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CARACTERIZACION HISTOLOGICAY DINAMICALINFOIDE DE
LAS PLACAS DE PEYER EN CRIAS DE ALPACADURANTE LOS
45 PRIMEROS DIAS DE VIDA

HistoLocicaL CHARACTERIZATION AND LymPHOID DYNAMICS OF PEYER’s PATCHES
IN THE FIRST 45 DAys oF AGE oF ALPACAS

Victor Roca L.t Alberto Manchego S.»3, Nieves Sandoval C.2, Kim Lam Chiok C.%,
Hermelinda Rivera G.!

RESUMEN

El objetivo del estudio fue describir las caracteristicas histolégicas de las placas de
Peyer (PP) en yeyuno e ileon en 33 crias de alpaca de 0 a 45 dias de edad. Se colectaron
las porciones del yeyuno e ileon y las muestras se fijaron en formaldehido al 10%
tamponado. Se obtuvieron laminas histologicas coloreadas con Hematoxilina-Eosina y
laminas positivadas con poli-L-lisina con muestras de yeyuno e ileon para deteccion de
linfocitos T por inmunohistoquimica, utilizando anticuerpos monoclonales contra CD-8
y el sistema de revelado Histostain. Histologicamente, las crias al nacimiento muestran
organizaciones linfoides asociadas a mucosa intestinal bien definidas tanto en yeyuno e
ileon. En crias mayores de 14 dias se observa un mayor crecimiento conformado por las
placas de Peyer yeyunales (PPY), que presentan una region de linfocitos activos y otra
de células no diferenciadas. Se encontré gran actividad y positividad al marcador CD8 en
los linfacitos agrupados en foliculos y PP, tanto yeyunales como del ileon (PPI) a partir
de crias de 6-10 dias. EI nimero de linfocitos que expresan CD8 se incrementa a medida
que aumenta la edad del animal. Se concluye que existe un desarrollo de las PPl y PPY
anterior al nacimiento, siendo las PPI las que sufren una involucion y las PPY las que
persisten durante toda la vida del animal, siendo ambas activas posnacimiento.

Palabras clave: alpaca, CD8, inmunochistoquimica, linfocitos, placas de Peyer
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ABSTRACT

The study aimed to describe the histological features of Peyer’s patches in jejunum
and ileum of 33 newborn alpacas from 0 to 45 days of age. Sections of jejunum and ileum
were collected and fixed in 10% buffered formaldehyde. Standard histological slides
stained with hematoxylin-eosin were obtained and poly-L-lysine coated slides were used
for detection of T cells by immunohistochemistry using monoclonal antibodies against
CD-8 marker aided by Histostain development system. Histologically, newborn alpacas
showed organized and well defined intestinal mucosa-associated lymphoid tissue in
both, jejunum and ileum. In animals older than 14 days of age, jejunal Peyer’s patches
develop showing regions of active cells and other areas of undifferentiated lymphoid
cells. It was also found a very active and positive reaction to CD8 marker on lymphocytes
grouped in follicles and on Peyer’s patches of jejunum and ileum of animals from 6 to 10
days of age and onwards. The number of CD8 (+) lymphocytes increases according to
the animal’s age. It is concluded that Peyer’s patches develop before birth in the ileum
and jejunum, both locations being active after birth although ileal Peyer’s patches decrease

in time while jejunal Peyer’s patches persist through lifespan.

Key words: alpaca, CD8, inmunochemistry, lymphocytes, Peyer’s patches

INTRODUCCION

La crianza de camélidos sudamericanos
en el Perl es una de las actividades pecua-
rias mas importantes para la poblacion eco-
némicamente activa de la Sierra. Una de las
limitantes de su desarrollo son los problemas
sanitarios, siendo las infecciones de tipo
entéricas, sobre todo la colibacilosis (E. coli)
y la enterotoxemia (Clostridium perfringens)
las principales afecciones, a pesar que estas
bacterias son susceptibles a tratamientos con
antibidticos (Pezo et al., 1998).

