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Resumen

El receptor MAC-1 de conejo, homólogo al CD11b
humano, es una proteína presente en los macrófagos. El
objetivo del presente trabajo es establecer las modifica-
ciones cuantitativas y distributivas de células CD11b-
positivas participantes en la respuesta inmune a nivel
de la mucosa rectal, en un modelo animal de inmuni-
dad mucosa. Se estudiaron conejos neocelandeses divi-
didos en tres grupos: G1:control, G2:sensibilizado con
ovoalbúmina (OVA) y G3:sensibilizado y desafiado
por vía rectal con OVA. Los conejos de los grupos 2 y 3
fueron sensibilizados por vía subcutánea en dos opor-
tunidades, con 2 ml de una suspensión de 70 µg de
OVA en 30 mg de hidróxido de aluminio/ml. El desa-
fío rectal se realizó con una solución de 50 mg OVA en
5 ml de solución salina. La prueba de anafilaxia cutá-
nea pasiva (PCA) fue positiva en G2 y G3 a una di-
lución de 1/160. En el grupo sensibilizado y desafiado
se observó edema mucoso parcheado, imágenes de lin-
fangiectasias e infiltración de eosinófilos. Las células se
contaron como número de células por campo de mayor
aumento. G1: 9.64 (ES 0.22); G2: 18.10 (ES 0.09)
y G3: 23.60 (ES 0.29). (G2 vs G1 p<0.001; G3 vs
G1 p<0.001; G3 vs G2 p<0.001). Concluimos que
existe una relación directa entre el ingreso del antígeno
alimentario OVA y el aumento en mucosa rectal del
número de células CD11b-positivas, que podría corres-
ponder al influjo de células al sitio de inflamación por
la acción de factores quimiotácticos liberados luego del

desafío.
Summary

Rabbit MAC-1 receptor, homologue to human CD11b
is present in macrophages. The aim of the study was to
determine quantitative and distributive modifications
of CD11b-positive cells that participate in immune res-
ponse at rectal mucosa, in an animal model of mucosal
immunity. New Zealand rabbits were divided into th-
ree groups. G1: control; G2: ovalbumin (OVA) sensiti-
zed; G3: OVA-senstitized and rectal challenged. Ani-
mals were subcutaneously sensitized twice with 70 µg
OVA and 30 ml aluminium hydroxide in 2 ml saline
solution. Rectal challenge was developed with a solution
of 50 mg OVA in 5 ml saline solution. Sensitized
groups (G2 and G3) showed a positive PCA (Passive
Cutaneous Anaphylaxis) at 1/160 fold dilutions. In G3
we observed a patchy mucosal edema, lymphangiectasis
and eosinophil leucocyte infiltration. Cells were coun-
ted as the number of cells per high power field. G1:
9.64 (SE 0.22); G2: 18.10 (SE 0.09) and G3: 23.60
(SE 0.29). (G2 vs G1 p<0.001; G3 vs G1 p<0.001;
G3 vs G2 p<0.001). We conclude that there is a close
relationship between the food antigen OVA penetration
(after challenge) and the increase of CD11b positive
cells in rectal mucosa. This fact could be due to the ce-
llular influx to the inflammatory site by the action of
chemotactic factors released after challenge.

Index (palabras claves): rabbit, ovalbumin, CD11b,
rectal mucosa.

I n t r o d u c c i n

El receptor MAC-1 de conejo, homólogo al
CD11b humano, es una proteína de 95 kDa presen-
te en macrófagos y granulocitos.1 La utilización del
anticuerpo monoclonal específico en inmunohisto-
química muestra una clara tinción de macrófagos.2

Éstos se originan en la médula ósea, circulan en la
sangre, maduran y se activan en varios tejidos. El
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primer tipo celular que ingresa a la sangre periférica
está incompletamente diferenciado y se denomina
monocito. Una vez en los tejidos, estas células ma-
duran y pasan a denominarse macrófagos. Los ma-
crófagos pueden asumir diferentes formas, incluyen-
do células epitelioides y gigantes multinucleadas.3,4

