inmune mucoso

El SIM del sistema digestivo, constituye el mayor érgano inmune del ser humano, ya que en
él se aloja el 80% de las células inmunes de la economia (Wittkopf et al., 2014).

A diferencia del SIP, se halla altamente compartimentado, las respuestas que genera son
predominantemente de tolerancia y con un alto contenido de IgA. Esta no sélo es muy resistente a
la accién degradadora de las enzimas digestivas - en un medio que es muy rico en ellas — sino
que no fija complemento, lo que evita la lisis celular. La IgA es producida continuamente por los
plasmocitos de la lamina propia y trasladada por el epitelio hasta la luz donde permanece en la
capa superficial del mucus. Alli se adhiere a los antigenos luminales vy, reiterando lo
oportunamente sefialado, es eliminada por los movimientos peristalticos junto con los epitopes
fijados (Mestecky et al., 2015).

El SIM, anatémicamente, se organiza en dos brazos: los sitios inmuno-inductores (Sll) y los
sitios inmuno-efectores (SIE).

Los SllI son sitios muy restringidos, cuya principal funcion es alertar rapidamente sobre la
presencia de patdgenos y distinguirlos de otros agentes no lesivos. Estas areas efectuan un
monitoreo constante del contenido luminal, deviniendo verdaderos sensores inmunes del intestino
(Jung et al., 2010; Da Silva et al., 2017) y realizan transporte controlado de antigenos, facilitando
su captacion, traslado, procesamiento, presentacion e iniciacién de la ulterior respuesta inmune. El
GALT, porciéon especifica del MALT® (Mucosal Associated Lymphoid Tissue - Tejido Linfatico
Asociado a las Mucosas -) se halla vinculado con los demas SIM (Cesta, 2006; Liebler-Tenorio et
al., 2006; Brandtzaeg et al., 2008).

Por su parte, los SIE incluyen la lamina propia asi como el estroma de las glandulas
exocrinas y el epitelio de superficie (Brandtzaeg et al., 2004) y representan el lugar donde las

células, tras extravasacion, retencion y diferenciacion, neutralizan y eliminan antigenos o

= MALT, que hace referencia a todas las superficies mucosas, constituye el mayor érgano linfatico secundario del
individuo, superando sus células a las halladas en todos los ganglios linfaticos y el bazo (Kiyono et al., 2001;
Brandtzaeg et al., 2004; Brandtzaeg et al., 2008, Hermsen et al., 2009)
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contribuyen a la formacion de IgA (Mc Ghee et al., 1998; Brandtzaeg et al., 2008; Mestecky et al.,
2015).

Ampliando lo antedicho acerca del GALT, puede decirse que es una caracteristica universal
de todos los vertebrados (MacDonald, 2003; Newberry, 2008), constituye ontogénicamente el
primer 6rgano linfatico secundario y su desarrollo depende de estimulos externos, diferenciandose
en este aspecto de los d6rganos linfaticos primarios (Boehm et al., 2012). No se trata de un
accidente de la evolucion ni es un intruso en el tubo digestivo, sino parte integral del mismo (Owen
et al., 1974). Una hipotesis sostiene que las bacterias desarrollaron un verdadero mutualismo con
los vertebrados, que en virtud de tal interaccion éstos aumentaron la capacidad metabdlica y que
paralelamente surgié el GALT como realizador de un manejo eficiente, aunque flexible, de la
referida microbiota (Boehm, 2016).

Los SII-GALT evidencian similares caracteres morfoldgicos que los ganglios linfaticos. Asi,
se reconocen foliculos linfoides (mayoritariamente LB, escasos LT), areas interfoliculares (ricas en
LT y células dendriticas) y sobre los foliculos, el domo (con células dendriticas, macréfagos y
linfocitos). Algo distintivo de los SII-GALT es la carencia de vasos linfaticos aferentes, pues los
antigenos llegan directamente de la luz. Otra diferencia radica en que su cara luminal se halla
revestida por un epitelio cilindrico simple (FAE), con presencia de células M (membranosas)
especializadas en el traslado de antigenos luminales a los linfocitos alojados en los bolsillos
membranosos que ellas poseen (linfocitos intraepiteliales - LIEs) (Gebert et al., 1997a; Liebler-
Tenorio et al., 2006; Ohno, 2016; Reboldi et al., 2016), asegurando asi la intima relacién entre
éste y el epitelio (Owen et al., 1974).

Estos sitios son colonizados por numerosas células linfoides, que arriban a través de las
vénulas post-capilares. De alli se dirigen a las areas T, a los foliculos linfoides y al epitelio. Los
linfocitos intraepiteliales, caracteristica del revestimiento del tubo digestivo, son mas abundantes a
nivel del FAE que en el vellositario (Rowinsky et al., 1984). Participan de manera activa en las
funciones inmunoldgicas del intestino y exhiben una particularidad, la de estar ubicados en las
proximidades o en el interior del epitelio, experimentar transformacion blastica y dividirse

activamente y, ademas, abandonar el epitelio y acceder al conducto toracico (Marsh, 1975 a y b).
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Una pequena proporcion de estas células es volcada a la luz, hecho antigeno-dependiente, donde
colaboran con la defensa intraluminal. Alli se comportan como células viables, efectoras maduras,
cumplen con un importante rol inmunoldgico y se disponen alrededor de bacterias englobadas en
el mucus superficial (Owen et al., 1979; Heatley et al., 1982; Regoli et al., 1994).

Los linfocitos intraepiteliales son notoriamente muy frecuentes en los sitios inmuno-
inductores del tubo digestivo, dos de ellos motivo de esta tesis. En tales lugares, se agrupan (en el
conejo, alojan 10 células linfocitarias en promedio) y ocupan todos los niveles del epitelio
(Rowinsky et al., 1984). Esta colonizacion del FAE responderia a la porosidad de la membrana
basal que aumenta, de manera centrifuga, desde el apice a la periferia del FAE (McClugage, et al,
1986). De esta manera, los linfocitos se concentran garantizando, asi, su posible contacto con el
contenido luminal, previamente trasladado por las células M.

Una vez que las células inmunes contactan con los antigenos luminales, se dirigen por via
linfatica a los ganglios linfaticos regionales donde experimentan expansion clonal, drenan por los
linfaticos eferentes y son volcadas a la circulacion general por el conducto toracico. Sin embargo,
no se distribuyen difusamente por el organismo, sino que se cifien a colonizar,
predominantemente: la lamina propia del tracto digestivo (SIE), las glandulas salivales y glandula
mamaria, fendmeno que se conoce como re-circulacion linfocitaria o "homing" (Acton et al., 2016;
Betterman et al., 2016; Reboldi et al., 2016).

Si bien ningun componente del tripode homeostatico adquiere singular prevalencia, el
epitelio ocupa, empero, un sitio destacado desde que se ubica en la interface entre las bacterias y
alimentos luminales y las células del SIM, alojadas en el interior del organismo (Goto et al., 2012).
Cuando este sistema intrincado sufre disrupciones sobrevienen patologias, como fuera

mencionado anteriormente (Wittkopf et al., 2014; Goll et al., 2015).

1.2. EL CONEJO: MORFOFISIOLOGIA DE SU TUBO DIGESTIVO

El conejo es herbivoro estricto, se lo clasifica como fermentador y selector de concentrado

y, en tanto animal de presa, mantiene un pequeno tamafo corporal (Kohles, 2014). Dado que
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guarda filogenéticamente mayor relacion con primates que los roedores, ofrece ventajas
como animal experimental por sus similitudes anatomofisiolégicas con el ser humano y
resulta modelo util para determinadas enfermedades que lo afectan (Schnupf et al., 2012;
Haines et al., 2017).

Anatémicamente, su tubo digestivo sigue parecida secuencia: boca, faringe, esofago,
estdbmago, intestino delgado (duodeno, yeyuno — el sector mas largo y contorneado - e ileon),
ciego con apéndice, colon, recto y ano. Existen, no obstante, dos zonas diferenciales a destacar:
el saco redondo y la placa cecal. Ademas, corresponde resefar que, en los lagomorfos, orden al
que pertenece el conejo, el ciego es un érgano extenso y de estructura espiral con 18-22 haustras

(Figura y Foto 1) (Snipes, 1978; Beyaz et al., 2010).

TRACTO DIGESTIVO DEL CONEJOD

ciage Colon

Estémago Apéndice

Intestino Delgado

Figura 1 Foto 1
Esquema de tracto digestivo de conejo Cavidad abdominal cunicular abierta

El GALT en el conejo se halla mas desarrollado que en otros mamiferos (Cesta, 2006).
Asimismo, interesa subrayar que en dicho tubo se identifican cuatro SII mayores: las placas de
Peyer, el saco redondo (tonsila o0 amigdala ileal), la placa cecal y el apéndice (Haley, 2003).

Esta tesis se focaliza particularmente en dos de ellos: apéndice cecal y placa de Peyer
(ileon terminal).

Las placas de Peyer, en numero de 5 a 11 y ubicadas en yeyuno e ileon, se distribuyen de

manera bastante regular (Azzali, 2000; Beyaz et al., 2010). Exhiben forma elipsoide y hacen
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protrusion hacia la vertiente anti-mesentérica. Estas estructuras experimentan un desarrollo
notorio luego del nacimiento, especialmente cuando aumentan las bacterias luminales (Makala et
al., 2002).

El saco redondo es un agrandamiento en forma de bulbo, exclusivo de los conejos.
Representa la desembocadura cupuliforme del ileon a nivel del ciego, lo que ocurre a nivel del
primer haustra y conforma la vertiente ileal de la valvula ileo-cecal. A su vez, la placa cecal, de
forma combada, es la vertiente homonima de dicha valvula en el segmento inicial del ciego y se
localiza por encima del orificio de desembocadura del ileon (Snipes, 1978; Johnson-Delaney,
2006).

El apéndice, ligado al extremo distal del ciego, adopta forma diverticular sin la dilatacién
caracteristica de este ultimo y aloja gran cantidad de formaciones linfoideas, la mayor en el tubo
digestivo (Valdivia Anda et al., 2007). Posee una longitud aproximada de 9 cm, similar al apéndice
cecal humano, aunque el tamafo corporal de estas especies sea sustancialmente diferente
(Dasso et al., 2000).

Histolégicamente, la placa de Peyer exhibe la disposicidon en cuatro tunicas, tipicas del
tracto digestivo. Su mucosa, por pertenecer al intestino delgado, muestra vellosidades altas y
delgadas y en la lamina propia pueden visualizarse foliculos linfoides con centros germinales
conspicuos, rodeados por una corona linfocitaria, y por sobre ellos: el sector del domo. Tanto el
domo como el foliculo, protruyen hacia la luz y estan revestidos por el FAE, donde se localizan las
células M. Las areas interfoliculares coinciden con las criptas y alojan vénulas de endotelio alto
(Cesta, 2006; Beyaz et al., 2010).

Toca aqui hacer mencion a la vascularizacion linfatica y sanguinea de las placas.

En la primera, los vasos linfaticos lacteos centrales de la vellosidad desembocan en un
plexo linfatico subepitelial de la mucosa que circunda el domo. Este drena en una red perifolicular
a través de vasos rectos y cortos, y finalmente, desemboca en senos linfaticos ubicados en la
base de los foliculos (Azzali, 2000; Ohtani et al., 2008). Los capilares linfaticos, principalmente los
del plexo perifolicular, carecen de lamina basal continua y tienen fenestraciones lo que permite la

introduccidon de linfocitos a la circulacion linfatica via la formacidon de canales intraendoteliales.
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Esto permitiria que las células inmunes abandonen las placas de Peyer y se dirijan a los ganglios
mesentéricos o a la circulacion general. Menester es destacar que tanto los centros germinales
como el domo carecen de capilares linfaticos. En cuanto a la circulaciéon sanguinea, los vasos
acompanan en general a los linfaticos mencionados, aunque existen algunas diferencias. Las
arteriolas de la submucosa llegan a la tunica mucosa, envian ramas que se capilarizan y se
dirigen a los foliculos, regiéon domica y vellosidades. La sangre es colectada por vénulas que, a
nivel del area interfolicular, configuran las precitadas vénulas de endotelio alto, donde los linfocitos
abandonan la circulacion para colonizar las placas (Azzali, 2000).

La placa cecal, revela al microscopio optico foliculos, cuyo FAE se halla en contacto directo
con la luz. A los lados de los foliculos se reconocen protrusiones cortas y digitiformes de la
mucosa. Al microscopio electronico de barrido, pone de relieve monticulos (domos) rodeados de
salientes (crestas), adoptando el aspecto de un mosaico ordenado (Snipes, 1978).

El apéndice, muestra al microscopio 6ptico grandes foliculos linfoides elongados con domos
suprayacentes y que, en conjunto, delimitan una sobreelevacion cénica (Dasso et al., 2000,
Valdivia Anda et al., 2007). Se hallan revestidos por un FAE, con numerosas células M, el que, a
diferencia de lo que ocurre en la placa cecal, se relaciona con el contenido luminal sélo a través
de los pequefios poros que dejan entre si extensiones de la mucosa denominadas vellosidades
fungiformes (mushroom villi - VIM) por su similitud con las setas (Snipes, 1978, Pospisil et al.,
1998a). Al microscopio electronico de barrido, los domos lucen como protrusiones coniformes
visibles a través de un pequefio espacio o poro que delimitan las precitadas vellosidades (Snipes,
1978).

El saco redondo se asemeja mucho al apéndice cecal, con la exclusiva diferencia de tener
la tunica muscularis mucosae mas desarrollada que la apendicular (Snipes, 1978).

En todos estos érganos han sido reportados macréfagos, linfocitos y eosinéfilos en distintas
capas contiguas al FAE (Cesta, 2006; Beyaz et al., 2010).

Fisiologicamente, y en general, el transito por los érganos digestivos es rapido, lo que
mantiene liviano al animal. Este hecho es fundamental si se tiene en cuenta que el conejo es

animal de presa; esto es, pasible de ser atrapado por un depredador. El alimento, apenas triturado
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en la boca, transita luego por los sucesivos sectores del tracto digestivo. Cabe destacar entre ellos
a un muy desarrollado ciego donde, a la manera de una cuba de fermentacion (similar al rumen de
los rumiantes), gran cantidad de especies bacterianas realizan la digestion enzimatica de la
ingesta. Desde el ciego, parte del contenido se dirige al apéndice cecal y parte, hacia colon-recto,
para ser finalmente eliminado por el ano. Si ello ocurre durante las primeras horas de la mafiana,
se producen heces blandas (o cecotrofos) que el animal vuelve a ingerir, reiniciando el ciclo
digestivo. Si, por el contrario, la eliminacién de heces acontece durante la tarde, se forman heces
duras, eliminadas como verdaderos desechos (Gecele, 1986).

De lo resenado resulta particularmente significante para el presente trabajo las
semejanzas histolégicas entre placa de Peyer y placa cecal, asi como las habidas entre

saco redondo y apéndice cecal, de preeminencia para su seleccion.

1.3. EL FAE Y LAS CELULAS M CUNICULARES

1.3.1. Hitos diacronicos

El caracter de este emprendimiento torna atinente evocar determinados hitos claves
diacronicos referidos al FAE, las células My los LIEs.

Asi, desde que el anatomista suizo, Johann Conrad Peyer, describiera en el intestino
humano las placas que hoy llevan su nombre (Peyer, 1677), transcurrieron mas de dos siglos
hasta que Kenzaburo Kumagai, mientras estudiaba en Osaka (Japon) el traslado de
Mycobacterium tuberculosis y de globulos rojos de carnero a traves del epitelio de revestimiento
de dichas placas y del apéndice cecal de conejo, observé que tal material particulado era
transportado por algunas células epiteliales, actualmente denominadas células M (Kumagai,
1922).

Dos décadas mas tarde, Edward Crabb y Margaret Kelsall reportaron migracion de linfocitos
a través del epitelio en el apéndice de conejo y por ello, lo designaron "linfoepitelio" (Crabb et al.,

1940).

18



INTRODUCCION

Con posterioridad, JB Enticknap describié que en el apéndice cunicular existian células
epiteliales modificadas conformando nidos de linfocitos de tamano mediano y grande. Por debajo
de estos nidos, en el subepitelio, hallé6 abundantes macréfagos, con bacterias y restos celulares
fagocitados en sus citoplasmas (Enticknap, 1953).

En la década del 60, John Schmedtje describio las caracteristicas histoquimicas del FAE de
apéndice cecal de conejos y concluyé que los linfocitos migraban al epitelio y retornaban al
subepitelio. Estos linfocitos se ubicaban en vacuolas con escasa fosfatasa alcalina (Schmedtje,
1965; Schmedtje, 1966). Simultaneamente, fueron detectadas en la misma localizacién cunicular
abundantes bacterias Gram (+) y PAS (+) que habian sido fagocitadas por células epiteliales del
FAE y por abundantes macrofagos subepiteliales. Dado que estos gérmenes eran idénticos a los
luminales, fue hipotetizada su procedencia desde la luz, su paso a través del epitelio y su
fagocitosis a cargo de los macrofagos del domo. A medida que estos fagocitos mononucleares se
internalizaban en la pared, digerian los gérmenes (indudablemente provenientes del lumen) y
perdian sus caracteres morfolégicos o tintoriales, indicando la destruccién de dichos elementos.
Corresponde agregar a este respecto que la fagocitosis de las bacterias coincidia con la aparicion
de centros germinales y con la diferenciacion plasmocitica de los linfocitos (Friedenstein et al,
1965).

Hacia esos afios, fue comunicada la existencia de nidos de 2 a 10 linfocitos grandes
(linfoblastos) en el FAE apendicular, que deformaban las células que, a su vez, mostraban
bacterias fagocitadas. Los gérmenes fueron hallados, asimismo, en agregados de macrofagos,
con citoplasmas aciddfilos (Shimizu et al, 1967).

En la década del 70, fue efectuada la descripcion ultraestructural de las células M en
humanos y postulada su denominaciéon actual en virtud de los multiples micropliegues de su
membrana apical (Owen et al., 1974).

Desde entonces, el interés por estas células no ha cesado, sobre todo en la actualidad
cuando se intenta emplearlas como via de entrada de vacunas y de antigenos en enfermedades

autoinmunes.
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1.3.2. EI FAE

El FAE constituye una estructura dinamica y puede caracterizarse como un revestimiento
epitelial simple cilindrico, que tapiza la cara convexa de los domos. Exhibe fundamentalmente
enterocitos y células M ya que las células caliciformes (con excepcion del ciego) y las
enteroenddcrinas son inexistentes en la practica. Sus células se hallan muy proximas, existe un
escaso intersticio entre ellas y evidencian una tendencia a crecer mas en area que en volumen,
cubriendo superficies (Blechschmidt, 2004). Sobre el epitelio, a modo de patina, se identifica una
capa de mucus, mas delgada que en otras localizaciones, que facilita el acceso desde el
contenido luminal hacia el epitelio (Ermak et al., 1994). Estudiado en varios modelos animales, se
ha visto que alrededor de 30 criptas aportan células para revestir una superficie amplia como la
del domo (Bhalla et al., 1982; Smith et al., 1992). La renovacion de sus células en el intestino
delgado de conejos adultos ha sido estimada en 5-6 dias (Takeuchi et al., 2004).

Diacronicamente, ha sido analizado en ratones transferidos desde un medio libre de flora
patdgena hacia otro convencional (Smith et al., 1987), infectados oralmente luego de haber
permanecido en un medio libre de gérmenes (Savidge et al., 1991), trasplantando animales con
inmunodeficiencia severa combinada con células madres medulares (Sharma et al., 1998) y
empleando ratones knock-out deficientes en el receptor para la citocina 6 (Westphal et al., 2008).

En ratas, se ha inducido ileitis mediante administracion endovenosa de indometacina
(Kucharzik et al., 2000a; Kucharzik et al., 2000b).

Finalmente, en conejos el FAE so6lo ha sido indagado tras la administracion parenteral de
dexametasona (Roy et al., 1992) o exponiéndolos, durante corto lapso y con la técnica del asa

intestinal aislada, a Streptococcus pneumoniae (Borghesi et al., 1996; Borghesi et al., 1999).

1.3.3 Las células M

El mantenimiento de la inmuno-homeostasis en el tracto digestivo requiere monitorear el
contenido luminal y permitir el paso de pequefias cantidades de éste a través de la barrera
epitelial a fin de tomar contacto ulterior con el tejido linfoide subyacente. En tal tarea, intervienen
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minimamente tres tipos celulares: (a) las células dendriticas cuyas prolongaciones se proyectan
entre las células epiteliales cilindricas (Rescigno, 2001), (b) las células caliciformes que
establecen canales habilitando el pasaje directo de antigenos a las células dendriticas CD103+
(McDole et al., 2012) y (c) las células M, tema central de esta tesis.

Resulta remarcable respecto de estas ultimas que: (a) el conejo posee abundancia de
ellas en el FAE (40-50%), a diferencia de los murinos y del ser humano que apenas exhiben
alli un 4% (Pappo et al., 1989; Ermak et al., 1994), y (b) no sélo participan actualmente como
via de acceso de vacunas orales sino que se las desea utilizar para la administracion de
antigenos en enfermedades autoinmunes.