El sistema inmune asociado al tracto
digestivo de los rumiantes se encuentra for-
mado por células linfoides presentes en teji-
dos linfoides organizados principalmente en
placas de Peyer, y en menor proporcion, en
toda la lamina interna del intestino como cé-
lulas intraepiteliales (Tizard, 2002). Los ru-
miantes tienen dos tipos de placas de Peyer,
las del ileon (PPI) y las yeyunales (PPY), las
cuales difieren en su desarrollo, composicion
celular y funcién (Landsverk et al., 1991).
Las placas estan formadas por linfocitos T,
linfocitos B, macroéfagos y otras células pre-
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sentadoras de antigenos, como las células
dendriticas (Tizard, 2002). Los foliculos
linfoides asociados a mucosas son los que
entran en contacto inmediato con los
microorganismos de la flora normal bacteriana
y también con la patogena (Aleksandersen
etal., 2002).

Se ha determinado que los antigenos de
la flora normal estimulan el desarrollo de es-
tos tejidos linfoides y que estimulan la res-
puesta inmune de mucosas contra los
patégenos (Gulberg y Soderholm, 2006); sin
embargo, muchos enteropatégenos utilizan a
estas placas para poder internalizarse a otros
organos blanco y, ademas, algunas exotoxinas
bacterianas pueden inhibir la proliferacion de
tejido linfoide (Sanz, 2001). En el presente
trabajo se hace una descripcion histologica
de la organizacion de las células linfoides en
las placas de Peyer del ileon y del yeyuno en
crias de alpaca.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 33 muestras de alpacas
aparentemente sanas, de 0 a 45 dias de edad,
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que fueron sacrificadas en el camal munici-
pal. Se trabajaron cortes transversales y
longitudinales de 4 cm de las porciones me-
dias del yeyuno e ileon. Cada muestra fue
dividida en dos porciones de 2 cm, donde la
primera porcion se utilizd para el estudio
histologico, embebida en formaldehido
tamponado al 10%, y la segunda porcidn, al-
macenada en nitrégeno liquido (-196 °C), para
el estudio inmunohistoquimico. Las muestras
se estratificaron en tres grupos etarios: GE1,
13 animales de 0 a 14 dias; GE2, 6 animales
de 15 a 30 dias; y GE3, 14 animales mayores
de 30 dias.

Las muestras formolizadas se procesa-
ron segun protocolos estandares para estu-
dios histoldgicos con la tincion Hematoxilina-
Eosina. Se empled un microscopio binocular
(ocular 10x y objetivos de 10, 40 y 100x, Carl
Zeiss Primo Star, Alemania) y las fotogra-
fias fueron tomadas con camara digital (Ca-
non Power Shot G, 12.1 megapixels, Japén).

Se hicieron cortes de 4 um en el tejido
congelado (-196 °C) de yeyuno e ileon con
un criostato Leica Jung CM 1800. Las mues-
tras congeladas fueron fijadas con acetona
fria por 10 min en ldminas portaobjeto trata-
das con Poly-L-Lisina (Sigma, EEUU), y lue-
go procesadas segun el protocolo de
inmunohistoquimica del kit Invitrogen
Histostain®, utilizando el anticuerpo
monoclonal anti-CD8 (LT5A 1 mg/ml del
Laboratorio VRMD en solucion de trabajo
1:20). El patrén utilizado para la identifica-
cion y recuento de foliculos linfoides en una
placa de Peyer a nivel microscopico se hizo
de acuerdo a Sénchez-Vizcaino (2004) y
Scauri (2008). Se consider6 todo el corte
histologico (2 cm de largo) de la lamina, tan-
to en yeyuno como el ileon. Los animales se
estratificaron en tres grupos etarios y se
promedio el nimero de foliculos linfoides con-
tabilizados en los cortes histoldgicos tefiidos
con HE. Las escalas fueron establecidas en
tres grupos:
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- Grupo 1: Muestras con 1 a 2 foliculos
linfoides en promedio por campo. Co-
rresponden a muestras con poco tejido
linfoide organizado (+).