A diferencia de los neutrófilos, los macrófagos son
esterasa positiva, pobres en glicógeno y usualmente
peroxidasa negativa.5

Estas células intervienen como células accesorias
en el reconocimiento y activación de las respuestas
inmunes adaptativas. La fase inductora de la inmu-
norrespuesta a nivel rectal, involucra el procesa-
miento y presentación del antígeno a los linfocitos T
y/o B mucosos. Los macrófagos fueron las (Células
Presentadoras de Antígeno) APC profesionales pri-
meramente estudiadas y son además elementos crí-
ticos de la fase efectora de las respuestas inmunes, así
como un elemento esencial de la inmunidad natu-
ral.3,4 Están normalmente presentes en el tracto gas-
trointestinal, sobre todo a nivel de la lámina propia,
cercanos a las regiones linfoides especializadas e ín-
timamente asociados con una rica red de capilares
linfáticos y terminales nerviosas. 

Existe información contradictoria en cuanto a la
función de los macrófagos en el sistema inmune de
las mucosas. En algunas condiciones podrían estar
relacionados con fenómenos de tolerancia de la res-
puesta inmune, generando un menor acceso de an-
tígeno a las células dendríticas, y, por otro lado, en
ciertas enfermedades crónicas del tubo digestivo,
pueden estar activados y asumir un importante rol
en condiciones de inflamación intestinal.

En el tubo digestivo los antígenos alimentarios
pueden ser incorporados mediante una entrada
apropiada de moléculas y producir una respuesta de
tolerancia6 o pueden ingresar en forma inapropiada
(barrera mucosa alterada), produciendo sensibiliza-
ción con altos niveles de IgE específica que se une a
mastocitos y basófilos.7-11

Un nuevo contacto del antígeno a nivel del intesti-
no en el individuo sensibilizado, desencadena una
cascada de hechos que conducen a la generación de
una reacción inflamatoria aguda anafiláctica local.12-14

Esta reacción presenta modificaciones cualitativas
de la mucosa y cuantitativas de las células partici-
pantes en la referida respuesta inmune.

El conejo, por producir altos niveles de IgE ante la
sensibilización y realizar la cecotrofia en su fisiología
digestiva,15-19 resulta un modelo biológico muy útil
para el estudio de la inmunidad mucosa y la alergia

alimentaria.20 El recto pertenece al sistema inmune
mucoso común (SIMC), lo cual determina que los
procesos de sensibilización y desafío posterior con
antígenos alimentarios generen modificaciones his-
topatológicas e inmunológicas capaces de ser evalua-
das en su mucosa.21-23

A partir de la información existente, obtenida en
trabajos anteriores de nuestro grupo, inferimos que
podría haber un aumento de los macrófagos en la
mucosa en animales sensibilizados y desafiados, a
partir del fenómeno de activación de células inmu-
nes post sensibilización y desafío local.

Esta información nos permitiría profundizar en el
conocimiento del papel de los macrófagos en la in-
munidad mucosa en relación a los fenómenos de to-
lerancia e hipersensibilidad alimentaria en el tubo
digestivo.

El objetivo del presente trabajo es establecer las
modificaciones cuantitativas y distributivas de célu-
las CD11b-positivas participantes en la respuesta
inmune a nivel de la mucosa rectal, en un modelo
animal de inmunidad mucosa y alergia alimentaria.

Materiales y métodos

Animales. Se estudiaron 27 conejos neocelande-
ses machos de entre 2.5 y 3 kilos de peso, adultos jó-
venes, los que se mantuvieron en jaulas individuales
en el bioterio de la Cátedra de Citología, Histología
y Embriología, con alimento balanceado comercial
(17% de proteína como máximo y 12% de fibra co-
mo mínimo, libre de albúmina) y agua ad-libitum
hasta su sacrificio. Las condiciones de los animales
fueron aprobadas por el Comité de Ética de la Fa-
cultad. Los conejos se dividieron en tres grupos:
Grupo 1 (n=9): Control normal; Grupo 2 (n=9):
sensibilizado con ovoalbúmina (OVA) por vía sub-
cutánea y Grupo 3 (n=9): sensibilizado por vía sub-
cutánea con OVA y desafiado por vía rectal con
OVA.