Puede decirse que, con la barrera mucosa intacta, las células M representan la estructura
mas destacada para el pasaje de macromoléculas y microorganismos (Kucharzik et al., 2000b).

Lejos de ser presentadoras de antigenos, constituyen agentes neutros que captan y facilitan
el traslado macromolecular. Resultan sumamente curiosas pues, aunque epiteliales, cilindricas y
polarizadas, llevan a cabo actividades singulares.

De ese modo, su fenotipo, especializado en tal traslado, las habilita entonces a endocitar y
transportar selectivamente antigenos luminales, principalmente particulados. Estos, rodeados por
membrana, soslayan asi el ataque lisosomal, mantienen inalterados sus epitotes y son finalmente
exocitados en el espacio intercelular donde las células inmunocompetentes inician la pertinente
respuesta inmune (Owen et al., 1986; Makala et al., 2002; Newberry et al., 2005; Erickson et al.,
2009).

Ultraestructuralmente, revelan pliegues cortos e irregulares en su membrana apical, un
glucocaliz delgado y escaso mucus superficial (Shimizu et al., 1967; Bockman et al., 1973; Owen
et al., 1974; Smith et al., 1980; Bhalla et al., 1982; Bye et al., 1984; Owen et al., 1986). Presentan
disminucion de las enzimas digestivas y carecen del receptor poligénico para la IgA (Bye et al.,
1984). La porcion citoplasmatica préoxima a la luz, exhibe abundantes vesiculas endociticas y
pinociticas (Bockman et al., 1973). Sus plegadas membranas latero-basales conforman bolsillos
que alojan LIEs, de variado tamafo y capaces de proliferar, con los que interactian (Davis et al.,

1997; Owen et al., 1999; Kucharzik et al., 2000a; Miller et al., 2007). Los LIEs, localizados entre
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las vesiculas y el nucleo celular, son en general de tamafo mediano o grande (linfoblastos y
plasmablastos), se ubican en cercanias de los antigenos luminales y se hallan separados del SIP
(Enticknap et al., 1953; Shimizu et al., 1967; Bockman et al., 1973; Owen et al., 1974; Bhalla et al.,
1982; Bye et al., 1984; Owen et al., 1986; Ramiro-Puig et al., 2008).

Mas aun, la prominencia de algunos organoides (RER, aparato de Golgi, mitocondrias), las
uniones intercelulares con las células vecinas (uniones ocluyentes y adherentes) y su morfologia
nuclear hablan de una célula bien diferenciada mientras que la precitada abundancia de vesiculas,
asi como la ausencia de red terminal lucen compatibles con su funcion transportadora (Owen et
al., 1974).

Su conocimiento ultraestructural permite precisar que el contenido transportado, antes de su
exocitosis en el espacio intercelular, transcurre por los bolsillos con células inmuno-competentes.
Este recorrido acorta notoriamente la transcitosis (Dillon et al., 2019).

Todo este transporte se efectia de manera controlada puesto que su masiva concrecion
podria ser deletérea. Quiza resida en ello la presencia de escasas células M y en sitios
anatdmicos muy especificos (Lelouard, 1999).

Morfolégicamente, han sido descritos dos tipos de células M: (a) las inmaduras que carecen
de bolsillos con linfocitos y (b) las maduras con grandes pliegues membranosos que albergan
grupos de células inmunocompetentes (Bye et al., 1984). No obstante, una publicacién reciente
identifica tres subtipos de células M. El primero de ellos incluye a las comunmente descriptas, son
designadas candnicas, basicas o constitutivas, se hallan asociadas a tejido linfoide organizado y la
distribucion regular y uniforme del FAE posibilitaria una captura eficiente de microparticulas por
parte de ellas. El segundo, caracterizado en animales de experimentacién desafiados con toxina
colérica, alberga las denominadas M transdiferenciadas, localizadas en los apices de las
vellosidades y dispuestas agrupadamente. Dado que carecen de tejido linfatico subyacente, si
bien se supone que captan elementos se duda acerca de su capacidad para trasladarlos. El tercer
subtipo lo integran las llamadas inducibles, relacionadas con tejido linfoide terciario desorganizado

y surgidas luego de la estimulacion por citoquinas como TNF-a y linfotoxina. No se trata de células
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totalmente maduras y se conjetura que podrian trasladar el contenido luminal de manera excesiva
incrementando asi el estado inflamatorio (Dillon et al., 2019).

Desde un punto de vista enzimatico, y a diferencia de los enterocitos absorbentes, revelan
menor grado de actividad de ATPasa, peroxidasa, fosfatasa acida y fosfatasa alcalina o
directamente carecen de la misma (Smith et al., 1980; Sneller et al., 1986; Marchetti et al., 2004).

Asimismo, cabe agregar que la membrana apical de estas células se halla dotada de una
variedad de moléculas glucosidicas que le posibilitan interactuar con el contenido luminal y facilitar
el traslado antigénico, dado que las particulas adherentes se transportan mas eficientemente
(Neutra et al., 1999).

Bien podria afirmarse que muestran un disefio de ingenieria sumamente inteligente ya que
la carencia de microvellosidades propiamente dichas disminuye los residuos glucosidicos ligados
al glucocaliz (acidos sialico, aspartico y glutamico, entre los salientes) asi como los
correspondientes grupos anionicos superficiales (Mutsaers et al., 1996). Ello implica el
decremento de fuerzas electrostaticas negativas de repulsion y allana el acercamiento, adhesion y
endocitosis de las particulas. En suma, las células M serian una suerte de aspiradora captadora
de particulas repelidas por los enterocitos, cargados electronegativamente, lo que podria dar
cuenta acerca de su amplia habilidad para atraer antigenos luminales (Bennett et al., 2014).

Los susodichos residuos glucosidicos, con variaciones entre especies y aun entre diferentes
localizaciones anatémicas del tracto digestivo dentro de un mismo animal, son detectables
mediante el empleo de distintas lectinas (proteinas de origen vegetal) y actian como receptores
de las adhesinas macromoleculares (Clark et al., 1993; Giannasca et al., 1994; Neutra, 1998).

La composicion glucosidica del FAE de conejo ha sido estudiada en todos o en algunos de
sus mayores GALTs mediante una amplia gama de lectinas vegetales, hallandose diferencias
entre la glucosidacion de células M y la de los enterocitos. Asi, determinados investigadores
reportaron expresion de WGA (Wheat germ agglutinin) y de PNA (Peanut agglutinin) en las células
M de ciego y expresion de las mismas en enterocitos de las placas de Peyer (Jepson et al., 1993).
Por su parte, otros informaron expresion diferencial de UEA-1 (Ulex europaeus agglutinin type 1),

DBA (Dolichos Biflorus agglutinin) y WGA entre células M y enterocitos de apéndice cecal de
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conejos, y tincion no uniforme de éstas en placas de Peyer lo que impidi6 la diferenciacion de las
poblaciones epiteliales del FAE (Gebert et al., 1993).

Sobre este particular, corresponde agregar que las lectinas no han resultado marcadores
fidedignos de células M en conejo como si lo ha sido la Vimentina (Gebert et al., 1992; Jepson et
al., 1992; Gebert et al., 1997b).

En suma, conocer la diferente composicién de la membrana apical de las células M podria
explicar por qué algunos gérmenes, toxinas y priones se unen a ellas y explotan esta via para
infectar el organismo. Ademas, segun se dijera ya, proveeria informaciéon para el empleo de
vacunas y de antigenos en enfermedades autoinmunes. Por consiguiente, dable es indagar los
patrones de glicosilacion en las variadas poblaciones celulares epiteliales de ambos sitios
inmuno-inductores del tracto digestivo cunicular y sus eventuales cambios.

Puede agregarse que los primeros estudios en conejos sobre células M fueron llevados a
cabo en el FAE del apéndice cecal, donde se evidencié incorporacion de gran cantidad de
bacterias. En este animal, también fueron individualizados numerosos macréfagos en el
subepitelio del domo y en muchos casos, presencia predominante de bacilos Gram (+). Cabe
hacer notar que las caracteristicas tintoriales se perdian en el citoplasma de los macréfagos
ubicados en la profundidad de la pared, a modo de indice de captacién superficial de gérmenes y
destruccion de los mismos segun se internalizaban en el espesor parietal (Enticknap, 1953;
Friedenstein et al., 1965; Shimizu et al., 1967).

Otra interesante area de investigacion sobre estas células reside en su origen y
posterior eliminacion ya que ambas continian siendo controvertidas tanto en modelos
murinos como en conejo. Asi como algunos autores sostienen su diferenciacién a partir de
enterocitos maduros, por contacto con células inmunes o mediadores solubles (Smith et al., 1980;
Bhalla et al., 1982; Savidge et al., 1991; Smith et al., 1992; Kernéis et al., 1997), otros postulan su
origen en el fondo del domo, a nivel de las criptas (sector de las células inmaduras o proliferativo),
y su diferenciacion definitiva segun ascienden hacia el apex (Bye et al.,1984; Roy 1987; Gebert,

1992; Jepson et al., 1993; Gebert et al., 1997b; Gebert et al., 1999).
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Asimismo, determinados investigadores han comenzado a escrutar los caminos
moleculares de su diferenciacion (Kanaya et al., 2014; Kimura et al., 2015).

Finalmente, el muestreo antigénico, ademas de hacerse en las células M, es llevado a
cabo por las células dendriticas subepiteliales, cuyas prolongaciones, tras introducirse entre los
enterocitos, interactuan con el contenido luminal. De tal modo, los antigenos alcanzarian la lamina
propia y serian trasladados hasta los ganglios linfaticos mesentéricos regionales, sin ingresar a la
circulacién general ni recircular, generando asi una compartimentacion por la que el SIP ignoraria
los antigenos provenientes de la microbiota (Macpherson et al., 2005).

Excediendo la compartimentacion del SIM y su aislamiento del SIP, de acuerdo con lo
oportunamente referido, a la fecha se especula que ambos no serian totalmente independientes
sino que intercambiarian informacién y que sus células, recirculando entre ellos, harian que lo
acontecido en uno termine influenciando al otro. Mas aun, se ha reportado recientemente

interaccion entre la microbiota y el SIP (Shi et al., 2017).

1.4. OTRAS CELULAS A CONSIDERAR

1.4.1. Leucocitos polimorfonucleares eosinéfilos

Los eosindfilos, surgidos evolutivamente en los vertebrados antes del desarrollo de la
inmunidad adaptativa, constituyen células efectoras maduras, especializadas y originadas en la
meédula ésea a partir de stem cells multipotenciales hemocitopoyéticas (McGarry, 2013; Chu et al.,
2014; Travers et al., 2015).

Desde alli y tras una corta estancia en sangre periférica, colonizan otros érganos como tubo
digestivo, timo, ganglios linfaticos, bazo, glandula mamaria y utero. Resulta destacable la
localizaciéon en la mucosa digestiva, el mayor reservorio de eosinoéfilos del organismo, debido a la
expresion constitutiva de la interleuquina 5 y de la citosina CCL11 (ex eotaxina-1) reconocida por
el receptor CCR3 eosinofilico (Blanchard et al., 2009; Mowat et al., 2010).

Tradicionalmente asociados con infecciones parasitarias y reacciones alérgicas en general.

Particularmente en el sistema digestivo se hallan incrementados no sélo en dichas ocasiones
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(reaccién alérgica a medicamentos, infecciones helminticas) sino en sindromes hipereosinofilicos,
gastroenteritis y esofagitis eosinofilica, reflujo gastroesofagico y enfermedad inflamatoria intestinal
(Rothenberg et al., 2006).

Al margen de lo antedicho, son actualmente valorados como células pleitropicas
multifuncionales, moduladoras de la inmunidad innata y adaptativa con un perfil de citocinas tipo
TH, (T Helper 2) y que comparten el mismo nicho con macréfagos y plasmocitos en proximidades
del epitelio superficial (Rothenberg et al., 2006; Chu et al., 2014; Mestecky et al., 2015). En baja
cantidad, colaboran, sin dominar necesariamente, en todas las fases de la respuesta inmune:
iniciacion/ polarizacién, fase efectora y reparacion/ regeneracién; vale decir, que no solo
intervienen en la respuesta inmune sino que, asimismo, contribuyen en la homeostasis tisular y el
reforzamiento de la barrera epitelial. Ademas, participan en la proliferacion celular, depuran los
cuerpos apoptoticos con los macrofagos, a los que mantienen en estado refractario respecto de su
rol en la inflamacioén. Al culminar este ultimo proceso, inducen angiogénesis y fibrosis (Travers et
al.,, 2015). Finalmente, secretan gran cantidad de mediadores y citocinas preformadas
participantes en la inflamacion, lo que determina su aumento tisular y su mayor o menor sobrevida
(Rosenberg et al, 2013).

Su relevancia en el conejo puede inferirse de trabajos preliminares al respecto realizados en
sectores de su tubo digestivo (ciego, ileon y recto) ante induccion de reacciones de

hipersensibilidad (Bassan et al., 1998, 1999; Roma et al., 2004).

1.4.2. Macréfagos

En los mamiferos en general, los macréfagos son células fagociticas profesionales
pertenecientes a la inmunidad innata del organismo y constituyen la primera linea de defensa
contra sus posibles agresores. Nacen de unidades formadoras de colonias mielo-monociticas las
que, localizadas en la médula ésea y tras una serie de precursores, originan los monocitos. Estos
circulan en sangre, aproximadamente durante 72 hs y migran a los tejidos en respuesta a

sustancias quimoatractantes, a citoquinas inflamatorias o productos bacterianos (Bain et al.,
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2014). Colonizan asi diferentes 6rganos donde maduran; vale decir, aumentan de tamafio,
sintetizan mayor cantidad de enzimas liticas e incrementan el nimero y volumen de las
mitocondrias (Mestecky et al, 2015).

La mucosa del tracto digestivo es el mayor reservorio de macroéfagos del organismo. En ella,
los monocitos recientemente reclutados, se alojan en la lamina propia e inician su proceso
madurativo, que consiste en adaptarse a un medio anatémico unico, rico tanto en antigenos
alimentarios como vinculados a una inmensa flora comensal (Gross et al., 2014).

Estimulados por factores epiteliales y estromales, principalmente mastocitos, adquieren,
después de 5 a 7 dias aproximadamente, un fenotipo refractario a la inflamacién. No obstante,
conservan su actividad fagocitica con amplia funcion citotdxica y sin liberacion de factores pro-
inflamatorios, los que podrian ser deletéreos en un medio con alta carga antigénica. Esta anergia
funcional resulta de la coevolucion del sistema inmune local con la microbiota del intestino (Weber
et al., 2009; Zigmond et al., 2013).

En concordancia con estas funciones se hallan estratégicamente ubicados por debajo del
epitelio o en el domo de los GALTSs, fagocitando las bacterias comensales que lo atraviesan y
protegiendo la llegada de gérmenes patdégenos al interior del organismo del anfitrion (Smythies et
al., 2005; Platt et al., 2008; Weber et al, 2009).

Asimismo, intervienen en la homeostasis tisular mediante la fagocitosis de células
apoptoticas, senescentes o alteradas y colaboran en la remodelacion tisular y la reparacion
(Schenk et al., 2007; Joeris et al., 2017)4.

Ademas, ha sido comprobado que integran el nicho de las stem cells criptales, actuando

como transceptores que coordinan la informacion de los microbios luminales y del epitelio y

* Los foliculos linfoides de apéndice cecal y de placa de Peyer son sitios donde proliferan los linfocitos. Se sabe que la
mayoria de ellos, los que no han madurado adecuadamente, mueren por apoptosis. Sabido es que, ante la ausencia
de células fagociticas de estos cuerpos apoptoéticos, la placa de Peyer podria doblar su tamafio en 12-14 hs. Mas aun,
la presencia de estos detritos por tiempo prolongado estimularia la liberacion de factores pro-inflamatorios en el
espacio extracelular y ello seria perjudicial para las células vecinas. Por ultimo, pero no por eso menos importante, la
persistencia de cuerpos apoptéticos pueden exponer epitopes que normalmente estan encriptados. Esto romperia la
inmuno-tolerancia y desencadenaria enfermedades autoinmunes. De alli que en apéndice cecal y en placas de Peyer,
a pesar de ser un microambiente rico en antigenos y bacterias, prefiado de macréfagos, haya escasos signos de
inflamacién (Bhogal et al., 2004).
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transmiten sefales proliferativas y regenerativas a las células madres. Por lo tanto, puede decirse
que colaboran en el mantenimiento de la integridad de la barrera epitelial (Pull et al., 2005).

La mayoria de los trabajos precedentes aluden a macroéfagos intestinales de la lamina propia
de areas inmuno-efectoras. Pocos han sido focalizados en sitios inmuno-inductores, como las
placas de Peyer murinas, donde los fagocitos mononucleares se ubican en el domo y las areas T
(lwasaki et al., 2000).

De modo pionero en conejos, Enticknap (1953) se refiri6 a los macréfagos del apéndice
cecal como células halladas mayormente en el domo y en el sector basal de los foliculos, donde
lucian agregados y contenian inclusiones citoplasmaticas y bacterias ingeridas con similitudes
tintoriales a las detectadas en la luz. Eso llevo a tal autor a sugerir el origen luminal del material
fagocitado.

Muy recientemente, ha sido reportada, con el uso de un marcador especifico para conejo,
la localizacion y distribucion de macrofagos intestinales en tres de sus GALTs mayores: placas de
Peyer, saco redondo y apéndice (Beyaz et al., 2017).

En consecuencia y entre otros, se intenta aqui sumar aportes histolégicos sobre
eosindfilos y macrofagos, de singular importancia segun lo resefiado, en dos de los GALTs

mayores del tracto digestivo de conejos expuestos a inmunizacion parenteral.

1.5. PROCESOS CELULARES DE INTERES

1.5.1. Apoptosis

La apoptosis (del gr apoptosis: caida), palabra introducida por Kerr en 1972, es un proceso
que acompana la atrofia y la involucion fisiolégica de tejidos, 6rganos y vestigios embrioldgicos
filogenéticos, falta de estimulacion hormonal, tumores y tratamiento de neoplasias, entre otros
(Kerr et al., 1972). Pese a que Glicksmann en 1951 hablaba ya de ello en lo atinente al desarrollo
ontolégico de los mamiferos, resultaba imposible entonces aceptar que un embrién pudiera

contener células muertas.
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Morfolégicamente, este proceso comprende la compactaciéon del nucleo y del citoplasma,
con fragmentacién de la cromatina y formacion de protuberancias o bullas en la superficie celular,
que, luego, se separaran formando los cuerpos apoptoticos. Estos ultimos son las mayores
vesiculas extracelulares descubiertas hasta el presente; contienen organoides compactados, no
degenerados y con actividad morfolégica, aunque en un futuro estaran destinados a la destruccion
(Mills et al., 1999; Van Cruchten et al., 2002; Charras, 2007).

Considerada econdmica en términos de re-utilizacion de los componentes celulares, permite
regular el numero de células y generar, al eliminarse éstas, una leve disrupcion tisular. A su vez, la
fragmentacion en pequefios cuerpos apoptéticos favorece la eliminacion y fagocitosis, a cargo de
varias células, pero con predominancia de los macréfagos (Kerr et al., 1972).

En consecuencia, la apoptosis es un mecanismo que regula la homeostasis fisioldgica
tisular, posibilita la depuracion de restos celulares y media el transporte de biomoléculas
facilitadoras de la comunicacion intercelular (Atkin-Smith et al., 2017).

Empero, las células epiteliales que revisten cavidades mucosas no son fagocitadas al morir
por apoptosis sino extruidas a la luz. La brecha por ellas originadas obliga a cinco o seis células
vecinas a cubrir ese espacio transitorio a fin de mantener intacta la monocapa (Potten et al.,
1977). En la pyroptosis (apoptosis inflamatoria) en ratones, fue detectado compromiso en la
integridad epitelial con la consiguiente mayor permeabilidad a microparticulas y macromoléculas
(Liu et al., 2013).

Resulta relevante poner el acento en este proceso celular pues en las enfermedades
autoinmunes se halla afectado el aclaramiento de cuerpos apoptéticos, permaneciendo éstos por
mucho tiempo sin fagocitar. De esta manera, se desencadenan y perpetian el proceso
inflamatorio y los fendmenos de autoinmunidad (Trahtemberg et al., 2017). Por su parte, en
enfermedades inflamatorias intestinales como la colitis ulcerosa, fue registrada mayor actividad
apoptética con aumento del lapso durante el que las brechas permanecen sin cerrar. Ello podria
acarrear incremento de la translocacién del contenido luminal y permanencia del estado

inflamatorio (Kiesslich et al., 2007; Seidelin et al., 2009).
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INTRODUCCION

La inmunizacioén por via parenteral aqui realizada genera interés por conocer si existe
modificacién en la apoptosis de células del FAE, con eventual disfuncién en la barrera, y en

los linfocitos intraepiteliales, que integran la inmunidad mucosa.