- Grupo 2: Muestras con 3 a 6 foliculos
linfoides en promedio por campo (++).

- Grupo 3: Muestras con 7 o0 mas foliculos
linfoides en promedio por campo. Co-
rresponden a muestras con gran canti-
dad de tejido linfoide organizado (+++).

En la determinacion del nimero de
linfocitos en los foliculos linfoides, dada la di-
ficultad de realizar un contaje individual, se
establecieron dos grupos: alta densidad (AD),
determinada como alto acimulo o agregado
de linfocitos en un campo 6ptico, y baja den-
sidad (BD), como un bajo acumulo (disper-
so0) de linfocitos en un campo optico.

Se utilizo el programa Axio Vision Rel
4.7 para medir los foliculos linfoides en la placa
de Peyer (ancho, largo y area en micras) de
las laminas tratadas con inmunohistogquimica.
Los linfocitos positivos al marcador
monoclonal CD8 se visualizan de color pardo
y fueron enumerados dentro del agregado
linfoide con un contador manual (Leica, Suiza).

Desde el nacimiento (Dia 0), tanto en
yeyuno como en ileon se observa organiza-
ciones linfoides asociadas a mucosa intesti-
nal (GALT, por sus siglas en inglés) bien de-
finidas como las Placas de Peyer y foliculos
linfoides pequefios (Fig. 1) en baja densidad
(BD) (Fig. 2), asi como linfocitos
intraepiteliales en la submucosa.

En el grupo GE1 (0-14 dias), los foliculos
linfoides de las placas de Peyer del yeyuno
son mas pequefios que los del ileon (Cuadros
1y 2); sin embargo, esta relacion disminuye
drésticamente con la edad. A partir del dia 1
de edad, es posible observar las partes del
foliculo como son la corona, region
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Figura 1. Yeyuno de alpaca recién nacida (0 dias). Presencia de foliculo linfoide en la submucosa
(A) Distribucion uniforme sin centros germinales definidos (100x); (B) El area sefiala-
da por la flecha en A en mayor aumento (400x)

interfolicular y la cpula (la cual es muy difi-
cil de distinguir histoldgicamente), tanto en
yeyuno como en ileon (Fig. 3). Los foliculos
linfoides de la placa de Peyer del ileon abar-
can una gran extension de la submucosa, for-
mando areas linfoides con baja densidad ce-
lular y distribuida uniformemente (Fig. 4A).

En el grupo GE2 (15 a 30 dias) se ob-
serva un crecimiento mas marcado de
foliculos linfoides en las placas de Peyer pre-
sentando una region de linfocitos activos.
Existe un mayor crecimiento de las placas de

Peyer yeyunales de manera gradual desde el
nacimiento hasta los 45 dias. En GE1, las pla-
cas ileales presentan un crecimiento
estacional del tejido linfoide que se focaliza y
restringe a la submucosa, haciéndose mas
evidente a partir de los siete dias. En los gru-
pos GE2 y GE3, los foliculos linfoides que
conforman las placas de Peyer son mas es-
casos y aumenta el espacio interfolicular
(Cuadro 3); asimismo, se puede diferenciar
centros de germinacion de linfocitos en todo
el recorrido del tejido (Fig. 4).

Figura2. lleon de alpaca recién nacida (0 dias). (A y B) Presencia de tejido linfoide en
submucosa con baja densidad celular linfoide (BD). HE, 400x
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Figura 3. ileon de alpaca de un dia de edad. Placa de Peyer con regiones histoldgicas definidas:
Centros germinales (A) en los foliculos linfoides, region interfolicular (B) y la corona

(C). HE (100x)

La morfometria de las placas de Peyer
del yeyuno muestra en la primera semana (6-
7 dias) un incremento en el area que ocupa,
junto con un incremento del nimero prome-
dio de foliculos linfoides, determinando &reas
de alta densidad linfoide (Cuadro 1).