Sensibilización y desafío. Los conejos de los gru-
pos 2 y 3 fueron sensibilizados por vía subcutánea
en dos oportunidades, con un intervalo de 15 días,
con 2 ml de una suspensión de 70 µg de OVA en 30
mg de hidróxido de aluminio/ml (ALUM) como
adyuvante. 

Quince días después de la última sensibilización,
previo ayuno de 24 horas, los animales del grupo 3
fueron desafiados por vía rectal con una solución de
50 mg OVA en 5 ml de solución salina.20

Todos los animales se sacrificaron por sobredosis
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OVA en los distintos grupos de conejos, se utilizó la
prueba de PCA. Para ello, ratas Wistar de 8 semanas
de vida se inyectaron por vía subcutanea en el lomo,
con 0,05 ml de suero diluido en PBS: 1/40, 1/80,
1/160 y 1/320, en dos zonas paralelas a ambos lados
de la línea media dorsal. El suero empleado corres-
pondió a tres conejos elegidos al azar por cada gru-
po experimental. Después de 30 minutos, las ratas
se inocularon por vía endovenosa con una solución
de 1 mg de OVA en 0,5 ml de PBS conteniendo 1%
de Azul de Evan.

Las zonas previamente inyectadas con los sueros
de conejo que mostraron coloración azul fueron
consideradas positivas sólo cuando median 5 mm o
más de diámetro.24

Resultados

La PCA demostró niveles detectables de IgE anti-
OVA (IgE anti-OVA) en los grupos sensibilizados
(G2 y G3) a una dilución de 1/160. Los sueros de
los animales del grupo control, no mostraron posi-
tividad para esta prueba en ningún caso, demostran-
do ausencia de anticuerpos IgE anti-OVA específi-
cos.

Al realizar la tinción convencional de los prepara-
dos obtenidos a partir de cortes de recto, sólo en el
grupo de conejos sometido a sensibilización subcu-
tánea y desafío rectal con OVA, pudo observarse
edema mucoso,  imágenes de linfangiectasia e infil-
tración de eosinófilos. Los animales control y los
sensibilizados, no mostraron ningún signo histopa-
tológico de edema o inflamación. El número de eo-
sinófilos aumentó significativamente en los prepara-
dos provenientes de animales sensibilizados vía sub-
cutánea y posteriormente desafiados con OVA,
cuando se los comparó con aquellos obtenidos de
conejos pertenecientes a los demás grupos experi-
mentales. Estas células se localizan fundamental-
mente alrededor de los vasos sanguíneos de la mu-
cosa rectal.

En los animales del grupo sensibilizado (G2) y los
sensibilizados y desafiados (G3) se observó marcada
presencia de células CD11b positivas en la mucosa
rectal. Estas células se distribuyeron en dos zonas
distintas: en la región subepitelial, conformando
una suerte de red en proximidades del epitelio su-
perficial,  y agregados de células positivas en muco-
sa superficial y profunda. (Figuras 1, 2, 3 y 4) La
distribución de las células CD11b positivas en los
dos grupos que mostraron un incremento en su nú-

de éter sulfúrico. Los conejos del grupo 3 se sacrifi-
caron 4 horas después del desafío rectal y los de los
restantes grupos un mes despues del inicio del estu-
dio.

Obtención de las muestras y fijación de los te-
jidos. Las muestras de recto de los distintos grupos
experimentales para emplearse en las técnicas de in-
munohistoquímica se sumergieron en medio líqui-
do protector para congelación rápida (OCT) y se
congelaron en nitrógeno líquido, se almacenaron a
-20ºC y se cortaron a 8 µm con crióstato. El mate-
rial para histología convencional se incluyó en para-
fina y cortó a 6 µm.