1.6. INFLAMACION EN LA BARRERA MUCOSA INTESTINAL

La inflamacién es una respuesta protectora capaz de liberar al organismo de agentes
agresores, restos celulares necréticos o tejidos lesionados. Se trata de una reaccion tisular
compleja que implica a los vasos, los leucocitos circulantes y los fagocitos tisulares, todos ellos
activados por factores solubles y mediadores plasmaticos (Kumar et al., 2018).

Tal respuesta se interrelaciona estrechamente con el proceso de reparacidon pues éste, si
bien comienza con la inflamacién, se completa cuando el estimulo lesivo ha sido neutralizado con
la regeneracion a partir de células nativas, mediante tejido conectivo fibroso (cicatriz) o
combinando unas y otro (Mohan, 2012).

En lo concerniente al aparato digestivo, la inflamacién, aun minima, tiene claros efectos
morfo-funcionales. Procede, entonces, focalizar la atencidon en los procesos que afectan
especialmente la mucosa, ya que ella es la barrera que separa los tejidos internos del contenido
luminal. Cualquier situacion que altere la ya abordada homeostasis, podria afectar la absorciéon de
nutrientes, el estatus metabdlico del individuo, la motilidad intestinal y el funcionamiento del
sistema inmune tanto mucoso como periférico, causando infecciones (Peuhkuri et al., 2010;

Rescigno, 2011; Sanchez de Medina et al., 2014).
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2.1. INTERROGANTES PARA UNA HIPOTESIS

Si bien el arribo de antigenos por via luminal produce cambios morfolégicos y fisiolégicos en
las células M (aumento de su nimero o de su capacidad transportadora de particulas), en los LIEs
(incremento del numero) y en los foliculos linfoides (aumento de tamafio y cambio de estadio)
(Smith et al., 1987; Savidge et al., 1991; Roy et al., 1992; Borghesi et al., 1996; Kernéis et al.,
1997; Sharma et al., 1998; Borghesi et al., 1999; Sundaram et al., 1999; Jeong et al., 2000;
Kucharzik et al., 2000b; Yamanaka et al., 2003; Lugering et al., 2004), la bibliografia revela que, a
diferencia de la muy abordada via enteral, la via parenteral se halla practicamente inexplorada
hasta la fecha en lo que hace a los sitios anatomicos inmuno-inductores, al margen de que
hace varios afios se la utilizé para evaluar la absorcién enterocitica de proteinas (ferritina,
peroxidasa del rabanito y albumina bovina) en animales (hamsteres y ratas) previamente
sensibilizados por via parenteral o intraperitoneal (Bockman et al., 1966; Walker et al., 1973;
Walker et al., 1975). Brandtzaeg y Tol6 utilizaron conejos sensibilizados por via subcutanea, con
albumina humana emulsificada en adyuvante completo de Freund. Estos autores hallaron que la
sensibilizacién parenteral inducia un aumento de anticuerpos tipo IgG, que llegaban a la mucosa
de intestino delgado y que, a pesar de que retardaban la penetracion del antigeno
correspondiente, su capacidad de fijar complemento y la induccidon de quimiotaxis a leucocitos
neutréfilos, podrian alterar la permeabilidad de barrera mucosa, facilitando asi el ingreso de
antigenos no deseados (Brandtzaeg et al. 1977).

Cabe reiterar aqui que si bien Brandtzaeg et al. (1977) emplearon conejos y se valieron de
la via subcutanea, siendo por ello quienes mas se han acercado al modelo aqui planteado, no
llegaron a abordar, en linea con lo arriba adelantado, sitios inmuno-inductores. De alli que en
ellos se pretenda centrar primordialmente la originalidad del presente trabajo.

Por consiguiente, restan resolver incognitas ligadas a posibles modificaciones morfolégicas
en el FAE y en sus foliculos vinculados cuando se cambia la via de administracion antigénica, y
dudas relacionadas con el origen y posterior eliminacién de las células M, al margen de cuales

hayan sido las vias de administracion empleadas.
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Dentro de ese marco referencial, esta tesis, de caracteristica y proyeccion
morfolégicas, explora cuantitativa y cualitativamente’ dos sitios inmuno-inductores del
aparato digestivo antigénicamente desafiados en un modelo adecuado, en ambos sexos, a
una edad apropiada, en tiempos variados y mediante una via alternativa practicamente
inexplorada hasta la fecha en ellos (parenteral en general y subcutanea en particular, usada
para ciertas vacunas con adyuvante — v.g.: antitetanica con hidréxido de aluminio — en el
ser humano). Mas aun, a sabiendas de que superada la injuria opera la reparacion, la que
restaurando la homeostasis organica, regenera los tejidos o los reemplaza por conectivo
fibroso (cicatriz).

Reportes previos en seres humanos vacunados contra sarampion, tracoma, virus sincitial
respiratorio y Mycoplasma pneumoniae, revelan que los gérmenes inactivados podrian sensibilizar
al receptor, el que, con posterioridad y frente a una exposicién natural o experimental, bien podria
acentuar el patrén de la enfermedad (Craighead, 1975).

Conocer qué podria acontecer en los sitios inmuno-inductores del aparato digestivo ante el
uso de la via parenteral (como en el apuntado de caso de estas y otras vacunas) excederia,
entonces, la mera curiosidad cientifica y proveeria mayor respaldo a lo que se detalla en los
capitulos que siguen.

Partiendo de las condiciones experimentales antes mencionadas, los interrogantes abajo
listados dan pie a una hipdtesis, cuya validez se intenta demostrar, y de la que han sido derivados
los correspondientes objetivos generales y operativos:

e /la precitada via de administracion antigénica con adyuvante puede producir
modificaciones morfolégicas en el FAE de zonas digestivas cuniculares equiparables
a sectores digestivos humanos?

e de existir las mismas ¢remedarian lo acontecido en enfermedades sistémicas lo que
exigiria el empleo de animales de experimentacion lo mas semejantes posible al ser

humano?

1 De empleo frecuente en Histologia e Histopatologia
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e de ser asi ¢podrian aquéllas, soslayando improcedentes extrapolaciones entre
especies, alertar complementariamente a quienes ensayan el efecto tolerogénico de
antigenos (o inmundgenos) por via oral acerca de su viabilidad y/o momento
adecuado de administracion? 2

e en tal caso ¢podrian marcar, asimismo, lapsos prudentes de separacion entre
preparaciones bioldgicas administradas siguiendo una secuencia parenteral - enteral?

e ;podria efectuarse algun aporte en favor del controvertido origen (desde enterocitos o

desde células madres criptales) y ulterior diferenciacion de las células M?

2.2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

De dichos interrogantes fueron derivados la hipétesis asi como los objetivos generales y
especificos de esta tesis, a cuyo través se intenta dar respuesta tanto a aquéllos como a otros, de

ellos eventualmente provenidos.

Hipotesis

o La existencia de modificaciones morfologicas en las células del FAE de placa de Peyer
de ileon terminal y del apéndice cecal del conejo y otros modelos biologicos tras
inmunizacién enteral habilita a conjeturar cambios en tales estructuras y en capas
vecinas de dichos érganos cuniculares tras inmunizacion parenteral subcutanea

e Las células M se originarian en el fondo de las criptas y su diferenciacién podria ser

detectada durante el ascenso a lo largo de las mismas

2 A modo de ejemplo, se investiga actualmente en casos de alergia el efecto tolerogénico de antigenos (o inmundgenos)
administrados oralmente. Los mejores resultados se han obtenido con barrera mucosa integral y no, con mucosa
alterada como ocurre en enfermedades intestinales inflamatorias (Colitis ulcerosa, Enfermedad de Crohn)
(Brandtzaeg, 2010). De alli la posibilidad de recurrir previamente a un método incruento como la fibroscopia confocal
(o en su defecto a otro cruento — biopsia -) a fin de evaluar el estado mucoso y pronosticar a su través viabilidad y
momento de administracion antigénica oral.
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Objetivo general

Analizar el FAE en apéndice cecal y placas de Peyer (ileon terminal) cuniculares, post
interaccion antigénica con ovoalbumina en adyuvante administrada por via parenteral subcutanea,
evaluando posibles cambios morfolégicos en los enterocitos, en las células M con linfocitos y
blastos en sus bolsillos baso-laterales (linfocitos intraepiteliales) y en las capas adyacentes.

Indagar complementariamente el probable origen y diferenciacion de las células M.

Objetivos especificos

En el FAE del apéndice cecal y de las placas de Peyer (ileon terminal) de seis grupos de
conejos: (a) controles, (b) tratados solo con adyuvante, (c) inyectados subcutaneamente con una
Unica dosis de ovoalbumina en adyuvante y eutanasiados a las 24 horas, y con dos dosis de
ovoalbumina en adyuvante (con un intervalo de 15 dias entre ellas) y eutanasia a las 24 horas, 7 y
14 dias (d, e y f, respectivamente):

1. Describir su histologia normal
2. Cuantificar:
o El area del FAE y el area de los bolsillos de las células M
e Las poblaciones inmunocompetentes (linfocitos intraepiteliales) en los bolsillos baso-
laterales de las células M

e Las apoptosis

3. Detectar proliferacion celular en criptas intestinales asi como posible origen y posterior
diferenciacion de las células M

4. Indagar los patrones de glicosilacién y los eventuales cambios en los residuos de
sacaridos

5. ldentificar y/o cuantificar cambios histopatologicos en el FAE y capas contiguas
(leucocitos eosindfilos, macréfagos, edema y dilataciones vasculares linfaticas y

sanguineas)
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3.1. MATERIAL Y METODO

Esta tesis, basica y centrada en lo morfoldgico (descriptivo-explicativo), siguié un disefio

experimental y sus resultados fueron cuantitativa, semicuantitativa y cualitativamente analizados.

3.1.1. Animales

Fueron utilizados 30 conejos Neozelandeses adultos (entre 2.5 y 3 Kg de peso), de ambos
sexos, alojados en niumero de dos (2) animales por cada jaula de alambre de 50 cm de altura, 80
cm de largo y 60 cm de ancho, bajo tinglado de chapa de zinc aluminizada. Los animales
estuvieron expuestos a ventilacion adecuada, temperatura entre 18 y 22° C, humedad relativa
ambiente entre 50 y 70 % y 15 horas promedio de luz diurna (Friedenstein et al., 1965; Roy, 1987;
Jepson et al., 1993; Gebert et al.,1993, 1997a).

Su alimentacion consistié en dieta balanceada especial para conejos marca Vitaligan (17%
de proteinas como maximo, 12% de fibra como minimo y libre de albumina) y recibieron agua
potable ad libitum.

Procedimentalmente, los conejos fueron divididos en seis (6) grupos de cinco (5) animales
cada uno.

Grupo A: Animales sin tratamiento (controles).

Grupo B: Animales que recibieron sélo adyuvantes de Freund completo e incompleto, con un
intervalo de dos semanas entre ambos’, y que fueron eutanasiados 24 hs. mas tarde
de la segunda inyeccion.

Grupo C: Animales a los que se administré una primera dosis del inmundgeno ovoalbumina
emulsificada en adyuvante completo de Freund y eutanasiados 24 hs. después.

Grupo D: Animales inyectados con dos dosis de ovoalbumina (La primera emulsificada en
adyuvante completo de Freund y la segunda, a los 15 dias, con adyuvante

incompleto de Freund) y eutanasiados al dia siguiente de la segunda administracion.

T El adyuvante de Freund, asi designado en conmemoracién del inmundlogo hungaro Jules T. Freund quien lo
desarrollé en 1940, es una solucién de antigeno emulsionado en aceite mineral, empleado como potenciador
inmunoldgico. La forma completa contiene Mycobacterium bovis inactivado y deshidratado, y se emplea habitualmente
para inyecciones iniciales
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Grupo E: Animales tratados de manera idéntica al grupo D, y eutanasiados 7 dias mas tarde de
la ultima inyeccion.

Grupo F: Animales a los que les fue inyectada dos dosis de ovoalbumina en adyuvantes
completo e incompleto de Freund, con un intervalo de dos semanas entre ambas, y

eutanasiados 14 dias después de la segunda dosis.

La primera dosis, inyectada por via subcutanea a nivel del lomo, consistié en 2 ml de una
solucion compuesta por 100 pg de ovoalbumina (Grado V- Sigma) en 910 ul de adyuvante
completo de Freund (Sigma) y 1,09 ml de solucion fisioldgica.

La segunda, administrada por idéntica via, consistié en 2 ml de una solucién compuesta por
100 ug de ovoalbumina (Grado V- Sigma) en 910 pl de adyuvante incompleto de Freund (Sigma) y
1,09 ml de solucion fisiolégica.

La eutanasia fue llevada a cabo mediante pentobarbital sddico inyectado en la vena
marginal de la oreja, procediéndose a ulterior exsanguinacién por puncion cardiaca (Bolant et al.,

1990).

Determinados especimenes de placas de Peyer (ileon terminal) y de apéndice cecal,
extraidos de cada uno de los seis grupos experimentales, fueron fijados inmediatamente en formol
al 10% en buffer fosfato e incluidos en parafina mediante procedimiento convencional. Otros, en
cambio, fueron sumergidos de inmediato en crioprotector (OCT), congelandoselos
instataneamente (snap-frozen) en nitrégeno liquido para su ulterior preservacién en freezer a
-70°C. De ambos fueron realizados cortes a 5 ym, posteriormente coloreados con Hematoxilina-

Eosina (H&E), Giemsa o inmunomarcados.

3.1.2. Estudio histolégico

Cortes desparafinados e hidratados de ambos 6rganos, provenientes de todos los animales
de cada grupo de experimentacion, fueron coloreados con H&E y visualizados a distintos

aumentos en un microscopio optico Olympus CX31, acoplado a una camara fotografica Samsung.
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3.1.3. Cuantificacion de las areas del FAE y de los bolsillos de las células M

Cortes de apéndice e ileon terminal, incluidos en parafina y procedentes de los diferentes
grupos experimentales, fueron inmunomarcados mediante el empleo del anticuerpo monoclonal
anti-Vimentina (clon V9-DAKO), diluido 1/400, tras pertinente desenmascaramiento antigénico
mediante microondas y buffer citrato. El revelado requirié uso de peroxidasa y diaminobenzidina
como sustrato enzimatico (Vector). Dicha inmunotincion detecto las células M del FAE y habilité la
delimitacién de las areas ocupadas por los bolsillos latero-basales de las células Vimentina (+).
Diez FAE/ corte de 6rgano/ animal de cada grupo fueron observados en el precitado microscopio
6ptico. Cada FAE fue subdividido en distintas porciones de las que se tomaron fotografias
digitalizadas a alto aumento microscépico (600X), hasta completar la totalidad de esta estructura
(aproximadamente 15). Dichas microfotografias fueron posteriormente procesadas en el software
analizador de imagenes IPWIN 32 Image-Pro Plus 4®, a fin de cuantificar areas del FAE y de los

bolsillos de las células M. El uso del software analizador de imagenes se grafica a continuacion:
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Foto 2: A la izquierda, se observa la fotografia microscépica del FAE a mayor aumento tras
inmunomarcaciéon con el anticuerpo anti-Vimentina, revelador de células M (marrén). La linea amarilla
delimita el area total del FAE en tanto que la linea roja, incompleta, deslinda uno de los bolsillos, cuya area
comienza a ser cuantificada. A la derecha, son visualizados los valores de las mediciones realizadas por el
software.
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3.1.4. Cuantificacion de los LIEs

A este respecto, muestras de ambos o6rganos incluidas en parafina, posteriomente
rehidratadas, fueron coloreadas con la tincion de Giemsa. Al igual que en el apartado anterior se
examinaron diez FAE/ corte de o¢rgano/ animal de cada grupo y se tomaron fotografias
digitalizadas que se analizaron con idéntico software, ahora para cuantificar, las células
inmunocompetentes intraepiteliales del FAE. A este ultimo respecto, los linfocitos fueron
diferenciados y ponderados como linfocitos pequefios (menores a 10 ym de diametro) y
linfoblastos (tamafo mayor a 10 ym). La cantidad total de linfocitos, asi como la de linfocitos
pequefios y blastos, fue relacionada con la unidad de area del FAE segun se aprecia en la foto

que sigue:

Foto 3: Fotografia microscopica del FAE en la que se demarcan los bolsillos de las células M (linea roja).
Estos alojan abundantes células inmunocompetentes, agrupadas, segun su tamano, en: blastos (flechas
negras) y en citos, menos numerosas y pequefas (flechas rojas). Tincién de Giemsa. 600X.

3.1.5. Cuantificacion de apoptosis

Cortes desparafinados e hidratados de los 6rganos en estudio, provenientes de los
diferentes grupos experimentales, fueron expuestos al Kit de apoptosis ApopTag®, detector de

células apoptoticas in situ por marcaje y fragmentacion internucleosomal del ADN mediante
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método TUNEL (Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling) y visualizados en el microscopio

6ptico de Olympus CX31.

3.1.6. Proliferaciéon de células epiteliales en criptas asociadas al foliculo y diferenciacién de

las células M

Estos estudios fueron realizados en el microscopio Laser Confocal de Barrido (LSCM-Laser
Scanning Confocal Microscopy - o CSLM - Confocal Scanning Laser Microscopy -) del Instituto de
Anatomia de la Universidad de Llbeck (Alemania)2.

Cortes de 40 um de apéndice e ileon terminal, obtenidos en criéstomo, fueron
inmunomarcados en simultaneo: (1) con anticuerpos monoclonales Ki-67 (clon MIB-1. DAKO) a
los que se ligé uno secundario conjugado con fluoresceina (Alexa fluor 488 - BD Biosciences) a fin
de determinar el ciclo de proliferacién de células epiteliales en criptas asociadas al foliculo
mediante contaje de células Ki-67 (+), y (2) con anticuerpos monoclonales anti-Vimentina (clon V9
- conjugado con fluorocromo 555 - SIGMA) para diferenciacion de las células M a través de la
reactividad (+) de sus filamentos intermedios intracitoplasmaticos. Los nucleos fueron puestos de
relieve con colorante fluorescente para ADN (HOESCHT).

Siendo los cortes de apreciable grosor, las criptas pudieron ser analizadas en su totalidad,
seleccionandose aquéllas que incluyeron la base, la luz y su unién con el domo. Considerando los
requisitos antedichos, en cada grupo fueron analizadas 5 criptas/6rgano/animal, mediante LSCM

dotado con el software correspondiente provisto por el fabricante (NIKON).

2 ElLSCM emplea elementos 6pticos, un rayo laser y nuevos conocimientos y avances en computacién. Gases nobles
como el argén y el xenén constituyen la fuente de tal rayo, el que, merced a un sistema de espejos dicroicos es
focalizado, en el espécimen tras su paso por lentes-objetivos. Su incidencia en éste, inmunomarcado con
fluorocromos, produce luz fluorescente, la que debe atravesar nuevamente un pequefio orificio (pinhole), eliminador de
los rayos fuera de foco. Las ventajas del LSCM se basan en: (a) su confocalidad o ubicacién en puntos 6pticamente
conjugados (imagen confocal) del foco dentro del espécimen y el pinhole. Esto determina que sélo pasen los rayos de
interés hacia el detector, obteniéndose asi imagenes con mayor agudeza de definicion y alto contraste; (b) el pequefio
tamafo de los orificios (pinholes) y la baja longitud de onda del rayo laser determinan su alta resolucion, (c) su
colocalizacion o viabilidad de observacion simultanea de la fluorescencia producida por varios canales; (d) la
obtencién de imagenes tridimensionales, y (e) la posibilidad de examen de especimenes de considerable grosor
debido al barrido que efectia punto por punto. Esto ahorra tiempo de procesado y evita la necesidad de cortes
seriados.
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Foto 4: Cripta asociada al GALT. La linea negra separa la cripta del estroma vecino y la bisectriz en color
blanco indica el centro de la misma. Los nimeros arabigos sefialan, de modo creciente, consecutivo y
ascendente, la posicién de los nucleos desde la base (extremo inferior de la bisectriz, posicion 0) hasta la
desembocadura en el FAE. LSCM. En azul, nucleos en reposo (Hoechstfarbstoffung). En verde, nucleos en
proliferacion (Ki-67), y en rojo, filamentos de Vimentina (Clon V9).

A tal efecto, fue trazada una linea imaginaria en el eje de la luz, otorgandose el numero 0 al
nucleo ubicado en el extremo basal de ésta. Desde alli hasta la uniéon con el FAE, los nucleos
celulares fueron numerados en orden creciente, consecutivo y ascendente (Cairnie et al., 1965;
Chen et al., 1974; Potten, 1998; Bjerknes et al., 1999; Marshman et al., 2002; Potten et al, 2003)
(Foto 4).

En ese marco, fueron consideradas para proliferacion celular, la posicién del primer y del
ultimo nucleo positivo en sentido ascendente (Foto 4, color verde); (b) para células M, la
ubicacion de la primera célula Vimentina (+) (Foto 4, color rojo), y (c) la posiciéon de las células

donde existia solapamiento entre proliferacién y diferenciacion.