En la morfometria de las placas de
Peyer del ileon, el nimero de foliculos linfoides
disminuye; sin embargo, el area promedio de
la PP se incrementa hasta la segunda sema-
na (14 dias de edad), (Cuadro 2).

Ninguna muestra present6 una cruz en
el G1, mientras que el 61.5% de las muestras
presentaron dos cruces para presencia de
foliculos linfoides en una placa de Peyer
(Cuadro 3), lo cual indica que tuvieron entre
3 a 6 foliculos linfoides en una placa de Peyer
por area de observacion. Entre los animales

Rev Inv Vet Pert2014; 25(3): 341-349

de G2, el 66.7% presentd una cruz y el resto
presento dos cruces. En el grupo G3, el 64.3%
presentd una cruz.

La inmunohistoquimica indica la presen-
cia de la proteina CD8 en los linfocitos agru-
pados en foliculos aislados y en las placas de
Peyer, tanto yeyunales como del ileon en ani-
males de 6 a 10 dias, respectivamente (Fig. 5).

Discusion

El estudio determin6 que las crias de
alpaca muestran un tejido linfoide bien defi-
nido, asociado a la mucosa desde el nacimien-
to y similar a lo encontrado en otros rumian-
tes (Parsons et al., 1989). Desde el primer
dia de edad, tanto en yeyuno como en ileon,
se observan foliculos linfoides, mostrando una
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Figura4. lleon de crias de alpaca. Crecimiento de foliculos linfoides de placas de Peyer a
distintas edades: 1 dia (A) (400x), 4 dias (B), 7 dias (C), 18 dias (D), 30 dias (E). Las
flechas indican el centro de germinacion de linfocitos. HE (100x)

Figura 5. ileon de alpaca de seis dias. Inmunohistoquimica (IHQ) con anti-CD8 de bovino en
tejidos congelados. Se aprecia los linfocitos marcados positivos (flechas). A: 100x; B:
400x

346 Rev Inv Vet Per(12014; 25(3): 341-349
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Cuadro 1. Namero de foliculos linfoides en placas de Peyer, linfocitos CD8+ y densidad
linfoide en yeyuno de las crias de alpacas (100x)

Foliculos linfoides Morfometria promedio de foliculos linfoides y presencia de
(HE) linfocitos CD 8+
Edad NUmero Area Linfocitos AD? BD!
(dias) (um?) CD8+
0 3 26164 0 X
1 3 2696 0 X
6 6 Linfocitos difusos 82 X
7 5 Linfocitos difusos 33 X
11 3 Linfocitos difusos 201 X
17 5 24420 0 X
18 5 23411 16 X

1 AD: Alta densidad; BD: Baja densidad

2 | os linfocitos difusos se encuentran en todo el campo visual, no solo limitandose a la submucosa
sino infiltrandose tanto en la mucosa y en la lamina propia (también linfocitos intraepiteliales). Esto
es compatible con una hiperplasia linfoide

Cuadro 2. Numero de foliculos linfoides en placas de Peyer, linfocitos CD8+ y densidad
linfoide en ileon de las crias de alpacas (100x)

Foliculos linfoides Morfometria promedio de los foliculos linfoides y linfocitos
(HE) CD 8+
Edad (dias)  Numero Area Linfocitos AD! BD!
(um?) CD8+
0 6 7149 0 X
1 3 11874 0 X
6 3 191741 0 X
7 3 187464 0 X
10 3 Linfocitos difusos 83 X

! AD: Alta densidad; BD: Baja densidad
2 | os linfocitos difusos se encuentran en todo el campo visual, no solo limitandose a la submucosa
sinoinfiltrandose en la mucosa y en la l[amina propia (también linfocitos intraepiteliales)

mayor densidad celular en la parte externa meras horas de vida tiene contacto con mal-
del foliculo (corteza) y menos densa en la tiples antigenos (Cesta, 2006), provenientes
parte central (médula), lo cual es caracteris- principalmente de bacterias presentes en su
tica de un foliculo linfoide que desde las pri- medio ambiente.