Histología convencional. Los preparados fueron
teñidos con hematoxilina-eosina, para la evaluación
de la histología normal y las modificaciones histopa-
tológicas halladas.

Inmunohistoquímica. Se utilizó una técnica de
inmunohistoquímica para la visualización de ma-
crófagos en la mucosa rectal. Los cortes por conge-
lación, se fijaron en acetona a 4 grados centígrados
durante 10 minutos, se bloquearon con suero no in-
mune al 2 % en solución tampón TRIS salina (TBS)
para evitar tinciones inespecíficas y se incubaron du-
rante 60 minutos a 37º C con el anticuerpo mono-
clonal. 

El anticuerpo monoclonal utilizado fue: Ratón
anti-conejo CD11b (MAC-1, BALB/c IgG 1, BIO-
SOURCE, Camarillo, California, EE.UU.).

Para la visualización de las células positivas y su re-
velado se empleó ABC-AP Kit mouse IgG- AK
5002, basado en la utilización de un complejo de
avidina- biotina y fosfatasa alcalina que aumenta la
sensibilidad de la técnica. El agregado de substrato
enzimático y el cromógeno produce un precipitado
coloreado en el sitio de localización del antígeno
que es visualizable con el microscopio óptico. 

Cuantificación de Células. Las células positivas
fueron contadas en 200 campos microscópicos de
400x en cada grupo y expresadas como la media
aritmética por campo microscópico. 

Análisis Estadístico. Los resultados se expresaron
como medias y las dispersiones de los datos como
errores estándar. La comparación entre las variables
para los distintos grupos experimentales se efectua-
ron por medio del análisis de variancia por rangos
de Kruskal -Wallis o de la prueba U de Mann-Whit-
ney, utilizando el programa estadístico Medcalc 3.6.

Anafilaxia Cutánea Pasiva (PCA). Para semi-
cuantificar los niveles de IgE específica sérica anti

Células CD11b + en recto de conejo Norberto Bassan y col



Acta Gastroenterológica Latinoamericana – Vol 35 / N° 1 / Marzo 2005  

103

mero (G2 y G3) fue similar, siendo la única diferen-
cia el número de células positivas entre los dos gru-
pos experimentales. 

Los resultados de la cuantificación de las poblacio-
nes celulares CD11b positivas en los diferentes gru-
pos se presentan en la tabla 1.

Discus in

La OVA es un antígeno soluble que, administrado
en forma subcutánea, genera sensibilización con an-
ticuerpos IgE específicos. El desafío posterior en in-
dividuos sensibilizados con el antígeno en cuestión
produce una respuesta alérgica anafiláctica en el ór-
gano digestivo sometido a desafío.

En nuestro estudio demostramos signos de infla-
mación alérgica en mucosa rectal de los conejos sen-
sibilizados por vía subcutánea y desafiados por vía
local (G 3). Observamos infiltración de eosinófilos,
congestión vascular y linfangiectasias, signos éstos
que se manifiestan 4 horas después del desafío con
el antígeno OVA.

En G 3 la utilización del anticuerpo monoclonal
anti-CD11b demostró tres resultados bien defini-
dos: aumento en el número de macrófagos en mu-
cosa, marcada aparición de estas células en región
subepitelial y agregados de células positivas en mu-
cosa. (Figura 2)

Los macrófagos están normalmente presentes, en

Figura 1. Células CD11b positivas en mucosa rectal
de conejo del grupo control. 
Se observan células CD11b positivas en mucosa sólo
en proximidades de la submucosa, siendo completa-
mente negativa en la región subepitelial. Aumento
100x. 

Figura 2. Células CD11b positivas en mucosa rectal
de conejo sensibilizado y desafiado. 
Se observa una distribución homogénea de células
CD11b positivas, tanto en región superficial
subepitelial como en las regiones profundas. Aumento
100x.