3.1.7. Patrones de glicosilacion y residuos de sacaridos

A estos efectos, fueron seleccionadas muestras en el FAE de ambos érganos, las que
fueron fijadas en parafina, cortadas a 5 um de espesor e incubadas con las lectinas, listadas a

continuacion:
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Lectina Origen Azucares detectados
(de legere = seleccionar) 9 (Especificidad)
Ulex Europaeus-1 (UE-1) Semilla de Ulex europaeus a-L-fucosa
(Retamo espinoso)
a-N-Acetil-D-

Semillas de Dolichos Biflorus

Dolichos Biflorus (DBA) (Chicharo salvaje)

galactosamina

Peanut agglutinin (PNA) Semillas de
Arachis hypogaea B-D-galactosa
(Cacahuete o mani)

Wheat germ agglutinin Semillas de
Triticum Vulgaris N-Acetil-D-glucosamina
(WEA (Trigo)

Todas las lectinas fueron previamente conjugadas por el fabricante con peroxidasa
(SIGMA), revelandoselas con Diaminobenzidina (DAB) y obteniéndose, en caso de positividad,
una reaccion coloreada de tonalidad amarronada.

Las muestras, visualizadas en el microscopio 6ptico de investigacion Olympus, fueron
categorizadas como positivas o negativas, determinandose en qué areas del FAE (base, lados,
apice), se observo reactividad o negatividad a la lectina empleada. Las variaciones tintoriales

entre células M y enterocitos del FAE fueron consignadas tras su deteccion.

3.1.8. Cambios histopatoldgicos (eosindfilos, edema, dilataciones vasculares linfaticas y

sanguineas y macrofagos)

Cortes de ambos 6rganos y de todos los grupos experimentales fueron coloreados con H-E
y con Tincion de Giemsa y examinados con microscopio 6ptico Olympus CX31.

En el caso de leucocitos eosindfilos, edema y dilataciones vasculares, la unidad
experimental fue la vellosidad interdémica y en cada grupo fueron analizados 10 de ellas por

animal.
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En lo atinente a los macroéfagos la unidad experimental fue el foliculo linfoide y fueron

observados 20 foliculos por conejo.

3.2. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

3.2.1. Analisis estadistico de variables cuantitativas

Los resultados cuantitativos fueron procesados con el programa estadistico GraphPad
Prism® version 7.00 para Windows (La Jolla, California, USA, www.graphpad.com), realizandose
el test de normalidad de D’Agostino-Pearson y el test de homogeneidad de variancias de Bartlett.

En caso de distribucién normal y variancias homogéneas se aplicaron las pruebas
paramétricas t de Student y ANOVA, a un criterio de clasificacion con el test de comparaciones
multiples de Tukey, siendo los resultados expresados como media aritmética £+ SEM.

Ante una distribucion alejada de la normalidad se recurrié a las pruebas no paramétricas U
de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis con el post-test Dunn, siendo los resultados enunciados como
mediana y rango.

Finalmente, al analizarse distribucidon de frecuencias absolutas, los resultados fueron
procesados estadisticamente mediante el test de X? (ji o chi cuadrado) o el Test exacto de Fisher,
segun correspondiera.

En todo el estudio, las diferencias fueron consideradas significativas cuando p=<0,05.

3.2.2 Analisis de variables semicuantitativas

Los resultados semicuantitativos, focalizados en intensidades tintoriales y cambios

histopatoldgicos, fueron expresados como leves (+), moderados (++) e intensos (+++).

3.2.3 Analisis cualitativo de variaciones histolégicas

Los resultados cualitativos relacionados con variaciones histologicas, Opticamente
detectables pero no cuantificables, fueron detallados segun se lo hace habitualmente a este

respecto.
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MATERIAL Y METODO

3.3. RECAUDOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD

Esta tesis doctoral fue evaluada y aprobada por el Comité de Bioética de la Facultad de
Ciencias Médicas (Resolucion 1883/96) y satisfizo, ademas, los criterios de bioseguridad

establecidos y controlados por nuestra institucion.
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4.1. APENDICE CECAL

4.1.1. Histologia de los animales controles

¢ La histologia de los animales controles reveld las mismas capas que el tubo digestivo humano
(mucosa con muscularis mucosae, submucosa, muscular propia y serosa).

e En la mucosa, pliegues de ésta y de aspecto fungiforme, denominadas “vellosidades
interddmicas” o VIMs, se hallaban revestidas por epitelio simple columnar integrado por
enterocitos y numerosas células caliciformes. A su vez, los domos, lo estaban por un epitelio
cilindrico simple (el FAE), dotado de enterocitos y células M. En el fondo criptal, ubicado entre
los epitelios de las vellosidades y del domo, se alojaron las células madres, generatrices,
indiferenciadas o stem cells (Foto 5).

e En el corion de las VIMs fueron observados restos musculares lisos, dependientes de la
muscularis mucosae. Por su parte, a nivel de la base criptal, y entre foliculos adyacentes,
existian cumulos de linfocitos T y a la altura del nacimiento vellositario pudieron observarse
eosindfilos (son analizados en un item aparte mas adelante) (Foto 5).

e Subyacentes al FAE resultaron visibles macréfagos cuyo abundante citoplasma revelaba una
leve acidofilia y, en determinadas ocasiones, aparecia vacuolado, (son detallados en un item
aparte mas adelante). Debajo de ellos, se extendian cumulos linfaticos hasta la vecindad de la
muscularis mucosae, adoptando forma de botellén y poniendo de relieve una corona linfocitaria
superficial, rica en linfocitos B, y un centro mas claro con linfoblastos, linfocitos T y B,
plasmocitos y macréfagos de citoplasma claro y con restos apoptéticos incluidos, entre otros
(Foto 5).

o El area T, rica en tales linfocitos, fue perceptible en posicién subcriptal y entre dos cumulos

linfaticos vecinos (Foto 5).
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Foto 5. Histologia del apéndice cecal de conejo
Vellosidades interdédmicas fungiformes (VIM) que cubren casi enteramente los domos (D), tapizados por el
FAE (cuya superficie se halla marcada en color amarillo) y que culmina en las criptas (flechas negras). Por
debajo, las areas T (en azul) y las amplias zonas B (rojo). Los cumulos macrofagicos se encuentran
sefializados con flechas rojas. H&E 40x.

Los aspectos cuantitativos son resefiados en los items que siguen.

4.1.2. Cuantificacion de las areas del FAE y de los bolsillos de las células M

El area del FAE (media aritmética + error estandar) en GA fue 35417 + 1499 um?; en GB:
39459 + 1513 ym?; en GC: 32853 + 2299 um?; en GD: 31436 + 1158 uym?; en GE: 42883 + 3713
um?y en GF: 33694 + 2389 um>.

En primer lugar, la contrastacion entre los grupos A y B, realizada mediante la prueba t de
Student para datos independientes a fin de evaluar el posible efecto del adyuvante de Freund,
resultd no significativa (p = 0,088) (Grafico 1; recuadro a, color dorado).

Con posterioridad, la comparacion entre los grupos B (tomado ahora como control), Cy D
(ambos inmunizados), via test ANOVA seguido del test de comparaciones multiples de Tukey,
revelé una disminucién significativa del area del FAE con un mayor decremento cuando las dosis

administradas fueron dos (p = 0,039) (Grafico 1; recuadro b, color violaceo).
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Finalmente, el cotejo entre los grupos D (dos dosis inmunizantes) con los grupos E y F
(etapa de reparacion), ANOVA y post-test de Tukey mediante, evidencid un incremento
significativo en el area en estudio s6lo en los animales del grupo E (p = 0,0029), segun se destaca

en el Grafico 1 (recuadro c, color grisaceo).
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Grafico 1. Areas del FAE de apéndice cecal
Los valores son expresados como media aritmética + SEM. Recuadro a) prueba t de Student, p=0,088.
Recuadro b) Test ANOVA, post-test de Tukey, p=0,039. Recuadro c) Test ANOVA, post-test de Tukey,
p=0,0029.

A su vez, el area de los bolsillos de las células M, estimada segun lo anticipado en
material y método y considerando el porcentaje del FAE ocupado por estos bolsillos, fue (mediana
+ rango) en GA 38,95 + 30,21 %; en GB: 36,31 + 36,24 %; en GC: 37,21 £ 27,18 %; en GD: 32,45
119,41 %; en GE: 30,07 £ 30,07 % y en GF: 34,08 £ 13,46 % del FAE.

La contrastacion entre los grupos A y B, realizada mediante la prueba U de Mann Whitney,
resultdé no significativa (p = 0,442) (Grafico 2; recuadro a, color dorado).

Por su parte, la comparacion entre los grupos B, C y D, via test de Kruskal-Wallis seguido

del test de comparaciones multiples de Dunn, revel6 un valor de p = 0,0326 (Grafico 2; recuadro b,
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color violaceo). Mientras que el cotejo entre los grupos D, E y F utilizando las mismas pruebas, fue

no significativo (p= 0,362) (Grafico 2; recuadro c en color grisaceo).
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Grafico 2. Porcentaje de las areas del FAE de apéndice cecal, ocupada por
los bolsillos de las células M
Los valores son expresados como mediana * rango. Recuadro a) prueba U de Mann- Whitney p=0,442.
Recuadro b) Test Kruskal-Wallis, post-test de Dunn, p=0,033. Recuadro c) Test Kruskal-Wallis, post-test
de Dunn, p=0,362.

4.1.3. Cuantificacion de los LIEs

Las células inmunocompetentes (LIEs) alojadas en los bolsillos de las células M son de
interés pues desempefian un rol importante en el mantenimiento de la barrera mucosa de este
organo. La mayoria de ellas pertenece a la estirpe linfoide y coexiste con muy pequefia cantidad
de macréfagos y células dendriticas. Dichos linfocitos intraepiteliales (LIEs), discernidos
morfolégicamente como linfoblastos (>10 um), linfocitos (< 10 ym) y células totales (suma de
ambos), fueron cuantificados cada 10.000 um? de superficie del FAE, segun lo anticipado en
Materiales y Métodos, siendo los resultados obtenidos expresados como media aritmética + SEM

en la Tabla 1.
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Tabla 1
Linfocitos intraepiteliales (LIEs) en los bolsillos de las células M de apéndice
cecal de conejo, cada 10.000 um? de superficie del FAE

RESULTADOS

Grupos Cél. Totales Linfoblastos Linfocitos
(media * SEM) (media * SEM) (media * SEM)
A 45,4 £2,14 35,5+ 1,48 9,95 + 1,94
B 49,2 + 4,06 39,3 2,91 11,9 £ 1,32
c 47,4+2,8 37,4 1,62 10,2 2,36
D 42,4 2,25 30,9 2,23 10,6 £ 1,70
E 38,1292 34,7 £2,09 5,31+ 1,99
F 33,623 29,5+ 1,95 4,01 £0,60

A su vez, la Tabla 2 presenta el pertinente analisis estadistico, cuya contrastacion de

grupos siguio idéntico procedimiento que en 4.1.2 (areas del FAE y de los bolsillos de las células

M).

Tabla 2

Analisis estadistico empleado para los LIEs de los bolsillos de las células M de
apéndice cecal de conejo

Céls totales

Linfoblastos

Linfocitos

Grupo Avs.B t de Student t de Student t de Student
p=0,374 ns p=0,198 ns p=0,483 ns

GrupoBvs.CyD ANOVA ANOVA ANOVA
p=0,228 ns p=0,025 () p=0,844 ns

GrupoDvs.EyF ANOVA ANOVA ANOVA
p=0,053 ns p=0,341 ns p=0,019 (%)

48



RESULTADOS

4.1.4. Cuantificacion de apoptosis

Tabla 3
Células apoptoticas en el FAE de apéndice cecal de conejo, cada
10.000 um? de superficie del FAE

Grupos A B C D E F

(mediana | 1,24 +0,127 | 1,85+0,394 | 1,66 +0,321 | 0,82+0,105 | 1,84 + 0,811 | 0,183 £ 0,64
* rango)

Tabla 4
Analisis estadistico empleado para el estudio de las células apoptéticas en el
FAE de apéndice cecal de conejo

Grupos Avs. B U de Mann-Whitney
p=0,208 ns
Grupos Bvs.CyD Test de Kluskal-Wallis

p=0,0241 (¥

GruposDvs.EyF Test de Kluskal-Wallis
p=0,001 (**)

4.1.5. Proliferaciéon de células epiteliales en criptas asociadas al foliculo y diferenciaciéon de

las células M

Dada la inexistencia de diferencias entre grupos puede decirse que lo que sigue es
atribuible a la habitualidad histolégica a este respecto.

Segun se refiriera en material y método, le fue conferido el nimero 0 al nucleo posicionado
en la base de las criptas analizadas con el CLSM, siendo las células numeradas de manera
creciente, a partir de alli y en sentido ascendente. En la Tabla 3 se aprecia que las criptas
evidenciaron una mediana de 16 células, con un rango extendido entre 12 y 20 en lo que hace a
su longitud. De esta totalidad celular, aquéllas ubicadas en los tercios inferior y medio y en una

acotada parte del tercio superior resultaron Ki-67(+).
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Tabla 5
Longitud de las criptas, proliferacion, diferenciacion y
solapamiento en apéndice cecal de conejo, a través del uso de LCSM

RESULTADOS

Longitud de criptas Proliferacién Diferenciacién Solapamiento
(Numero de nucleos) (Ki67- clon MIB1) (Vimentina) (Overlapping)
Mediana/Rango Mediana/Rango Mediana/Rango Mediana/Rango
16 14 7 8,5
12-20 11-18 4-9 4-13

Tanta fue la actividad mitética en el sector medio que los nucleos lucieron agolpados y
protruyendo hacia la luz (Foto 6a). La ultima posicion celular en exhibir proliferacion fue la de
mediana 14 con rango entre 11 y 18 (Tabla 5).

Por su parte, a partir de la posicion 7 (rango entre 4 y 9) (Tabla 5), las células
presentaron Vimentina citoplasmatica, a modo de un delgado filamento vertical
yuxtanuclear (Foto 6b).

Ademas, las células criptales localizadas en la vertiente proxima al domo mostraron
mayor expresion de vimentina que aquéllas ubicadas en la cara opuesta; vale decir,
aproximadamente 8 células en divisidn revelaron, a la par, los primeros indicios de
diferenciacion citoesquelética (overlapping o solapamiento entre proliferacion y diferenciacion
celulares).

Segun se dijera, algunas de las células indiferenciadas o madres de la cripta intestinal
proliferan y tras varios ciclos mitéticos evidencian diferenciacion hacia la linea M, de manera tal
que al alejarse de la citada cripta, algunas se encuentran predeterminadas ya hacia dicho linaje.

En todos los animales, fue dable observar en la base del domo e inmediatamente por
encima del orificio criptal, células Vimentina (+) de forma columnar y sin pliegues en sus
membranas; esto es, sin bolsillos con células inmunocompetentes alojadas en su interior. A estas
células inmaduras sélo puede detectarselas en el apéndice cecal empleando el CLSM (Foto 6c¢).
Yendo en sentido ascendente, las células M alojaban numerosos linfocitos, distribuidos de manera

difusa, en las porciones inferiores del domo donde la luz intestinal se dispone en hendidura. En el
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sector inmediato superior, cuya luz luce infundibular, las células M presentaron bolsillos mas
definidos, bien delimitados y mas superficiales, y alojaron menor cantidad de células
inmunocompetentes, en su mayoria blastos.

Finalmente, en el apice, donde la luz alcanza mayores dimensiones, fue detectada

ausencia de células M.

Foto 6. Criptas de apéndice cecal a través del empleo de microscopio laser de barrido confocal
(LCSM)

Fluorescencia roja: Vimentina. Verde: Ki67, proliferacion. Azul: nucleos. En blanco se indican los bordes de
las criptas, en el sitio donde se encontraria la membrana basal. (a) En la zona de mayor proliferacion, en la
parte media de las criptas, los nucleos tienden a ubicarse hacia la luz (flecha). (b) Se detecta que antes de
abandonar la cripta y proliferando todavia, algunas células expresan Vimentina en sus citoplasmas a
manera de delgados filamentos, mas notorio sobre la vertiente doémica. (c) Células M inmaduras,
columnares con abundante Vimentina en sus citoplasmas vy sin linfocitos.

4.1.6. Patrones de glicosilaciéon y eventuales cambios en los residuos

En el apéndice cecal, aun con mayor expresion tingible, no fueron registradas diferencias
intergrupales con las cuatro lectinas empleadas.

Ulex Europaeus mostré intensa tincion a nivel de las células M, reforzamiento de la
membrana basolateral y destacable marcacion en la superficie. Los enterocitos del domo y de las
vellosidades adyacentes resultaron negativos (Foto 7a).

Por su parte, Dolichos Biflorus exhibié similar patron tintorial que UE-1, mas alla de
una mayor acentuacién en el mucus superficial.

Por ultimo, Peanut Agglutinin no evidencié positividad alguna, mientras WGA exteriorizé

positividad intensa pero inespecifica (Foto 7b).
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Foto 7. Lectinas en apéndice cecal

(a) UE-1. A nivel del FAE se observa positividad en las células M y mucus superficial (flechas) y negatividad
en los enterocitos (puntas de flechas). En rojo membrana basal del FAE. 250x (b) WGA. Tincién positiva y
no especifica en células epiteliales y mucus superficial del FAE y vellosidades (V). La membrana basal se

halla sefalizada en color rojo. 250x.

A continuacién es registrada la Intensidad de la positividad a lectinas en el FAE (Tabla 6)

Tabla 6
Intensidad de la positividad a lectinas en el FAE
Lectinas FAE de Apéndice cecal
Empleadas Células M Enterocitos Mucus
UE-1 +++ - +
DBA ++ + ++
PNA - - -
WGA +++ +++ +++
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4.1.7. Cambios histopatolégicos

4.1.7.1. Leucocitos eosinéfilos

Cualitativamente, fueron detectados en el grupo control A y en los grupos
experimentales B y C pequenos cumulos de eosinéfilos (entre 15 y 20 células con
citoplasma rosado intenso con la tincion Giemsa y de similar morfologia a la hallada en
otros vertebrados en la base de las vellosidades interdomicas (VIMs), proximos a las
criptas y sobre las areas T, donde se situaban, a su vez, las vénulas post-capilares de
endotelio alto (Foto 8a).

En cambio, su presencia no resultd notoria en los domos, otros sectores de la lamina
propia, los foliculos linfoides, la muscular propia y la capa serosa.

Cuantitativamente, se consideré como leve a la densidad eosinofilica en las VIMs de los
grupos antedichos y como densidad nula cuando no se hallaron eosindfilos o los cumulos fueron
menores a los citados (Tabla 7).

En los grupos D, E y F tal densidad fue significativamente mayor respecto de las
precedentes rotulandoselas, por lo tanto, como moderadas e intensas (Tabla 7).

Al ser esta asociacion estadisticamente significativa y demostrar que la densidad de
eosindfilos aumenta en los grupos D, E y F en comparacion con los restantes, fueron configurados
dos nuevos grupos; uno, incluyendo a los animales de los grupos A, B y C y otro, con los conejos
de los grupos D, E y F. En esta oportunidad, la cantidad de eosindfilos fue desdoblada en

nula/leve y moderadal/intensa (Tabla 8).
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Tabla 7

RESULTADOS

Frecuencias absolutas observadas de eosinéfilos en vellosidades interdémicas (VIMs)
en apéndice cecal de conejos sometidos a diferentes tratamientos

Densidad de Eosinéfilos
Nula Leve Moderada Intensa Total
Grupo A 20 20 10 0 50
Grupo B 20 25 5 0 50
Grupo C 20 5 25 0 50
Grupo D 0 20 10 20 50
Grupo E 0 20 10 20 50
Grupo F 0 10 0 40 50
Total 60 100 60 80 300
Test x2=220,3 p = 0,0001
Tabla 8

Frecuencias absolutas observadas de eosinéfilos en vellosidades interdémicas (VIMs) en
apéndice cecal de conejos sometidos a diferentes tratamientos

Densidad de eosinofilos
Total
Nula/Leve Moderadal/lntensa
Grupos A,ByC 110 40 150
GruposD,EyF 50 100 150
Total 160 140 300

Test x?; p = 0,001
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Cualitativamente, los infiltrados eosinofilicos moderados fueron visualizados como cumulos
celulares mayores ubicados no soélo en las bases de los VIMs sino, que se extendian, ademas,
hasta los tercios medios de los tallos vellositarios (Foto 8b). Por su parte, los clasificados como
intensos se ubicaban apicalmente y préximos a la luz (Foto 8c). Ademas, estos ultimos se
localizaban cercanos a los plasmocitos y se asociaban a hipertrofia e hiperplasia de las
células caliciformes y a bandas de fibrosis (Foto 8d).

Por ultimo, cabe destacar que en ninguno de los grupos experimentales fueron hallados

eosindfilos en los domos ni en el FAE.