Rev Inv Vet Per(2014; 25(3): 341-349 347
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Cuadro 3. Distribucion de animales en relacién con la cantidad de foliculos linfoides
observados en placas de Peyer (yeyuno e ileon) en 2 cm de extension de corte

histoldgico, segun estrato etario

Grupo etario,

Numero de foliculos linfoides*

dias + ++ +++ Total
0-14 (Gl) 0 8 5 13
15 -30 (G2) 4 0 6
>30 (G3) 9 1 14

Total 13 14 6 33

l+=1a2;++=3a6;+++=70mas

Los hallazgos demuestran que, en los
primeros dias de edad, los foliculos de las pla-
cas de Peyer yeyunales (PPY) se encuen-
tran en menor ndmero que los del ileon (PPI).
Estos ultimos ocupan la mayor parte de la
submucosa y sufren una involucién de mane-
ra similar (a partir de los 18 dias aproximada-
mente) a lo que sucede en el timo de los ma-
miferos domésticos.

Todo lo contrario sucede con los
foliculos linfoides de las placas de Peyer
yeyunales, los cuales estan en bajo nimero
al nacimiento y se incrementan a partir de los
18 dias, para persistir durante toda la vida del
animal. La presencia temprana de PPY se
puede deber a que el calostro y la leche con-
tienen elementos moduladores del sistema in-
mune de mucosas; asi, la prolactina presente
en el calostro y la leche materna inducen ru-
tas de sefalizacion celular a través de su re-
ceptor para la proliferacion celular (Ellis et
al., 1997).

La técnica de inmunohistoquimica, utili-
zando el anticuerpo monoclonal contra la pro-
teina CD8 que identifica a los linfocitos T
citotoxicos, permite demostrar que este tipo
de linfocitos esta ampliamente distribuido en
el tejido linfoide asociado a mucosa intesti-
nal. Se les detect6 en los foliculos linfoides
de las placas de Peyer, pero en mayor canti-
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dad en la submucosa como linfocitos
intraepiteliales de manera similar a lo encon-
trado por Zaldivar (2002) en otros animales
domésticos.

La reaccion positiva usando anticuerpos
anti-CD8 de bovino implica que existe una
reaccion cruzada con el CD8 de alpaca, de-
tectando un epitopo comun. EIl marcador uti-
lizado (CD8) presenta una actividad y
positividad tanto en foliculos linfoides
yeyunales e ileales en animales de 6 y 10 dias,
respectivamente, debido a que cambia la pro-
porcion de linfocitos activos y no activos. Los
animales menores de 6 dias son los que pre-
sentan una mayor reaccion positiva a nivel
de linfocitos intraepiteliales en yeyuno. En el
caso de ileon, los animales menores de 10
dias presentan reaccion idéntica. Esto se de-
beria a que en un primer momento quien asu-
me la funcién de inmunidad de mucosas en el
intestino son los linfocitos intraepiteliales.

CONCLUSIONES

e El tejido linfoide asociado a mucosa in-
testinal esta estructuralmente completo
al nacimiento de la cria de alpaca, pero
es funcional con los primeros contactos
con los antigenos de la flora microbiana
del intestino.
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e Elanticuerpo anti-CD 8 de bovino iden-
tifica a su homdlogo en las células
linfoides de alpaca y permitié observar
la presencia de los linfocitos TCD8+ en
la mucosa intestinal del yeyuno e ileon a
los 6 y 10 dias, respectivamente.
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