Figura 3. Células CD11b positivas en mucosa rectal
de conejo sensibilizado y desafiado.
Detalle de células CD11b positivas en región
subepitelial en conejos ensibilizados y desafiados.
Aumento 400x.

Figura 4. Células CD11b positivas en mucosa rectal
de conejos sensibilizados. 
Se observa una distribución homogénea de células
CD11b positivas, (similar al grupo3) tanto en región
superficial subepitelial como en las regiones profun-
das. Aumento 100x.
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un número importante, en el tracto gastrointestinal,
sobre todo a nivel de la lámina propia, cercanos a las
regiones linfoides especializadas, separados del epi-
telio por la membrana basal e íntimamente asocia-
dos con una rica red de capilares, terminales nervio-
sas y linfáticos. Están involucrados en la fagocitosis
y presentación de antígenos. Podrían también estar
relacionados con algunos fenómenos de tolerancia
de la respuesta inmune y no puede dejar de mencio-
narse que los macrófagos intestinales pueden estar
activados y asumir un importante rol en condicio-
nes de inflamación intestinal.

Se ha demostrado en enfermedades inflamatorias
intestinales crónicas como la de Crohn, un incre-
mento en el número de macrófagos en mucosa in-
testinal.25 Si bien nuestro modelo está referido a fe-
nómenos agudos (cuatro horas post desafío) es evi-
dente el influjo de células CD11b al sitio de infla-
mación alérgica, a partir de la liberación de distintos
mediadores, luego del ingreso del antígeno a nivel
rectal. 

Es de destacar que el marcado aumento de células
CD11b en la zona subepitelial del recto en los ani-
males desafiados, está relacionado con el ingreso vía
luminal de la OVA. Este aumento podría correspon-
der al lugar de mayor concentración de antígeno
luego de su ingreso, y, por lo tanto, mayor concen-
tración de mediadores liberados. 

Se desconoce la causa de la formación de focos ce-
lulares aislados, como ocurre en el modelo desarro-
llado.

En el estudio actual, la sensibilización produjo un
aumento estadísticamente significativo en la canti-
dad de macrófagos, probablemente a partir de un
mayor reclutamiento de monocitos sanguíneos ha-
cia la mucosa rectal. Dicho proceso estaría inducido
por mediadores químicos y demostraría la participa-
ción de los macrófagos en la respuesta inmune local
y sistémica.

Estos resultados son coincidentes con los obteni-
dos por Mahida y col 26 utilizando anticuerpos mo-
noclonales. En otros trabajos, el mismo autor, usan-

do  biopsias de pacientes con enfermedad inflama-
toria intestinal, observa un incremento de la pobla-
ción mucosa de macrófagos derivada de monocitos
circulantes.

Son dos las conclusiones que aporta nuestro traba-
jo en relación a los resultados hallados. Por un lado,
es evidente el marcado aumento del número de ma-
crófagos en los animales sometidos a sensibilización
y posteriormente desafiados, con todas las conse-
cuencias histopatológicas inflamatorias descritas,
confirmando la participación de los macrófagos en
un fenómeno inflamatorio agudo como el generado
en nuestro modelo.

El segundo aporte se refiere al incremento hallado
en los animales sensibilizados y no desafiados, con
un aumento significativo del número de macrófagos
no relacionado con la inflamación sino con el sutil y
específico fenómeno de sensibilización. Es evidente
que, en dicho grupo, los macrófagos son reclutados
a partir de monocitos sanguíneos por factores qui-
miotácticos liberados a partir de la sensibilización.
Ésta se realizó utilizando ALUM que es un adyu-
vante que facilita una mejor producción de anti-
cuerpos IgE.

En base a los resultados obtenidos concluimos que
existe una relación funcional directa entre el núme-
ro y distribución de células CD11b positivas de la
mucosa rectal del conejo y el ingreso del antígeno,
dependiente de las condiciones inmunológicas del
animal, que podría corresponder al influjo de célu-
las por la acción de factores quimiotácticos liberados
luego del desafío.
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