Foto 8. Cambios histopatolégicos en apéndice cecal

(a) Base de la vellosidad interddmica que evidencia escasa cantidad de eosindfilos (flechas). Con linea
discontinua azul se indica la membrana basal. Tincion de Giemsa 400x. (b) Vellosidad interdémica en su
tercio basal y medio. Numerosos eosindfilos (flechas) que ocupan la base de la vellosidad y se extienden
hacia la parte media del tallo. Tincion de Giemsa 200x. (¢) Abundante cantidad de leucocitos
polimorfonucleares eosindfilos que localizan en toda la vellosidad, llegando incluso hasta los sectores
subepiteliales apicales. Tincién de Giemsa 100x. (d) Eosindfilos (flecha negra) entremezclados con bandas
de fibrosis (flechas rojas). Se reconoce un capilar linfatico dilatado (flecha azul). H&E 400x.
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4.1.7.2. Edema y dilataciones vasculares linfaticas y sanguineas

La acumulacion anémala de liquido en el espacio intersticial (edema) fue observada en
conjuncion con linfangiectasias mientras que las ectasias vasculares sanguineas resultaron poco
notorias.

El edema, detectado s6lo en los apices de las VIMs, exhibié grado leve en los
conejos del grupo D y grado moderado en los grupos Ey F.

A su vez, las linfangiectasias fueron visualizadas en todas las capas del 6rgano en los
grupos D, Ey F (Tabla 9).

Ambos cambios histopatoldgicos ho mostraron una graduacioén intensa.

Tabla 9
Frecuencias absolutas observadas de edema y linfangiectasias en vellosidades
interdomicas en apéndice cecal de conejos sometidos a diferentes tratamientos

Edema y linfangiectasias
Total
Nulo Leve Moderado

Grupo A 45 5 0 50
Grupo B 35 15 0 50
Grupo C 35 15 0 50
Grupo D 10 35 5 50
Grupo E 5 20 25 50
Grupo F 5 15 30 50
Total 135 105 60 300

Xx2=150,9 p =0,0001
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4.1.7.3. Macréfagos

Cualitativamente, fueron detectados diferentes tipos de macréfagos.

La mayoria de ellos se ubicaron en el domo, a nivel subepitelial y cercanos a las
células M, aparentando proyectarse hacia los foliculos subyacentes o viceversa. Estos
macrofagos, dispuestos individualmente o en cumulos, fueron visualizados como células de
tamafo mediano, citoplasma claro o levemente acidéfilo y con algo de material granular
fagocitado. Sus nucleos, excéntricos y con una pequena escotadura, exhibian cromatina laxa
(Foto 9a).

Se reconocié un aumento leve de estos macrofagos en el grupo E, que se acentué aun
mas en el domo de los animales del grupo F, en coincidencia con menor cantidad de células

linfoides (Foto 9b).

Foto 9. Macréfagos en domo de apéndice cecal de conejo
(a) Sector domico subepitelial en animales de los grupos control. Los macréfagos a este nivel exhiben
citoplasmas levemente aciddéfilos y estan dispuestos de manera aislada o en cumulos pequefios (flechas)
que conectan los centros germinales con el area lateral rica en células M. H&E 200x. (b) Domo de conejos
del grupo F, con grupos de macréfagos de mayor tamafo que se disponen en la periferia (flechas),
proximos al epitelio, y se asocian a disminucién de los elementos linfoides. Giemsa 100x. Membrana basal
del FAE en color rojo.

Otra variedad se localizaba en los centros germinativos foliculares junto a grandes
linfocitos (designados centroblastos en el ser humano y el ratén). Estos, mostraban citoplasmas
amplios, claros y albergaban numerosos cuerpos apoptéticos en su interior. Similares a los

descriptos en otros foliculos linfoides, son los macréfagos de cuerpo tingible (Foto 10a y 10b).
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De manera similar a lo descripto anteriormente a nivel del domo, estos macréfagos
aumentaron en los conejos a la semana luego de ambas inmunizaciones (grupo E) y de manera

notable a los 14 dias (grupo F) (Foto 10c).

Foto 10. Macrofagos en foliculos linfoides de apéndice cecal
(a) Detalle de macrofagos en los centros germinales. Células aisladas (flechas), con abundantes
citoplasmas y cuerpos apoptoéticos en su interior. H&E 400x. (b) Centros germinales de foliculos linfoides de
conejos controles, con macréfagos (flechas) dispuestos en solitario o en pequefios grupos. (c) Foliculo
linfoide de animales del grupo F con macréfagos organizados en cumulos de mayor tamafo. (b y c) Giemsa
100x. Borde externo del foliculo linfoide en color rojo.

Finalmente, existia un tercer grupo dispuesto en grandes agregados, con citoplasma
abundante e intensamente acidofilo, material granular fagocitado y sin cuerpos apoptéticos en su
interior. Estaban situados en los sectores laterales de los foliculos, lindantes con las areas T y
muy cercanos a las vénulas post-capilares de endotelio alto. Eran vimentina (+), hallandose este
filamento intermedio reforzado alrededor del nucleo y por debajo de la zona correspondiente a la
membrana plasmatica (Fotos 11ay 11b).

Estos agregados de macrofagos Vimentina (+) se disponian a modo de cinturén en torno al

foliculo y resultaron patognomonicos en hembras (Ver Anexo-Capitulo 8).
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Foto 11. Macréfagos en grupos periféricos al foliculo linfoide en apéndice cecal

(a) Grandes agregados de macréfagos, con citoplasma amplio y acidoéfilo, en sectores laterales de foliculos
linfoides. H&E 400x. (b) Los macréfagos en cumulos con citoplasma difusamente positivo a la anti-
Vimentina. Técnica de Inmunohistoquimica 400x.

4.2. PLACA DE PEYER (ILEON TERMINAL)

4.2.1. Histologia de los animales controles

¢ La histologia de los controles revelé las mismas capas que las del apéndice cecal cunicular y

las del tubo digestivo humano; esto es, mucosa con muscularis mucosae, submucosa,
muscular propia y serosa (Foto 12).

En la mucosa, las vellosidades de la mucosa se presentaron alargadas y con cierta incurvacion
hacia la placa (diferencia con apéndice cecal) aunque revestidas por un epitelio similar al de
este 6rgano. Los domos intervellositarios poseian mayor contacto con el contenido luminal y
exhibian células M y enterocitos del FAE (Foto 12).

Resulté llamativo, a nivel del FAE, la existencia de pequenas protrusiones similares a bullas
(blebs) en la porcién apical del epitelio, que coincidié con el sector donde los bolsillos baso-
laterales se atenuaban y se acentud en la zona de extrusion (Foto 12, figura de menor tamafo).
Subyacentes al FAE, los foliculos linfaticos fueron mas esféricos, mostrando una corona
periférica y una zona clara central. En esta ultima, se alojaban macréfagos de cuerpo tingible.
A su vez, el area T, en posicion subcriptal y entre dos cumulos linfaticos vecinos, se revelé mas

extensa (Foto 12).
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e Proximos a las criptas y a las vénulas post-capilares de endotelio alto, fueron localizados
polimorfonucleares eosindfilos, de manera similar a lo observado en apéndice cecal.

o Ademas, fueron reconocidos macréfagos a nivel del domo subepitelial y otros, con numerosos
cuerpos apoptoticos citoplasmaticos, en el centro germinativo folicular. En este 6érgano, no se

detectaron cumulos macrofagicos en los bordes laterales de los foliculos.

Foto 12: Histologia de placa de Peyer de conejo
Vellosidades alargadas y digitiformes (V). El domo (D), tapizado por el FAE (marcado en color amarillo)
culmina en las criptas (flechas negras). Debajo de éstas se visualizan las areas T (en azul) y B (rojo). H&E
100x. En la figura de menor tamafo, se observa el epitelio cilindrico. A este nivel, las células superficiales
evidencian bullas superficiales (flechas negras): otras, forman bolsillos que alojan linfocitos. Membrana
basal sefialada en linea roja discontinua. H&E 100x

Los aspectos cuantitativos son resenados en los items que siguen.
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4.2.2. Cuantificacion de las areas del FAE y de los bolsillos de las células M

Los valores obtenidos sobre areas del FAE y de los bolsillos laterales de las células M en
los diferentes grupos son presentados conjuntamente en la Tabla 10.

Respecto del area del FAE, y a semejanza de lo efectuado en apéndice cecal, la
contrastaciéon estadistica entre los grupos A y B mediante la prueba t de Student para datos
independientes resulté no significativa (p=0,689) y descartd el efecto del adyuvante (Grafico 3;
recuadro a, linea dorada). Posteriormente, los grupos B, C y D resultaron estadisticamente no
significativos (p=0,156) cuando se los cotejo via la prueba ANOVA. A pesar de ello, fue apreciada
una disminucién del area del FAE tras ambas inmunizaciones (Grafico 3; recuadro b, linea
violacea). Por ultimo, con los animales del grupo D como control y utilizando el test de ANOVA, se
observé un aumento significativo del area, muy acentuado a los 15 dias luego de la ultima dosis

subcutanea en el grupo F (etapa de reparacion) (p=0,001) (Gréfico 3; recuadro c, linea grisacea).

Tabla 10
Placa de Peyer de conejos ante diferentes tratamientos: area total del FAE, superficie
ocupada por los bolsillos de las células M y porcentaje correspondiente.

: Area de bolsillos % del FAE
Grupos Area del FAE de células M ocupado por
bolsillos

A 47976,26 + 3215,72 17221,29 + 1376,08 37,86 £ 1,24
B 45022,67 + 3557,31 17155,02 + 387,29 34,76 £ 0,97
c 43154,27 + 2156,28 13763,48 + 1004,21 31,06 £ 1,32
D 35084,83 + 4744,05 10652,16 + 1986,98 30,38 £ 2,62
E 44565,56 + 1858,85 16737,11 £ 1017,39 37,34 £ 1,02
F 53510,12 + 2969,82 17775,70 £ 950,42 38,02 £ 0,97

Valores expresados como media aritmética + SEM.
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Grafico 3. Areas del FAE de placa de Peyer de conejo
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Los valores son expresados como media aritmética + SEM. Recuadro a) prueba t de Student, p=0,689.
Recuadro b) Test ANOVA, p=0,156. Recuadro c) Test ANOVA, post-test de Tukey, p=0,001.

En lo referido a los bolsillos de las células M, al analizar el porcentaje del FAE ocupado

por ellos no hubo diferencias significativas al contrastar los grupos A y B (p=0,231) con la prueba

U-Mann Whitney ni cuando fueron comparados. los grupos B, C y D (p=0,202) y los grupos D, E y
F (p=0,051) con el test de Kruskal-Wallis (Grafico 4).
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Grafico 4. Porcentaje de las areas del FAE de placa de Peyer de conejo, ocupada por
los bolsillos de las células M
Los valores son expresados como mediana * rango. Recuadro a) prueba U de Mann- Whitney p=0,231.
Recuadro b) Test Kruskal-Wallis, p=0,202. Recuadro c) Test Kruskal-Wallis, p=0,051.

4.2.3. Cuantificacion de los LIEs

Las células inmunocompetentes (LIEs) alojadas en los bolsillos de las células M, fueron
divididas, segun su tamano, en linfoblastos (>10 ym) y en linfocitos (< 10 um), catalogandose
como células totales la suma de ambas.

Todas ellas fueron cuantificadas cada 10.000 um? de superficie del FAEYy los resultados,

expresados como media aritmética + SEM, registrados en la Tabla 11.
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Linfocitos intraepiteliales (LIEs) en los bolsillos de las células M de placa de
Peyer de conejo, cada 10.000 um? de superficie del FAE

Grupos Cél. Totales Linfoblastos Linfocitos
(media * SEM) (media £ SEM) (media * SEM)

A 50,2 + 2,03 40,9 2,16 9,58 + 0,80
B 49,2 + 4,06 41,8 £1,03 9,38 0,74
(o 46,2 + 2,41 44,7 £ 1,88 3,06 £ 0,34
D 53,6 2,62 52,6 + 2,03 3,35+ 0,88
E 54,3 + 3,09 47,5 +2,03 5,48 + 0,66
F 56,8 + 5,32 46,6 + 2,92 6,52 + 1,08

A su vez, la Tabla 12 presenta el pertinente analisis estadistico, cuya contrastacion de

células M.

Tabla 12

grupos siguié idéntico procedimiento que en las areas del FAE y en la de los bolsillos de las

Analisis estadistico empleado para los LIEs de los bolsillos de las células M de
placa de Peyer de conejo

Céls totales

Linfoblastos

Linfocitos

Grupo Avs.B t de Student t de Student t de Student
p=0,818 ns p=0,800 ns p=0,869 ns
GrupoBvs.CyD ANOVA ANOVA ANOVA
p=0,170 ns p =0,004 (**) p < 0,0001 (****)
GrupoDvs.EyF ANOVA ANOVA ANOVA
p=0,837 ns p=0,199 ns p=0,055 ns
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4.2.4. Cuantificacion de apoptosis

Como ocurriera en apéndice cecal, fueron analizadas/os las células en apoptosis o los
fragmentos de elementos celulares (cuerpos apoptoéticos) del FAE. Sus resultados se presentan

en las Tablas 13y 14

Tabla 13
Células apoptoéticas en el FAE de placa de Peyer de conejo, cada 10.000 um? de superficie

Grupos A B C D E F

(mediana | 292+230 | 1,70£040 | 1,28£4,06 | 1,23£239 | 1,18£270 | 1,84£235
* rango)

Tabla 14
Analisis estadistico empleado para el estudio de las células apoptéticas en el FAE
de placa de Peyer de conejo

Grupos A vs. B U de Mann-Whitney
p=0,054 ns
Grupos Bvs.CyD Test de Kluskal-Wallis
p=0,038 (¥
Grupos Dvs.EyF Test de Kluskal-Wallis
p=0,168 ns

Aunque no estadisticamente significativo, existe una disminucion en las figuras de
apoptosis en los tres primeros grupos experimentales (B, C y D), con un maximo a los 7 dias

luego de la ultima dosis (grupo E) y un aumento, a los 15 dias tras la inmunizacion.
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4.2.5. Proliferacion de células epiteliales en criptas asociadas al foliculo y diferenciacion

de las células M

Los correspondientes resultados pueden visualizarse en la Tabla 15. A su vez, las
imagenes obtenidas con el empleo del microscopio de barrido laser confocal son similares a las

criptas de apéndice cecal (Foto 6)

Tabla 15
Longitud de las criptas, proliferacion, diferenciacién y solapamiento en placa de
Peyer de conejo, a través del uso de LCSM

Longitud de criptas Proliferacion Diferenciaciéon Solapamiento
(Numero de nucleos) (Ki67- clon MIB1) (Vimentina) (Overlapping)
Mediana/Rango Mediana/Rango Mediana/Rango Mediana/Rango
14 14 5 9
11-26 9-18 4-9 4-12

4.2.6. Patrones de glicosilacion y eventuales cambios en los residuos de sacaridos

En placa de Peyer, aun con menor expresion tingible, no fueron registradas diferencias
intergrupales con las cuatro lectinas utilizadas, cuyas intensidades tintoriales son expuestas en la
Tabla 16.

Ulex Europaeus mostré intensa tincion a nivel de las células M, mas marcada en la
superficie. Los enterocitos del domo y de las vellosidades adyacentes resultaron negativos (Foto
13a).

Por su parte, Dolichos Biflorus exhibié similar patron tintorial que UE-1, mas alla de
que la tincion del mucus superficial fue fuertemente positiva (Foto 13b).

Peanut Agglutinin fue evaluada como negativa, mientras WGA revel6 tincion difusa en el
mucus superficial del FAE y de las vellosidades asi como en todas las células epiteliales a nivel
apical (Foto 13c).
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Tabla 16
Intensidad de la expresion de lectinas en el FAE de placa de Peyer
cunicular
FAE de Placas de Peyer
Lectinas

empleadas Cél. M Enterocitos Mucus
UE-1 +++ - +++ (Cél. M)
DBA ++ + +++
PNA - - -
WGA + + +

Foto 13. Lectinas en FAE de placa de Peyer

(a) UE- 1 Positividad en las células M y refuerzo en porcion superficial de ellas (flechas) y negatividad en los
enterocitos (puntas de flechas). Las células epiteliales de la vellosidad (V) no resultaron reactivas. En rojo,
membrana basal del FAE. 250x. (b) DBA. En la parte izquierda de la imagen son detectadas células M con
positividad a la lectina, mientras que los enterocitos aparecen poco reactivos. El mucus superficial muestra
tincion intensa (flechas). 400x. (¢) WGA. Tincion positiva y no especifica en mucus superficial y porcion
apical de células epiteliales del FAE y vellosidades (V). 250x. La membrana basal se halla sefalizada en
color rojo
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4.2.7. Cambios histopatolégicos

4.2.7.1. Leucocitos eosinéfilos

Cualitativamente, al igual que en apéndice cecal, fueron reconocidos en el grupo control A
y en los grupos experimentales B y C, cumulos de 15-20 eosindfilos en las bases de las
vellosidades interdomicas, proximos a las criptas, areas T y vénulas post-capilares de endotelio
alto. Resulté notoria la existencia de eosindfilos aislados o dispuestos en grupos poco numerosos,
entre las células epiteliales columnares que tapizan las bases de las vellosidades. La ubicacion en
las bases de las vellosidades y en el epitelio fue considerada una caracteristica habitual (Foto
14a).

Cuantitativamente, en los grupos experimentales D, E y F, fue detectado aumento de
eosindfilos tanto en los sitios especificados (Tabla 17), como en la lamina propia démica y en el

FAE, entremezclados con las células inmunocompetentes (Foto 14b).

Foto 14. Eosindfilos en el FAE y criptas de placa de Peyer
(a) Base de la vellosidad que evidencia escasa cantidad de eosindfilos (flechas negras). Algunos de ellos se
hallan en el epitelio columnar (cabezas de flechas). Con linea roja discontinua se indica la membrana basal
y con asterisco negro, la cripta. H&E 250x. (b) Cumulos de eosindfilos (flechas) en el FAE, entremezclados
con células linfoides. En linea discontinua azul se sefiala la membrana basal. Tinciéon de Giemsa 600x.
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Tabla 17
Frecuencias absolutas observadas de eosinofilos, localizados en areas interfoliculares y
cripticas de placa de Peyer de conejos sometidos a diferentes tratamientos, a nivel
interfolicular

Densidad de Eosinofilos
Total
Habitual Leve Moderada
Grupo A 50 0 0 50
Grupo B 40 10 0 50
Grupo C 30 20 0 50
Grupo D 10 40 0 50
Grupo E 10 20 20 50
Grupo F 0 20 30 50
Total 140 110 50 300
X2=255,7 p = 0,0001

4.2.7.2. Edema y dilataciones vasculares linfaticas y sanguineas

En placa de Peyer, fueron observados vasos capilares linfaticos con luces perceptibles,
rodeados de un estroma de aspecto laxo en los animales de los grupos A y B. Este escenario
descripto, valido para las vellosidades interddmicas fue considerado el habitual para los mismos
(Foto 15a).

En el grupo C, la situacion fue similar, aunque en algunos animales existio edema de grado
leve (Foto 15b). En cambio, los conejos del grupo D exhibieron edema vy linfangiectasias, que
aumentaron en orden creciente segun pertenecieran a los grupos E o F. Al igual que en apéndice
cecal, las ectasias vasculares capilares resultaron de escasa trascendencia (Foto 15¢c y d y Tabla

18).

69



RESULTADOS

Foto 15: Cambios histopatoldgicos en placa de Peyer de conejo
(a) Vellosidad interdémica con vasos linfaticos conspicuos (flechas negras). El asterisco indica el domo.
H&E 100x. (b) Grupo C con linfangiectasias leves (flechas) y algo de edema en el corion circundante. El
asterisco indica el domo. H&E 100x. (c¢) Linfangiectasias (flechas negras) y edema moderado a nivel
vellositario. El domo vecino es sefializado con un asterisco. H&E 100x. (d) A mayor aumento se reconoce
un capilar linfatico sumamente dilatado (asterisco), rodeado de estroma edematoso, con grupos de
eosindfilos (flechas). H&E 400x.
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Tabla 18
Frecuencias absolutas observadas de edema y linfangiectasias en vellosidades de placa de
Peyer de conejos ante diferentes tratamientos

Edema y linfagiectasias
Total
Habitual Leve Moderado
Grupo A 50 0 0 50
Grupo B 40 10 0 50
Grupo C 20 25 5 50
Grupo D 10 30 10 50
Grupo E 10 20 20 50
Grupo F 0 20 30 50
Total 130 105 65 300
X2=182,7 p = 0,0001

4.2.7.3. Macroéfagos

En la placa de Peyer, los macréfagos encontrados fueron los déomicos subepiteliales y en
los centros germinativos foliculares. En los animales de los grupos D, E y F hubo aumento de
estas células en ambas localizaciones. No fueron visualizados los cimulos macrofagicos ubicados

en los laterales de los foliculos linfoides, como fuera descripto en apéndice cecal (Foto 16).
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Foto 16. Macrofagos en la placa de Peyer de conejo
(a) Domo de placa de Peyer (D), proximo al epitelio (E), que evidencia numerosos macrofagos (flechas
negras), algunos formando pequefios cumulos. H&E 400x. (b) Foliculo linfoide con abundantes macréfagos
de “tipo cuerpo tingible” (flechas). H&E 100x.

4.2.7.4. FAE
En el grupo E y, en menor medida, en el F (1 semana y 15 dias tras la segunda
inmunizacion, respectivamente), los espacios correspondientes a los bolsillos de las células M
fueron visualizados voluminosos, edematosos, con células inmunocompetentes aisladas y
abundantes cuerpos apoptéticos. Ademas, se aprecid relevante cantidad de eosindfilos,
habitualmente no hallados a este nivel (Fotos 17a y b).

Asimismo, en la porcién superior del FAE de estos animales las células epiteliales
conservaban su forma cilindrica, no presentaban linfocitos entre ellas y evidenciaban abundantes
bullas, en mayor nimero que en los animales controles e inmunizados. Las células que exhibian
estas protrusiones apicales eran delgadas, con citoplasmas de aspecto condensados y nucleos

pequenos y picnéticos (Foto 17c).
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Foto 17. Histopatologia del FAE de placa de Peyer en Grupos Ey F
(a) Bolsillos de las células M del FAE, voluminosos y con células inmunocompetentes separadas y con
espacios entre ellas (flechas). Giemsa 600x. (b) Numerosos eosindfilos (flecha) rellenando los bolsillos de
las células M. H&E 400x. (c) Apice del FAE con numerosas bullas superficiales (flechas). H&E 600x. Las
lineas discontinuas rojas indican la membrana basal que separa FAE del domo.
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5.1 - Referencias generales

En la Introduccién fue destacada la relevancia de conocer la constitucion de una superficie o
barrera mucosa, sus mecanismos defensivos y situaciones intensificadoras o debilitadoras, asi
como la de hacer especifico foco en la del tubo digestivo. Asimismo, se puso el acento en el
singular tripode inmune-homeostatico, red de interacciones generadoras de un microambiente
flexible y dindmico, integrado por la microbiota bacteriana comensal, un epitelio con secreciones
reforzadoras y el sistema inmune mucoso (SIM) — el mayor 6rgano inmune humano, pues aloja el
80% de las células inmunes - (Goto et al., 2012; Wittkopf et al., 2014).

Fue remarcado alli que era preciso, a fin de que los componentes de este tripode
interactuaran y pudieran funcionar la exclusién y la inmunosupresion, que pequefias cantidades de
antigenos luminales atravesaran la barrera mucosa y contactaran con las células
inmunocompetentes (Mestecky et al., 2015; Sehgal et al., 2017). Ademas, como tal traslado debia
ser controlado, evitando lo deletéreo de su acceso masivo, fue subrayado que dicha tarea
acontecia en localizaciones anatémicas especificas: apéndice cecal, placas de Peyer (ileon
terminal) y nédulos linfoides aislados. Ello condujo a centrar la atencion en el epitelio cilindrico
simple designado FAE (follicle associated epithelium o epitelio asociado al foliculo) que,
constituido primordialmente por enterocitos y células M (membranosas, microfold), tapizaba la
cara convexa o superficie semiesférica de los domos (Rescigno, 2001; Wittig et al., 2003;
Newberry et al., 2005: Jung et al., 2010; Ohno, 2016; Kimura 2018)".

En el aludido contexto:

+ el presente trabajo de tesis escudrifia morfolégicamente el FAE en apéndice cecal y en

placas de Peyer (ileon terminal) cuniculares mediante los materiales y medios mas
adecuados a disposicion

+» el conejo fue seleccionado como modelo biolégico porque:

1 Las formas penta-hexagonales son las mas adecuadas para recubrir superficies no aplanadas pues no dejan
intersticios que el contenido luminal pueda aprovechar para acceder a los tejidos internos, con pernicioisas
consecuencias organicas (Wagensberg, 2013)
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v este mamifero lagomorfo guarda evolutivamente mayor relacién con primates que con
roedores, ofreciendo, a la par, ventajas experimentales por sus similitudes
anatomofisioldégicas con el ser humano, de provecho esto para el estudio de
determinadas enfermedades que lo afectan (Schnupf et al., 2012; Haines, 2016)

v su GALT es mucho mas abundante que en otros mamiferos y el FAE aloja gran
cantidad de células M (45%), a diferencia de murinos y humanos que exhiben alli
apenas un 4% (Wolf et al., 1984; Pappo et al., 1989; Ermak et al., 1994; Haley, 2003;
Cesta 2006)

v los filamentos intermedios citoplasmaticos de las células M reaccionan al anticuerpo
monoclonal anti-Vimentina, un marcador fidedigno y universal que las identifica
(Gebert et al.,, 1992; Jepson et al., 1992 y 1993) y, el aun controvertido origen,
diferenciacion y eliminacion de las células M ofrece una atrayente faceta investigativa,
entre otras

v’ la histopatologia, aqui central por el enfoque morfolégico, es “gold standard”
para el estudio de su respuesta inmune (Schnupf et al., 2012), dada la carencia en
el mercado de reactivos anti-conejo. Ello obedece a que este animal se emplea para
producir inmunoglobulinas con alta afinidad por el antigeno por su mayor diversidad en
comparacion con otros animales en virtud del mecanismo madurativo periférico de la
progenie de linfocitos B

+ el numero de animales en cada grupo, afin con un minimo aceptable segun criterios
estadisticos y éticos (Montenegro et al., 2011), respondié a posibilidades operativas.

Empero, la limitada disponibilidad de machos y hembras asi como ulteriores

inconvenientes procedimentales condujeron a remitir al Capitulo 8 (Anexo) acotadas

diferencias intersexuales, estimadas de interés
+ su adultez, sustentada en el peso de los animales, garantizé la madurez de la barrera

mucosa intestinal (Friedenstein et al., 1965)

+ el alojamiento, la exposicién ambiental y la alimentacién estuvieron en concordancia con
lo aconsejable habitual, experimental y éticamente
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la eutanasia con pentobarbital sédico endovenoso se ajusté a lo aconsejado en la
bibliografia (Green, 1979; Bolant et al., 1990; Close et al., 1997)

los criterios bioéticos y de bioseguridad fueron satisfechos

la administracién de ovoalbumina (empleada porque no integra la dieta habitual del
conejo y, por ende, el animal no posee anticuerpos contra ella) con adyuvante de Freund
para potenciar su accidon inmunogénica genera micelas, producto de la solubilidad
antigénica en aquél, que son retenidas en el sitio de inoculacion. Alli actuan como factor
quimiotactico, atraen macréfagos y células presentadoras de antigenos, facilitan la
fagocitosis y estimulan una respuesta inmune celular TH4, predominante sobre la humoral
THa2. Asi, la inyeccion subcutanea en conejo de albumina humana emulsificada en
adyuvante completo de Freund, produjo abundante IgG en mucosa oral. Esta, aunque
retardd la penetracion de un definido antigeno en esa zona, desencadend un aflujo de
neutréfilos cuyas enzimas devinieron potenciales alteradores de la permeabilidad de la
barrera mucosa y posibles facilitadores de la entrada de otros antigenos (Brandtzaeg et
al.,, 1977). Valiéndose de Shigella flexneri y adyuvante e incorporandolos por via
subcutanea, intravenosa o intramuscular y suplementandolos con un unico desafio
antigénico oral, otros obtuvieron disminucion de la IgG sérica e incremento de la IgA en
las secreciones intestinales (Keren et al., 1980; Keren et al., 1983; Keren et al., 1985;
Keren et al., 1988).

las 24 horas asi como los 7 y 15 dias fueron valorados tiempos eutanasicos apropiados a
fin de evaluar si esos lapsos afectaban a algunos de los items estudiados, resultando a la
postre de suma utilidad para el proceso inflamacién-reparacion

la focalizacion en dos sitios inmunoinductores de los cuatro posibles obedecid a las
semejanzas histologicas existentes entre apéndice cecal y saco redondo, y entre placa
cecal y placas de Peyer (ileon terminal)

el empleo de distintos procedimientos cuantitativos, semicuantitativos y cualitativos (a

doble ciego) resulté compatible con necesidades puntuales de cada item y se adecu6 a
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conductas corrientes — segun requerimiento y posibilidad — en Histologia e
Histopatologia, y finalmente:

«» la opcién por la via parenteral, practicamente inexplorada hasta la fecha en ambos
organos, y el registro de cambios morfologicos tras desafio antigénico en dos
areas inmunoinductoras claves confluyeron en favor de la originalidad exigible a

este tipo de trabajos

5.2.- Resultados particulares

La discusion de estos resultados se efectua por 6rgano estudiado rescatando en cada uno
de ellos los mandatorios aportes inéditos u originales asi como su posible derivaciéon médica
pues, aunque indudablemente indicativa dada la improcedente extrapolacién conejo - ser humano,

puede revestir utilidad futura para estudios en pacientes.

5.2.1. Apéndice cecal

Histologia normal

El apéndice cecal exhibe histolégicamente algunos rasgos particulares como foliculos
linfoides alargados en forma de botellén, areas T pequefias y predominio de linfocitos B. Estas
caracteristicas se revelan también en la placa ileal de oveja (Mutwiri et al., 1999; Hein et al.,
1989), del ganado vacuno (Yasuda et al., 2006) y en la de cerdos (Pabst et al., 1988) pues estos
sitios morfolégicos se comportan como érganos linfaticos primarios, analogos a la bolsa de
Fabricio de las aves.

En este 6rgano, de gran tamafo en relacion al del animal, proliferan los linfocitos B,
diversifican su repertorio, expanden el clon y son seleccionados, de igual modo a lo que sucede
en la médula 6sea humana (Mage et al., 2000; Sinha et al., 2004; Mage et al., 2006; Sinha et al.,
2006). Sin embargo, y de manera privativa en el conejo, resulta preciso para ello la microbiota
luminal que, actuando a modo de superantigeno, coadyuva en la diversificacion del repertorio
preinmune de las inmunoglobulinas (Lanning et al., 2000 a y b; Rhee et al., 2004; Lanning et al.,
2005; Shanmugam et al., 2005; Hanson et al., 2008).
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A su vez, las numerosas células M cuniculares permiten conjeturar que tal abundancia
responderia a la necesidad del conejo de trasladar antigenos luminales, especialmente bacterias
comensales, que como fuera expresado colaboran en la linfopoyesis B, poblacion mantenida por
autoproliferacion en la adultez del animal. Ademas, la extension a mayor profundidad de sus
prietas uniones ocluyentes y zénulas adherentes restringe la motilidad linfocitaria en el epitelio

(Gebert et al.,1991).

Cambios histopatologicos?

La densidad de eosinéfilos, aumentada significativamente en D, E y F (desde las bases de
los VIMs hasta los tercios medios y apicales vellositarios) respecto de A, By C (leve y basales en
los VIMs) puede implicar que, tras la inmunizacion empleada, ellos podrian ser reclutados y
colonizar areas donde predomina la renovacion celular. Esto se compadeceria con los hallazgos
reportados en otros modelos experimentales, donde la activaciéon e incremento del numero de
eosinofilos en médula ésea permanecio alto hasta 60 dias después de las inmunizaciones, fueran
éstas efectuadas con aluminio o con adyuvante completo de Freund (Chu et al., 2012).

Sin desestimarlo, estas células podrian experimentar mitosis in situ, Io0 que acrecentaria su
nuamero con la consiguiente activacion y liberacién de mediadores, que junto a otros, producirian
vasodilatacion y edema intersticial, amplificarian la sintesis de matriz intercelular y de fibras
conectivas, y provocarian la secrecion de mucus. De tal modo, los eosindfilos, con receptores al
dafo tisular, serian atraidos a los sitios de necrosis/apoptosis originados por la inflamacion vy
colaborarian con la homeostasis tisular intentando reparar los tejidos (Shamri et al., 2011).
Todavia mas, al aumentar podrian irrumpir en el epitelio llegando a producir, en casos extremos,
despefio hacia la luz.

Al mismo tiempo, su secrecién de proteinas enzimaticas liticas y citoquinas pro-inflamatorias
(factor de necrosis tumoral; interleuquinas 1y 6) contribuiria al deterioro de la funcién de la barrera
epitelial. En tal caso, no se excluye la eventualidad de sangrados posteriores, pérdida de

proteinas y exposicidon de las células inmunes de la ldmina propia a potenciales noxas luminales,

2 La priorizacion de este item en la Discusion obedece a que conlleva consideraciones necesarias para los restantes.
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hechos perceptibles en la enfermedad celiaca, la colitis ulcerosa y las alergias digestivas del
lactante (Fillon et al., 2009).

De sumarse al susodicho aumento: (1) la notoria colonizacién en los grupos D, E y F de los
sectores mas apicales y yuxtaluminales de las VIMs, (2) su asociacion al edema apical (ver mas
adelante), (3) las linfangiectasias, (4) la cercania a plasmocitos y macréfagos, (5) la hipertrofia e
hiperplasia de las células caliciformes, y (6) las bandas de fibrosis en el corion superficial, podria
hablarse de una respuesta inflamatoria donde los eosindfilos coadyuvarian en todas sus etapas
asi como en la de reparacion.

Ademas, su relacion con la hipertrofia e hiperplasia de las células caliciformes y el esperable
acrecentamiento de la secrecion mucosa, podria favorecer la multiplicacion de bacterias Gram (+),
el desarrollo de disbiosis (desequilibrio de la distribucion intestinal de la microbiota y de su
actividad metabdlica) y la ruptura del tripode inmune-homeostatico.

Asimismo, al compartir el mismo nicho que los plasmocitos y macréfagos, secretores de
factores anti-apoptéticos y de supervivencia para las células plasmaticas, bien podrian modular la
respuesta inmune mucosa, excediendo su rol de células pro-inflamatorias (Chu et al., 2014).

Esta proximidad entre eosindfilos, macréfagos y plasmocitos, mas su vecindad a las células
apoptaéticas, indicaria auxilio en la regeneracion celular, la depuracién de cuerpos apoptoticos y la
fibrosis, producto de la estimulacion fibroblastica y de la secrecion de TGF- (Kim et al., 2010).
Ello resulta apreciable frecuentemente en la esofagitis eosinofilica y la colitis ulcerosa, donde una
exagerada reparacion provocaria engrosamiento parietal y estenosis asi como alteracion de los
plexos nerviosos y de la motilidad (Odze et al., 2009).

Por su parte, la densidad leve de eosindfilos justificaria su presencia en microambientes con
preeminencia usual de proliferacion celular a causa de produccion de citoquinas y de factores de
crecimiento, relevantes para su acumulacioén, sobrevida y diferenciacion (Lee et al., 2010).

El edema — localizado en los apices de las VIMs — se revel6 leve en D y moderadoen Ey F
mientras las linfangiectasias fueron visualizadas en todas las capas del érgano de los grupos D,

E y F, y las ectasias sanguineas, poco notorias.
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Si bien en ratas sometidas a estrés fue detectada menor inflamacion en las placas de Peyer
ileales que en las vellosidades (Zhang et al., 2017) y el score inflamatorio en estas vellosidades
podria ser comparable al edema aqui registrado en los VIMs, debe tenerse en cuenta en ese
cotejo que se trata de especies diferentes.

En suma, los cambios histopatolégicos en los animales tratados, de indole
predominantemente inflamatoria (edema, linfangiectasias e infiltrados celulares a predominio
eosinofilo), mostraron un incremento progresivo en los grupos C y D en tanto que en el grupo E, a
pesar de la persistencia inflamatoria, pusieron de relieve evidencias iniciales de fibrosis e
hiperplasia de las células caliciformes, mas acentuadas en F, que corresponderian a una etapa de
reparacion en ciernes.

Siempre dentro del sector en analisis, la porcién démica tapizada por el FAE asi como los
foliculos linfaticos subyacentes se manifestaron refractarios al comun de estas modificaciones.

Estos resultados en apéndice cecal fueron similares a los comunicados en ciego y recto de
conejos mediante método analogo (Bassan et al., 2002; Roma et al., 2004; Vinuesa et al., 2005).
Y lo fueron a pesar de que en ellos se recurrid como adyuvante al hidréxido de aluminio que
polariza la respuesta inmune en el sentido TH2 y no, al adyuvante de Freund que lo hace en
sentido TH4 (Gottwein et al., 2001), como se hizo en esta ocasion.

Parecidas alteraciones fueron reportadas en ileitis lagomérficas inducidas por inoculacion
intragastrica de microbios (Sundaram et al., 1999) u oclusiéon quirirgica de intestino delgado
(Kabaroudis et at., 2003) y en enfermedades intestinales inflamatorias (Ozde et al, 2015).

Las repercusiones histopatologicas producidas por noxas distantes al tubo digestivo como
falla cardiaca o injuria traumatica cerebral (Zhang et al., 2017) revelan que los patrones
inflamatorios aparecerian asi se hallare la noxa en aquél o alejada del mismo (Peuhkuri et al.,
2010).

Resumiendo, podria decirse que todos estos cambios inflamatorios tornarian mas laxas las
uniones intercelulares lo que, sumado a una mayor extrusion epitelial, facilitaria la apertura de

brechas que habilitarian el acceso del contenido luminal (Sanchez de Medina et al., 2014; Goll et
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al., 2015). Por consiguiente, tal ingreso masivo afectaria la barrera mucosa con efectos deletéreos
perpetuadores de la inflamacion local.

A su vez, los no cuantificados macrofagos fueron diferenciados cualitativamente en tres
variedades. Una, mayoritaria, fue localizada a nivel subepitelial en el domo y en la vecindad de las
células M; otra, vimentina (-), con apoptosis y sin gérmenes, lo fue en la zona oscura de los
centros germinativos foliculares junto a grandes linfocitos (macrofagos de cuerpo tingible), y la
restante3, patognomonica de las hembras en apéndice cecal (ver Capitulo 8 — Anexo - Apartado
8.2), vimentina (+), sin apoptosis, con bacterias fagocitadas en sus citoplasmas y probablemente
células maduras, fue identificada lindante con las areas T, cercana a las vénulas post-capilares de
endotelio alto y conformando grandes cumulos en los sectores laterales foliculares.

Estos cumulos macrofagicos constituyeron un aporte morfolégico original de esta
tesis hasta la aparicion del reporte de Beyaz et al. (2017).

Sin embargo, a diferencia de este grupo de investigadores que no empled Vimentina y que
los considerd células fagociticas de cuerpos apoptéticos, se piensa en este trabajo que, ademas
de ese rol, podrian vincularse con la adecuacion de antigenos tras su captacion por las células M
y previo a su destino folicular. Tal presuncion se basa en: (1) el requerimiento de determinadas
poblaciones bacterianas por el conejo, y (2) su presencia donde el animal diversifica su repertorio
de inmunoglobulinas y mantiene constante la poblacion de linfocitos B. Localizados
estratégicamente en la vecindad de las células M ddmicas, estos macrofagos fagocitarian
bacterias luminales, migrarian, luego, hacia los foliculos linfoides y alli adquiririan no s6lo madurez

fenotipica sino que aportarian las bacterias necesarias para los procesos inmunes.

Area del FAE
El area del FAE* disminuyd en los grupos C y D, recuperandose en E y F. La eutanasia

inmediata a la inmunizacién (C y D) produjo descensos congruentes con una etapa de agresion

3 Los filamentos intermedios de Vimentina en los macrofagos indican madurez y activacién celular, son estabilizadores
citoplasmaticos, ancoran organoides y tienen expresion dinamica. Los de disposicion periférica actian como
receptores de anclaje para las bacterias, luego fagocitadas y destruidas (Mor-Vaknin et al., 2003; Mak et al., 2016)

4 A nivel subepitelial, el apéndice cecal posee mayor poblacion de linfocitos B y menor de linfocitos T que las placas de
Peyer (Ermak et al., 1990)
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mientras que aquellas mediatas (E y F) mostraron restauraciones mas ligadas con una etapa de
reparacion donde la accion del agente injuriante habria cedido tras varios dias de haber sido
inyectado el animal. El susodicho descenso del area podria atribuirse a una disminucion de los
LIEs de los bolsillos, en particular de los blastos, precursores de plasmablastos secretores de IgA,
ya que los enterocitos y las células M no experimentaron cambios. A su vez, su aumento ulterior

podria coincidir con una mayor colonizacién epitelial linfocitaria.

Area de los bolsillos membranosos de las células M

El area de los bolsillos membranosos de las células M repitid el patrén descenso
(inflamacion) - ascenso (reparacién) anteriormente sefialado. Su disminucién podria atribuirse al
numero linfocitario y su aumento, a mayores células alli ubicuas o a edema.

Se resalta aqui que el empleo conjunto de vimentina y microscopio laser confocal permitié
determinar el aspecto columnar irregularmente hexagonal o pentagonal adoptada por las
células M, forma que no deja brechas y responde, ademas, a su contribucién a la barrera
mucosa (ver Capitulo 8 — Anexo - Apartado 8.4).

Mas aun, el drea de los bolsillos membranosos de las células M® por no haber sido
abordado con anterioridad coadyuva, con otras aportaciones, a la originalidad de esta
tesis. Por ello, se omitidé estimar el porcentaje del FAE ocupado por las células M pues ya lo fue
por otros autores (Pappo and Ermak, 1989; Gebert et al., 1992), quienes establecieron que el
conejo posee un 40-50% de células M, determinando, asimismo, una mayor eficiencia en la
captacion de particulas en relacion a modelos murinos.

La bibliografia reporta cambios en el FAE y en las células M en distintos animales. Asi, ratas
inyectadas subcutaneamente con indometacina mostraron mayor longitud del FAE y aumento de
las células M (Kucharzik et al., 2000b; Lugering et al., 2004). Por su parte, ratones mantenidos al
nacer en un medio libre de gérmenes y transferidos luego a un habitat normal revelaron aumento

del area cubierta por células M (Smith et al., 1987). Similares resultados fueron obtenidos al

5 Los bolsillos basolaterales de las células M son espacios intersticiales inter-epiteliales que no acumulan productos
secretorios ni desechos celulares limitandose a alojar células inmunocompetentes. El aumento o disminucion de este
espacio es mucho mas dinamico y rapido que el incremento o decremento de células completas.

82



DISCUSION

infectar oralmente ratones libres de gérmenes con Salmonella (Savidge et al., 1991). En conejos,
la administracion endovenosa de dexametasona generd disminucion de células M (Roy et al.,
1992). No obstante, en conejos receptores de nutricién parenteral a largo plazo fue reportado lo
opuesto (Fujimura et al., 2007). Dable es apreciar en todos ellos, que no utilizaron el material y/o
el método aqui usado ni formulado, que la variacion ocurrié a nivel del contenido luminal o que fue

consecuencia de medicamentos inductores o aliviadores de la inflamacion.

LIEs

Los LIEs en los bolsillos de las células M fueron cuantificados y en todos los grupos
analizados, fueron mayoritariamente de gran tamarfo (10 yum o mas).

También en su totalidad, hubo disminucion del niumero linfocitario que, al margen de la
significativa merma blastica en C y D, lo fue particularmente en E y F.

Por consiguiente, el tratamiento habria producido una menor entrada de linfocitos a los
bolsillos mas una inhibicidén de la transformacién blastica asi como una incompleta recuperacion
homeostatica durante las dias estudiados.

Dado que el apendice cecal es el sitio periférico de expansién de los linfocitos B, esta caida
blastica, a través del descenso de plasmocitos, bien podria afectar la inmunidad humoral del
animal.

Los resultados antedichos coincidieron con la gran cantidad de LIEs intermedios y grandes
en los bolsillos de las células M reportada por trabajos realizados en conejos y en otros animales
(Shimizu et al., 1967; Owen et al., 1974; Marsh, 1975 a y b; Schmedtje, 1980; Gebert et al., 1991;
Gebert et al., 1992; Brandtzaeg, 2004). En cambio, hubo quienes si bien comunicaron su aumento
en conejos tras administracién oral de una bacteria no intestinal (Borghesi et al., 1996) y en ratas
libres de gérmenes luego de colonizacion microbiana (Yamanaka et al., 2003), no lo hicieron

distinguiéndolos por tamafio.

Apoptosis
Las células apoptéticas, cuantificadas de igual modo que los LIES, registraron un
decremento leve no significativo en el grupo C; otro, estadisticamente significativo en los animales
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con dos inmunizaciones subcutaneas (grupo D). Al cotejar los grupos E y F con el D se detecté un
incremento significativo primordialmente por lo sucedido en E ya que en F se aprecid un
perceptible descenso.

Los cuerpos apoptéticos, por su tamafo pequefio, su forma esférica y la ubicaciéon en los
bolsillos de las células M, fueron interpretados como fragmentos de células inmunocompetentes
(en su mayoria de estirpe linfocitaria como ya se adelantd) y no, como vestigios de células
epiteliales.

Los decrementos apoptoéticos en los grupos C y D (etapa de inflamacion) podrian atribuirse a
que, dado que los bolsillos de las células M son extensiones de los centros germinales segun se
dijo oportunamente, los linfocitos, en fase efectora durante este periodo de la respuesta inmune,
expresarian factores antiapoptéticos como bcl-2, que aumentaria su sobrevida (Yamakana et al.,
2001)

Cedida la noxa (etapa de reparacién), el sistema inmune mucoso tenderia a recuperar su
homeostasis, eliminando linfocitos innecesarios a través del proceso apoptético lo que podria
explicar el incremento detectado a los 7 dias de la segunda inmunizacién (grupo E). A su vez, la
marcada disminucion apoptética a los 14 dias de ella (grupo F) coincidiria con el aumento de
macrofagos en el centro folicular y en el domo. Este fendmeno daria cuenta de la existencia de
apoptosis y, asimismo, de aclaramiento por fagocitosis lo que impediria la llegada de estos “restos
linfocitarios” al epitelio.

Heczko et al. (2001) reportaron disminucién de la actividad apoptética en tubo digestivo de
conejos infectados oralmente con cepa enteropatogénica de Escherichia coli, interpretandola
como debida a una menor produccion de factores pro-apoptéticos o a un mayor aclaramiento por
la llegada de numerosos macréfagos.

A este respecto, corresponde agregar que la apoptosis es un proceso detectable tanto en la
fase de iniciacion cuanto en la de resolucion final de la respuesta inmune ya que no solo mantiene
asi un estricto niumero de linfocitos en el organismo (Giovannetti et al., 2008) sino que resulta

especificamente util para la modulacién de la respuesta inmune puesto que implica la eliminacién
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de células previamente activadas y descartables y la liberacion de factores anti-inflamatorios,
mecanismo éste muy ligado al proceso de regeneracion tisular (Arandjelovic et al., 2015).

Una apoptosis linfocitaria ineficiente en apéndice cecal podria afectar la funcion de barrera
mucosa con la correspondiente translocacion de bacterias intestinales potencialmente patégenas
y de endotoxinas, las que al activar la respuesta inflamatoria, aumentarian el dano celular y harian
ingresar en un circulo vicioso de dificil control (Fan et al.,, 2009). Ademas, podria alterar la
respuesta inmune secretoria en la mucosa digestiva, donde es necesaria la interaccion entre
linfocitos B y T y otros territorios mucosos donde favorecia su colonizacién por gérmenes
patégenos. Esto ultimo se basa en que el referido érgano cunicular, de gran tamano, es el sitio
principal de generacion de células B, mantenidas por auto-renovacion en este GALT en presencia
de una microbiota luminal adecuada. Las células seleccionadas son preservadas de la apoptosis,
realizan cambio de isotipo hacia IgA y se alojan no sélo en la lamina propia del tubo digestivo sino
en lugares distantes como las glandula salival y mamaria y los tractos respiratorio y reproductivo

(Pospisil et al., 1998; Mage et al., 1999).

Patrones de glicosilacion y eventuales cambios en los residuos de sacaridos

A pesar de existir cambios inflamatorios y algunos signos de reparacion no fueron
observadas modificaciones en los patrones de glicosilacion.

Cualitativamente, las células M revelaron en su superficie y bolsillos laterales L-fucosa
(monosacarido) que no fue revelada en enterocitos ni en el mucus. La N-acetil- galactosamina
(derivado de monosacarido), fue mas notoria que en los enterocitos vecinos y estuvo ausente en
mucus.

Asi como la D-galactosa estuvo ausente en células M, enterocitos y mucus, la N-acetil-
glucosamina (derivado de monosacarido) fue evidenciada intensamente en dichos componentes.

Si bien las células del FAE guardan cierto parecido morfolégico esta faceta diferiria en sus
marcadores de superficie sugiriendo una mayor adaptacion en apéndice cecal al microambiente
bacteriano variable (Jepson el al., 1993; Gebert et al., 1993; Lelouard et al., 1999; Lelouard et al.,

2001). Ademas, la diferente composicion de la membrana apical de las células M resulta de
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utilidad para el empleo de vacunas y antigenos en enfermedades autoinmunes y podria explicar
por qué algunos gérmenes, toxinas y priones se unen a ellas y explotan esta via para infectar el

organismo.

5.2.2 Placas de Peyer (ileon terminal)

Histologia normal

Existen algunas diferencias morfolégicas de placa de Peyer en relacidon a apéndice cecal.
Una de ellas es la presencia de foliculos linfoides mas esféricos, areas T de mayor superficie y
con mayor cantidad de linfocitos T (Haines et al., 2016). Otra reside en el FAE que se halla en
mayor contacto con el contenido luminal y cubierto parcialmente por vellosidades elongadas y
acodadas hacia el domo (Faulk et al, 1971).

En contraste, el epitelio del apéndice cecal se encuentra separado de la luz por las grandes
vellosidades interdomicas en su casi totalidad (Snipes, 1978; Cesta, 2006).

Tal como fuera adelantado en apéndice cecal, esta histoarquitectura indicaria que placa de

Peyer funcionaria mas como un érgano linfatico secundario que como generador de linfocitos B.

Cambios histopatolégicos

Algunos de los cambios histopatologicos referidos a edema, linfangiectasias vy
macréfagos domicos e intrafoliculares son similares a los previamente reportados y debatidos en
apéndice cecal. Empero, resulta pertinente resaltar que los dos primeros mostraron mayor
intensidad a nivel ileal (grado moderado), lo que indicaria una mayor respuesta a la inmunizacién
subcutanea en esta localizacion.

Puede decirse, entonces, que los cambios histopatolégicos hallados son los descriptos en
ocasion de inflamacion intestinal (Jiminez et al., 2015).

Por su parte, los leucocitos eosinéfilos, adoptan una ubicacién similar a los apendiculares.
Tal proximidad a las areas T y a las criptas asociadas al foliculo, confirman su participacion tanto
en la renovacioén epitelial como en la respuesta inmune, colaborando en el reforzamiento de la

barrera mucosa. En los animales de los grupos D, E y F se reconocié un aumento en las zonas
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descriptas, particularmente en la lamina propia del domo y en el FAE llenando los bolsillos de las
células M y en reemplazo de los linfocitos en muchos casos. Esto indicaria que, pese que a este
nivel no existieron fendmenos reparativos tan marcados como los apendiculares (fibrosis,
hiperplasia de células caliciformes), los eosindfilos sumarian su participacion en las ultimas etapas
de la respuesta inmune intentando retomar la homeostasis. Lo que si fue visualizado es que se
aproximaban a los cuerpos apoptéticos en el epitelio o a los macréfagos estromales con material
apoptatico en sus citoplasmas. Asi, podria conjeturarse que aumentan en areas de degradacion
celular, creando quiza un microambiente que mantiene a los macréfagos en un estado de hipo-
respuesta, pasible de dafiar aun mas la mucosa y de debilitar la barrera (Mowat et al., 2010).

Como se dijera, el aumento del infiltrado de eosindfilos fue hallado ya en otros érganos del
aparato digestivo de conejo ante la sensibilizacién subcutanea, con mayor intensidad a la aqui
descripta y empleando hidroxido de aluminio como adyuvante (Bassan et al., 1999; Roma et al.,
2004; Vinuesa et al., 2005). Si bien fue también puntualizado en placa de Peyer de ratones en
modelos de hipersensibilidad tipo | (TH2) (Mishra et al., 2000), no fueron halladas descripciones
de su aumento ni de su participacion en el FAE en diferentes patologias.

Discordancias ultraestructurales entre células M de placa de Peyer y apéndice cecal
cunicular (bolsillos mal delimitados, con cumulos linfocitarios mas irregulares en tamafio y forma,
existencia de uniones ocluyentes y zonulas adherentes extendidas menos en profundidad vy
dotadas de menor cantidad de hebras sobreimpuestas) (Gebert et al., 1991) permiten suponer una
mayor movilidad de células inmunocompetentes y el ingreso de eosindfilos.

A los antedichos cambios histopatoldgicos, cabe sumar la presencia de bullas apicales en
el epitelio columnar del FAE. Estas protrusiones aumentaron en los animales de los grupos E y
F (etapa de reparacion). Muchas de las células que las portaban evidenciaron citoplasmas
condensados, carentes de linfocitos intraepiteliales y nucleos pequefos y picnéticos. Existen
autores que, morfolégicamente, las han descrito en la fase citoplasmatica de ejecucién de la
apoptosis (Mills et al., 1999). Con posterioridad, otros han especulado al respecto que al
contraerse el anillo periférico de actina, crece la presion intracelular y el citoesqueleto se
desmantela (Tixeira et al., 2017). Funcionalmente, hay quienes las presumen fuente de reserva de
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membrana (Erickson et al.,1976) o bien, de utilidad durante el movimiento celular y la citocinesis
(Charras, 2008).

La asociacion de bullas apicales con condensacion citoplasmatica y nucleos pequefos y
picnoticos sugiere degeneracion celular. Mas aun, considerando que estas células se hallan
préximas a un capilar sanguineo puede conjeturarse que estan en fase de anoikis, previa a la
extrusion (Grossmann et al., 2001; Bullen et al.; 2006). Finalmente, el despefo de células hacia la
luz podria abrir brechas en el epitelio (Liu et at., 2013) y facilitar el contacto con el contenido

luminal, cuyo ingreso masivo podria resultar deletéreo.

Areas del FAE y de los bolsillos membranosos de las células M

El area del FAE en placa de Peyer experimenta un descenso no estadisticamente
significativo. La superficie aumenta en la etapa de reparacion superando los valores de los
animales controles a los 15 dias post-inmunizacién.

Por su parte, el area de los bolsillos membranosos de las células M acompafa estas
modificaciones.

El incremento significativo del area de los bolsillos de las células M de placa de Peyer de los
animales de los grupos E y mas aun en los del gupo F (etapa reparativa) podria estar mas
relacionado con la presencia de edema (aumento del liquido extracelular) y de elementos
celulares no habituales en el FAE (eosindfiilos) que con representantes de la progenie linfocitica,
pues los blastos descienden - como se vera mas adelante - y los linfocitos son células pequefias.

Han sido reportadas aumento de células M en ratones (Smith et al., 1987; Savidge et al.,
1981) y en conejos (Borghesi et al., 1999; Man et al., 2008) por cambio del contenido luminal y en
ileitis inducida por indometacina en ratas (Kucharzik et al., 2000 (b); Ligering et al., 2004). En
contraste, se ha comunicado su disminucién en placa de Peyer cunicular tras nutricién parenteral
prolongada (Fujimura et al., 2007).

Empero, en este estudio no fue constatada modificacion en el nimero de tales células ya
que el area ocupada por ellas se mantuvo en valores similares y la superficie de los bolsillos

cambio en relacion al area epitelial.
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LIEs y apoptosis

Los numerosos LIEs en el FAE de placa de Peyer, distribuidos asimétrica, irregular y
fundamentalmente en los bolsillos de las células M, son en su mayoria de gran tamano (10 um de
diametro o mas) (Faulk et al., 1971; Rowinsky et al., 1984).

Desde los bolsillos de las células M, éstos caen a la luz por la mayor laxitud de las uniones a
este nivel, se localizan entre las bridas de mucus y la microbiota luminal donde mantendrian su
competencia inmunitaria, segun fue comprobado en lagomorfos (Heatley et al., 1984).

El aumento de los blastos y el descenso de las células inmunocompetentes de pequefio
tamafo, posterior a ambas inmunizaciones, y su comportamiento inverso en la etapa de
reparacion fueron notorios. Se ha apreciado morfolégicamente que la administracion parenteral
produjo inflamacion, algunos signos de degeneracion epitelial y modificaciones en las poblaciones
linfocitarias en los bolsillos del FAE pese a ignorarse si las células dendriticas captan el antigeno
en el sitio subcutdneo de inoculacion o bien sensibilizan linfocitos que luego se dirigen a los
GALTs (Clements et al., 2016).

En consecuencia, el referido aumento de blastos podria deberse en parte a una disminucion
en las apoptosis y esto acrecentaria igualmente los precursores de plasmablastos secretores de
IgA. Por su parte, su disminucion en etapa de reparacion podria indicar que el sistema estaria
retomando su homeostasis al desaparecer el antigeno, con una mayor muerte celular programada
de linfocitos.

Si bien ha sido reportados incrementos de las poblaciones intraepiteliales de placa de Peyer
cunicular (Regoli et al., 1994) y en ratas (Yamanaka et al., 2003), los mismos se han registrado
después de la administracién oral de gérmenes y sin discriminar el tamafio de los linfocitos.
También, fue comunicada su disminucién en lagomorfos post-tratamiento con dexametasona (Roy
et al., 1992).

En general, ha sido demostrado en mamiferos que la cantidad de linfocitos de los sitios
inmunoinductores del aparato digestivo depende de su arribo por via sanguinea, de su salida de la
linfa, de la apoptosis y de la proliferacion local. A su vez, en cerdos en particular fue observado
que su numero en la placa ileal (morfolégicamente similar al apéndice cecal cunicular) es mas
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reducido al que accede a la placa yeyunal (Rothkétter et al., 1999). Ello podria explicar por qué los
cambios histopatologicos en el FAE de apéndice cecal son menores a los mas notables exhibidos

por la placa de Peyer.

Patrones de glicosilacion y eventuales cambios en los residuos de sacaridos
Excediendo los cambios inflamatorios y algunos signos de reparacion no fueron registradas
modificaciones en los patrones de glicosilacion en esta placa. Por su parte, las células M revelaron
cualitativamente en superficie y en sus bolsillos laterales L-fucosa (monosacarido). Por su parte, la
N-acetil-galactosamina (derivado de monosacarido), fue muy intensa, tanto en las células cuanto
en el mucus superficial.
A este respecto, hubo quienes observaron aumento de la fucosilacion de las células en el
FAE en placa de Peyer utilizando ratones expuestos a toxina colérica y dos sustancias pro-
inflamatorias (dextran-sulfato de sodio e indometacina), todos ellos agentes inductores de estrés
al alterar el medio intestinal (Terahara et al., 2011). Precisamente, la inflamacién, por liberacién de
citoquinas como linfotoxina y TNF-a, puede inducir la reduccion en la formacion de
microvellosidades y esto alterar la funcion de barrera por mayor posibilidad de pasaje de

macromoléculas (Bennett et al., 2014).

5.3 Concordancias, discordancias e interacciones entre apéndice cecal y placa de Peyer

Entre ambos érganos, dable es puntualizar determinadas concordancias, discordancias e

interacciones:

5.3.1 Concordancias

Excediendo las ya citadas concordancias morfolégicas (en grupos control y experimentales)
atribuibles a una similar respuesta organica al desafio antigénico parenteral en los tiempos
realizados, existe otra, destacable y clave en este trabajo,

La proliferacion criptal y el origen de las células M constituyen un item comun a

apéndice cecal y placa de Peyer
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En el conejo, la proliferacion a nivel de las criptas, ha sido estudiada en ciego e intestino
grueso (Grant et al., 2001) pero no en los 6rganos aqui estudiados ni en las criptas
asociadas al foliculo.

La aportacion al respecto reside en que el sector proliferativo se ubica en el tercio medio y el
inferior de las criptas, pero en la base misma de ellas o en sus proximidades (vale decir, en la
posicién 0 o inmediatas) no fueron hallados nucleos Ki-67 positivos.

Considerar a las células de acuerdo a su posicion criptal y en direccion ascendente desde la
base de ésta hasta la union cripto-démica no sélo indica la ubicacién de las células sino que
informa, ademas, sobre su edad y su comportamiento. En lo que a edad celular concierne, las
mas afiejas son las mas profundas y las mas jovenes son aquéllas halladas segun se asciende.
En lo que atafie a su comportamiento, las inferiores son las mas indiferenciadas y ganan en
diferenciacion hacia determinado linaje a medida que ganan altura.

Cuando se dividen, las células del compartimiento proliferativo orientan su aparato mitético
paralelo a la luz, de modo tal que las nuevas células se agregan siguiendo la columna de nucleos
preexistentes. Tras dos o tres rondas de divisiones celulares y coincidiendo con el sector medio de
la cripta, la actividad mitotica se acelera como lo trasunta morfoldgicamente la acumulacién
nuclear que protruye hacia la luz8. Como se ha dicho, la mediana del ultimo nucleo en registrar
proliferacion corresponde al localizado en la posicion 14.

Asimismo, a nivel de las células en rapida division se manifiestan, inicial vy
citoplasmaticamente, pequefios trazos filamentosos de vimentina, paralelos al eje mayor nuclear.
Esto, mas evidente en la vertiente folicular de la cripta, equivale a decir que, en coincidencia con
la mayor proliferacion celular, los primeros indicios de predeterminacién hacia la linea M pueden
ser reconocidos.

En relacion a su diferenciacion:

a. los primeros indicios de diferenciacion hacia la linea M a nivel de las criptas coinciden con

las células en etapa divisional mas acelerada

6 Estas células son denominadas divisionales en transito en las criptas intestinales de rata y raton (Crosnier et al., 2006).
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b. las células, que completaran su maduracion en el FAE y se asociaran a elementos
linfoides, estan ya pre-determinadas hacia la linea M antes de abandonar la cripta, segun
se precitara en (a)

c. las células M cuniculares, en consecuencia, no se originarian de enterocitos
diferenciados sino de células madres criptales, de igual modo a que lo hacen otras lineas
celulares (enterocitos, células caliciformes y enteroendocrinas)

Por consiguiente, podria sefalarse que, ademas de lo nuevamente aportado en relacion
con la proliferacion celular en las criptas asociadas al foliculo, se suman resultados en
conejos obtenidos con vimentina y vinculados al origen de las células M en células madres
criptales (Gebert, 1992; Jepson et al., 1993; Gebert et al., 1997a; Gebert et al., 1999). La
diferencia con otros autores sostenedores del origen a partir de enterocitos de las células M, es
que ellos trabajaron con técnicas indirectas y lo hicieron en ratas, ratones o linea celular de
carcinoma (Bye et al.,1984; Roy, 1987; Lugering et al., 2005; Westphal et al., 2008; Knoop et al.,
2009; Hsieh et al., 2010; Ebisawa et al., 2011; Hsieh et al., 2012; Nakato et al., 2016).

Por consiguiente, ademas de avalar lo antedicho, estos resultados contrarian la
diferenciacion a partir de enterocitos maduros, por contacto con células inmunes o mediadores
solubles, respaldada por otros investigadores (Smith et al., 1980; Bhalla et al., 1982; Savidge et
al., 1991; Smith et al., 1992; Kernéis et al., 1997; Borghesi et al., 1999; Nicoletti, 2000). A ello
debe agregarse la alta improbabilidad de que una célula madura como el enterocito se

desdiferencie para luego volver a diferenciarse hacia otra estirpe celular como la M.

5.3.2 Discordancias e interacciones

Las discordancias cuantitativas y cualitativas entre ambos érganos analizados indicarian
que la administracion parenteral de un antigeno podria influir negativamente en la interaccion
cognada entre linfocitos B y T durante la caracterizada etapa inflamatoria (mas acentuada en

placa de Peyer).
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A su vez, las discordancias histopatolégicas entre apéndice cecal y placa de Peyer
podrian explicarse segun lo demostrado en mamiferos, particularmente en el cerdo, segun lo ya
debatido en el item LIEs y apoptosis de la antedicha placa (Rothkétter et al., 1999).

Por ultimo, las interacciones podrian llevar a inferir: (a) la existencia de conexiones entre
el SIP y el SIM", y (b) una probable alteracion o debilitamiento funcional en dos de los
componentes del tripode inmune-homeostatico (epitelio-SIM), mas marcada en placa de
Peyer

Mas auln, articulandolo con determinados rasgos histoarquitectonicos de esta ultima
(presencia de foliculos linfoides mas esféricos, mayor area T, células M con bolsillos mas
voluminosos y uniones intercelulares mas laxas y menos profundas) podria corroborarse el rol
predominante de érgano linfatico secundario de la placa de Peyer y el de érgano linfatico
primario del apéndice cecal cunicular, en congruencia con lo hallado en cabras, cerdos, ovejas

y vacunos (Pabst et al., 1988; Hein et al., 1989; Mutwiri et al., 1999; Yasuda et al., 2006).

5.4. Posible derivacion médica

La placa de Peyer (GALT) es un centinela que monitorea continuamente el contenido
luminal. Traslada pequefias cantidades de éste y educa a las células T no solo hacia la inmuno-
tolerancia de los antigenos alimentarios y la microbiota comensal sino hacia la generaciéon de una
respuesta secretoria, rica en IgA (lweala and Nagler, 2006; Kobayashi et al., 2019). Para que ello
acontezca se requiere la transferencia eficiente de dichas porciones de contenido luminal hasta el
tejido linfoide subepitelial, a través de las células M (Kanaya et al., 2020).

Desde la placa de Peyer y los foliculos linfoides solitarios, brazos inmuno-inductores del
SIM, las células dendriticas migran hacia los ganglios linfaticos mesentéricos, barrera eficiente
que impide el paso de tales antigenos al resto del organismo, donde la respuesta inmune se

amplifica.

7 El SIM, originado filogenéticamente antes que el SIP, es casi tan antiguo como el timo, también endodérmico. Se
diferencia del SIP en la composicién celular, en los mecanismos de reconocimiento de antigenos y en las funciones
efectoras (Nakamura et al., 2018)
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En ese marco, probablemente, administrar un antigeno por via subcutanea alteraria la
homeostasis del SIM provocando, a partir de tal desequilibrio, el ingreso descontrolado de
antigenos luminales, cuyo pasaje masivo a los tejidos internos excederia las barreras mucosas y
bloguearia la tolerancia o la colonizacién de otros 6rganos.

Lo hasta aqui comunicado y debatido, indicaria una posible alteracion de la barrera mucosa
(epitelio, células inmuno-competentes), pasible de facilitar el pasaje de bacterias luminales o
antigenos alimentarios al interior del organismo y de conducir, transcurrido determinado plazo, a la
aparicion de enfermedades.

Al respecto, en casos de espondiloartropatia humana (patologia con manifestaciones
reumaticas e inflamacion localizada en placa de Peyer y valvula ileo-cecal) fue identificado
ultraestructuralmente un aumento de las células M en tal placa (Cuvelier et al., 1994).

Similares hallazgos han sido reportados en pacientes con colitis ulcerosa (Smillie et al.,
2019) y con enfermedad de Crohn (Fujimura et al., 1996) revelando que el microambiente
inflamatorio o infeccioso induce la poblacion de células M, aumentaria el traslado macromolecular
y agravaria aun mas la respuesta inflamatoria.

Resulta igualmente atractivo postular la colaboracion de las células M y la disbiosis en la
patogenia de enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoidea, la diabetes tipo 1, la
esclerosis multiple y el sindrome de Guillain- Barré. A este ultimo, de aparicidén post-vaccinal o
post-infeccidon, se lo ha relacionado con el Campylobacter jejuni, que ingresaria al organismo
provocando la produccién de anticuerpos que reaccionarian de manera cruzada con gangliésidos
de la mielina. Precisamente, se ha comprobado en el conejo — animal aqui utilizado- que el
Campylobacter se adhiere de manera selectiva a las células M de la placa de Peyer, siendo
trasladado rapidamente por ellas (Walker et al., 1988).

Por ende, nada ocioso es insistir en la necesidad de conocer la composicion de la
membrana apical de las células M desde que, ademas de explicar por qué algunos gérmenes,
toxinas y priones se unen a ellas y explotan esta via para infectar el organismo, podria proveer

informacion para el empleo de vacunas y antigenos en enfermedades autoinmunes.
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El requerimiento de estudios morfolégicos se torna mas indispensable porque aunque se
sostiene actualmente que la administracion parenteral de una vacuna no induce respuesta inmune
en el SIM ni su administraciéon oral en el SIP, existen autores que en saliva, amigdala y fluido
vaginal humanos hallaron aumento de IgA o de sus ceélulas secretoras tras su inmunizacion por
via parenteral, con toxoide tetanico, subvirion influenza, polisacarido de meningococo,
pneumococo o hemophilus influenza, (Clements et.al, 2016), sin haber abundado, eso si, en lo
histolégico ni en lo histopatologico.

Los resultados registrados en este trabajo, desde ya indicativos por no ser extrapolables de
conejos a humanos pese a ser Oryctolagus cuniculus evolutivamente mas cercano que Rattus
novergicus y Mus Musculus a Homo sapiens sapiens, respaldarian tal requerimiento puesto que
una administracién antigénica parenteral como la llevada a cabo podria:

(a) afectar no soélo a la mucosa intestinal sino a otras (respiratoria, urinaria)

(b) plantear si en personas vacunadas subcutanea o intramuscularmente no pudiere
suceder lo reportado en este estudio o algo similar y, de ocurrir, si lo hallado podria
compatibilizarse con los aumentos antedichos de plasmocitos y de IgA en humanos

(c) sustentar la viabilidad o no de administrar inmunégenos orales a pacientes que
sobrellevan simultaneamente una infeccién o una enfermedad sistémica, y, de ser ello
posible, establecer el momento mas conveniente de su empleo

A modo de cierre y en idéntica tesitura, se deja abierto el siguiente interrogante: ¢ el cuadro
diarreico presentado por un nifio dias después de una amigdalitis podria estar relacionado de
algun modo con lo hallado en esta tesis?

Responsum est in scientia
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Se valora que la presente tesis doctoral, centrada en lo morfolégico (hoy, gold standard) y
cuyos momentos légico, metodologico, técnico y tedrico (Sabino, 1996; Di Masso et al., 2014)
fueron expuestos en los capitulos precedentes:

¢ acrecienta desafios antigénicos orales registrados en la bibliografia especializada

¢ responde y excede a las preguntas - guia de su hipotesis

e describe y explica determinados hechos corroborando? lo conjeturado en su hipotesis

alternativa (Ha) mediante resultados obtenidos dentro de un definido contexto (lugar,
tiempo y participantes).

o satisface sus objetivos general y especificos a través de método y técnicas acordes

(cuantitativas, semicuantitativas y cualitativas)

e recurre a la via parenteral, practicamente inexplorada hasta la actualidad en dos 6rganos

inmunoinductores clave

En este marco, ha sido dable apreciar: (a) aportes inéditos u originales y, (b) posible

derivacion médica

Aportes inéditos u originales

Modificaciones tras desafio antigénico parenteral (via inusual)

v Presencia de foliculos voluminosos, areas T pequefias y cambios histopatolégicos poco
acentuados en apéndice cecal indicando que éste, que funge de 6rgano linfatico primario
durante los tres primeros meses de vida del animal devendria luego secundario, pero
conservaria ciertas caracteristicas funcionales de primario, y aspectos morfolégicos en
placa de Peyer compatibles con su rol de érgano linfatico secundario

v' Cambios histopatoldgicos cuanti-cualitativos en apéndice cecal y placa de Peyer

(eosindfilos, linfangiectasias y edemas), caracterizadores de dos etapas: inflamatoria o de

1 El austriaco Karl Raimund Popper (1902-1994) selecciond este término obviando otros mas afirmativos y terminantes
como: probada, avalada, confirmada, validada, legitimada o verificada. El hacia base en la falsacion (o refutacion)
cuyo sostén légico era el argumento: modus tollendo tolens (modo que al negar, niega). Aplicado a esta tesis, fue
conjeturado que ocurririan modificaciones. De no haberlas habido, tal hipotesis hubiera sido falsa (doble negacion) y
se hubiera cumplido el antedicho argumento. En tal caso, la refutacion no necesariamente anulaba sino que
debilitaba la hipétesis y habria sido necesario replantearla.
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agresion en C, D y E y reparadora en ciernes en F. Estas etapas, no reportada en los
desafios orales, son perfiladas en esta tesis desde una mirada morfoldgica
Modificaciones semicuantitativas y cuantitativas en las areas del FAE y de los bolsillos
membranosos de las células M, LIEs y apoptosis en apéndice cecal y placa de Peyer
que, compatibles con las susodichas etapas, permitirian definir a tales sitios organicos
como antigeno-dependientes

Patrones de glicosilacion y eventuales cambios en los residuos de sacaridos distintos en
membrana de células M, en apéndice cecal y placas de Peyer

Merma funcional en la barrera mucosa de ambos 6rganos en dos de los componentes del
tripode inmune-homeostatico (epitelio y sistema inmune mucoso)

Existencia de concordancias, discordancias e interacciones entre ambos 6rganos
Interconexion entre los sistemas inmunes periférico y mucoso que, negada por algunos
autores, es afirmada por otros que, empero, no lo hacen desde una perspectiva

morfoldgica como la aqui efectuada

Origen de las células M

v' Origen de las células M en el conejo a partir de las células madres indiferenciadas de las

criptas asociadas al foliculo en ambos érganos

Posible derivacion médica

A este respecto, los resultados, indicativos y no extrapolables de conejos a humanos,

sugieren la conveniencia de estudios similares en pacientes, éticamente sustentados, ya que la

administracion antigénica parenteral podria tener consecuencias indeseables sobre distintas

mucosas, en tratamientos vigentes y en desarrollo.

Mas aun, sin poderse descartar la influencia de otros factores en una compleja red de

interacciones.
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ANEXO

8.1. TRABAJOS SOCIALIZADOS SOBRE EL TEMA

1. XVIII Congreso de la Sociedad Espafola de Histologia e Ingenieria Tisular, VI International
Congress of Histology and Tissue Engineering y Il Congreso Iberoamericano de Histologia.
Bilbao (Vizcaya, Espana), septiembre 2015
Morphometric study of the Follicle-Associated Epithelium and the intraepithelial
lymphocytic population in rabbit appendix (Roma SM, Pérez FA, D’Ottavio AE)
(Comunicacion Libre)

Publicado como Abstract en Histology and Histopathology. Cellular and Molecular Biology.
2015; 30 (Supp. 1): 64-65

2. XIX Congreso de la Sociedad Espafola de Histologia e Ingenieria Tisular, VII International
Congress of Histology and Tissue Engineering y IV Congreso Iberoamericano de Histologia.
Santiago de Compostela (Galicia, Espafa), septiembre 2017
M cells in rabbit appendix: its area and origin after parenteral antigen challenge (Roma
SM, Pérez FA, D'Ottavio AE) (Comunicacion Libre)

Publicado como Abstract en Histology and Histopathology. Cellular and Molecular Biology.
2017; 32 (Supp. 1):10-10

3. XX Congreso y XXXVIII Reunién Anual de la Sociedad de Biologia de Rosario.
Rosario, noviembre 2018
Macroéfagos vimentina (+) en apéndice cecal de conejo (Roma S, Pérez FA, D’Ottavio
AE) (Péster)

Publicado como Vimentin (+) macrophages in rabbit cecal appendix (Abstract) en Biocell

2019; 43 (Supp 2): A63
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4. XX Congreso de la Sociedad Espafola de Histologia e Ingenieria Tisular, VIII International
Congress of Histology and Tissue Engineering y V Congreso Iberoamericano de Histologia.
Murcia (Murcia, Espana), septiembre 2019
Rabbit Peyer’s patches membranous cells (M cells) subcutaneously challenged with
ovoalbumin (Roma SM, Pérez FA, D'Ottavio AE) (Comunicacion Libre)

Publicado como Abstract en Histology and Histopathology. Cellular and Molecular Biology.
2019; 34 (Supp. 1): S73

5. XXI Congreso y XXXIX Reunién Anual de la Sociedad de Biologia de Rosario.
Rosario, noviembre 2019
Células membranosas en Placa de Peyer de conejo: area de los bolsillos y apoptosis
de los linfocitos intraepiteliales (Roma, SM; Pérez, FA; Di Paolo, B; Garcilazo M; Marquez
Vallari L; D’Ottavio AE)

Aceptado para publicacion en Biocell 2020

8.2. ALGUNAS DIFERENCIAS INTERSEXUALES

A continuacion, se rescatan algunas diferencias intersexuales que, por valorarse de interés,
resultan pasibles de cuantificacion y comparacion ulterior tras o aumento y equiparacion de

animales de ambos sexos

Apéndice cecal

Dada su exclusividad en este érgano, los datos resultantes de la evaluacion de 20 foliculos

linfoides (unidad experimental) / animal se presentan en la siguiente tabla:
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Porcentaje de cumulos macrofagicos en relacion con los foliculos
linfoides en apéndice cecal de conejos de ambos sexos sometidos a

diferentes tratamientos

Grupos Foliculos Cumulos Total %
linfoides macrofagicos
A Q 60 53 88,33
d 40 9 22,5
Q 40 36 90
B 3 40 26 65
Q 40 18 45
¢ 3 40 17 42,5
Q 40 24 60
b d 60 36 60
Q 40 15 37,5
E
3 60 35 58,33
Q 60 58 96,66
F
d 40 40 100

ANEXO

En A y B (grupos controles y expuestos solo a adyuvantes), los cumulos macrofagicos

fueron practicamente patognomonicos de las hembras ya que permitieron a histélogos no

involucrados con este trabajo distinguir de inmediato a tales grupos.

Placa de Peyer

Al MO, las bullas (o blebs) apicales de las células epiteliales del FAE aparecieron mas

numerosas en conejos hembras que en animales machos.
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8.3. LINFOPOYESIS EN EL CONEJO

El conejo inicia su linfopoyesis en el higado fetal y el bazo, proceso que se traslada a la
médula 6sea poco antes del nacimiento (Mage et al., 2006).

La generacion del repertorio fetal y neonatal de linfocitos B es muy peculiar en este animal
ya que no ocurre en él una unidon combinatoria y aleatoria de genes (como sucede en otros
mamiferos; entre ellos, rata, ratdon y ser humano) sino que, a pesar de que cuenta con mas de 100
genes V, se vale de un numero limitado de ellos, preferentemente el VH (porcién variable de la
cadena pesada de Ig) localizado en el extremo 3'y préximo a los loci D. Este rearreglo génico luce
algo ineficaz dada la unién limitada de genes (Lanning et al., 2000 a).

En las primeras semanas post-natales, los linfocitos B abandonan estos sitios linfopoyéticos
y se dirigen por via sanguinea a los GALTs (apéndice cecal, placa de Peyer y saco redondo)
donde, ademas de completar la diversificacion del repertorio pre-inmune de anticuerpos mediante
dos mecanismos mutacionales (uno, simil conversion génica, y otro, hipermutacion somatica),
proliferan, expanden los clones y experimentan seleccidén positiva y negativa hasta los cuatro
meses de vida extrauterina (Pospisil et al., 1998 a y b; Lanning et al., 2005).

Curiosamente, los GALTs son localizaciones anatdomicas que cuentan con numerosos
antigenos luminales expuestos continuamente a muestreo. El proceso de diversificacion periférica
del repertorio, a diferencia de lo que acontece en cabras, ovejas, cerdos y ganado vacuno,
requiere en el conejo de la microbiota comensal, aunque se desconoce como colabora ella en
tales procesos.

A este respecto, las células M cumplirian un rol fundamental pues, como se reitero ya, estan
capacitadas en realizar la transcitosis de elementos particulados.

En el conejo, existen estudios que citan al Bacteroides fragilis (Gram-) y al Bacillus subtilis
(Gram+) actuando en conjunto para inducir el desarrollo de los GALTs (Rhee et al., 2004,
Shanmugam et al., 2005).

En una publicacion de la autora de esta tesis, fue analizada, mediante métodos directos y

estudios bacteriolégicos, que el ciego del conejo (en cuyo extremo distal se encuentra el apéndice
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cecal) contiene un 30% de bacilos Gram (+) y un 70% de (-), con escasa cantidad de cocos Gram
(+). Por su parte, los cultivos anaerdbicos mostraron abundantes Clostridios, Bacteroides y
Fusobacterium, coincidiendo en algunos aspectos con los investigadores antes citados (Bassan et
al., 1998).

Si bien durante el primer trimestre de vida extra-uterina la linfopoyesis disminuye en un 99%,
la cantidad de linfocitos B del animal no decrece. Ello ha llevado a pensar que se originan por
auto-renovacion en los GALTs o en otros sitios periféricos (Raman et al., 1992; Pospisil et al.,
1996; Mage et al., 2006).

El 80 % de las células B del conejo adulto expresan la glicoproteina CD5 en su membrana.
Esta podria actuar como un antigeno endégeno que, ademas de proveerles una estimulacion
continua, promoveria su expansion y sobrevida, y prevendria su eliminacion por parte del sistema

inmune (Pospisil et al.; 1996 y 1998 b).

8.4. OTROS RESULTADOS Y RELACIONES EN APENDICE CECAL Y PLACA DE PEYER

CUNICULARES

Resultados

La microscopia laser confocal permite la visualizacién de cortes gruesos y habilita la
obtencion de imagenes que incluyen la totalidad de la célula. Pudo asi observarse en ambos
organos examinados que las células del FAE adoptaban formas irregularmente hexagonales
o pentagonales, y las células M presentaban un citoesqueleto, rico en filamentos intermedios de
vimentina, conformando una suerte de armazon citoplasmatica reforzadora en torno a los bolsillos
baso-laterales conteniendo células inmunocompetentes. Estas, al arribar al FAE, aumentaban de

tamano (blastos) y adquirian capacidad proliferativa.
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Vista superior del FAE mediante microscopia laser confocal. Las células M en rojo (Vimentina +) adoptan
forma penta-hexagonal y se disponen alrededor de los enterocitos que, con idéntica forma, lucen como
espacios negros al no utilizarse para ellos tincion fluorescente. En determinados bolsillos de las células M
se aprecian nucleos de linfocitos (fluorescencia azul), algunos proliferando (fluorescencia verde)

Relaciones

Relacionando mediante prueba de Kruskal-Wallis

los diferentes grupos (control y

experimentales) en apéndice cecal y placa de Peyer (ileon terminal) fueron registradas las

significaciones que figuran en la Tabla que sigue:

Relacion de diferentes variables en criptas de apéndice cecal y placa de Peyer

de conejos ante varios tratamientos

Longitud de Proliferacion Diferenciacion Solapamiento
criptas
p=0,370 ns p=0,884 ns p=0,287 ns p =0,2602 ns
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8.5. PROPUESTAS CONJETURALES PASIBLES DE ULTERIOR PROFUNDIZACION

Sabido es que aun restan cuantificar no solo las células M apendiculares cecales (con
técnica no disponibles para esta tesis) sino, también, la IgA y los eosindfilos sanguineos, asi como
evaluar la extension temporal del efecto residual inactivante (metas que exceden a los objetivos
aqui planteados).

Va de suyo, en igual sentido, que persisten preguntas nacidas de los resultados hallados
gue abren nuevas hipoétesis a corroborar o falsear.

Queda tacita la intencion de explorarlas por parte de quien esto suscribe y/o de quien posea

los medios para lograrlo.
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