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RESUMEN

En este trabajo se estudié la distribucion y el nimero de células de respuesta inmune en el aparato reproductor
de carneros inoculados con Actinobacillus seminis por dos vias. Se utilizaron 12 carneros de 1 afio de edad,
inoculados por via intrauretral (IU) (n=4) y por via intraepididimal en ambas colas (IE) (n=4) con A. seminis y
cuatro controles inoculados en epididimo con solucién salina (CON). Los animales se sacrificaron a los 35 dias
posinoculacion, se tomaron muestras de las glandulas anexas del aparato reproductor, para realizar estudios
bacterioldgicos y de inmunohistoquimica. Se determiné la presencia de linfocitos CD4, CD8, TCRyd (WC1),
células CD45R0O, macrofagos (CD14) y células dendriticas (CD1b) Los animales del grupo IE desarrollaron
epididimitis clinica. No se observaron lesiones en el grupo IU y dos de los CON desarrollaron pequefias lesiones
en epididimos. Se observé infiltracion linfoide intersticial en vesiculas y dampulas del conducto deferente de
diversa intensidad en los grupos 1U e IE. Se lograron aislamientos de A. seminis de las muestras de semen (85%
de las muestras) y 6rganos del aparato reproductor del grupo IE, pero no se lograron aislamientos en el grupo IU.
En los grupos IE e IU se presentaron aumentos de CD4, CD8, WC1, CD45R0O y CD14, en vesiculas y ampulas.
Las células dendriticas CD1b se presentaron Gnicamente en &mpulas y en vesiculas con procesos inflamatorios. A.
seminis desencadend una respuesta inmune local en los grupos IE e IU. Existe diferente susceptibilidad a la
infeccion en las glandulas anexas, atribuible a su diferente inmunobiologia.

INTRODUCCION

La epididimitis de los carneros ha sido primordialmente asociada a infecciones por Brucella ovis y
Actinobacillus seminis (Genetzky, 1995). La patogenia de la enfermedad causada por A. seminis, ha sido poco
explorada, al igual que la presencia y distribucién de las células de respuesta inmune en el aparato reproductor del
carnero. El objetivo de este trabajo fue reproducir la epididimitis por A. seminis mediante inoculacion intrauretral
e intraepididimal y estudiar la respuesta inmune en las glandulas anexas, a traves de la distribucion de las células
de linfocitos CD4, CD8, TCRy3, macrofagos CD14, células dendriticas CD1b y células CD45RO0.

MATERIAL Y METODOS

Se emplearon 12 carneros machos de raza Pelibuey de un afio de edad, sin alteraciones clinicas, provenientes
de un rebafio sin antecedentes clinicos de la enfermedad. Se les realiz6 bacteriologia de semen y serologia para A.
seminis y B. ovis y resultd negativa. Se formaron tres grupos de cuatro animales que se inocularon por via
intrauretral (1U), intraepididimal (IE) y control (CON), inoculados en la cola del epididimo con solucién salina.
La cepa de referencia ATCC 15768 de A. seminis se sembro en agar sangre y se suspendié en SSF. Al indculo se
le realiz6 conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) resultando en un conteo 2,3 x 10° UFC/ml.

La inoculacion U se llevo a cabo con de 2 ml de la suspension bacteriana, previa ablacion del proceso uretral
bajo sedacidn, utilizando catéteres de sondeo uretral para gato. La inoculacién por la via IE se realizo en la cola
del epididimo previa limpieza y desinfeccion del escroto, con 1.5 ml de la suspensién bacteriana en la cola
izquierda y 0.5 ml en la cola derecha. A los controles se les suministrd6 1.5 ml solucién salina intrauretral e
intraepididimal en el epididimo derecho.

Los animales se sacrificaron a los 35 dias posinoculacion, obteniéndose las vesiculas seminales, las ampulas
del conducto deferente, las glandulas bulbouretrales, uretra pélvica (que incluye prdstata diseminada). En todos
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los casos se tomaron muestras de las mismas regiones para realizar estudios de histopatologia,
inmunohistoquimica y bacteriologia. Las muestras para inmunohistoquimica se incluyeron en criopreservador
(OCT) vy se congelaron con nitrdgeno ligquido. La inmunohistoquimica comenz6 con la hidratacion de los cortes
con PBS por 10 min. Se realiz6 el bloqueo de lo peroxidasa endégena 45 seg, posteriormente se bloqued con
suero caprino al 10% toda la noche. Se aplicaron los anticuerpos primarios (Cuadro 1), los cuales se incubaron por
2 horas a temperatura ambiente. El siguiente paso consistio en colocar el complejo Biotina-cabra anti ratén IgG
(Lab. Zymed) 30 min., posteriormente se aplicd el complejo Streptoavidin—Peroxidase (Lab. Zymed) 15 min.; se
utilizé como sustrato DAB (Lab. Zymed) que se aplicd hasta observar reaccion (2 a 5 min) y se realizd la tincion
de contraste con hematoxilina. Se deshidrataron, se aclararon y se montaron. Se utilizé un control de laminilla en
el cual se sustituyd el anticuerpo primario por PBS. Se utilizaron como control positivo cortes de prepucio que
presentaron marcas positivas para monoclonales utilizados. Se incluy6 una de estas laminillas en cada una de las
corridas. Entre cada paso se realizaron 3 lavados con PBS.

Cuadro 1. CARACTERISTICAS DE LOS MONOCLONALES UTILIZADOS EN LAS PRUEBAS DE
INMUNOHISTOQUIMICA.

Monoclonal | Especificidad | Expresion celular ISOt'pO. Dilucién | Laboratorio
procedencia
CC15 WC1 Linfocitos y/d Sobrenadante 1:400 SEROTEC
17D1 CD4 nifeisiicis Liquido 1:400 VMRD
cooperadores ascitico
CC63 CD8 Linfocitos Sobrenadante | 1:100 | BIOSOURCE
citotoxicos
30% de
GC44A CD45RO mononucleares Sobrenadante 1:500 VMRD
y granulocitos
CCl4 CD1b Células Liquido 1:100 | BIOSOURCE
dendriticas ascitico
VPM 65 CcD14 Macrofagos, o v onadante | 1:30 | BIOSOURCE
monocitos

El conteo celular se realizé en 10 campos de 40 X 10 con un software de andlisis de imagenes, Image Pro Plus
4.5. Se contaron las células presentes en la imagen proyectada por el programa y los promedios resultantes se
expresaron en células por mm?. Se buscaron diferencias entre grupos para cada glandula y para cada marcador
utilizando la prueba de Kruskal-Wallis seguida de Mann-Whitney. Se consideré diferencia significativa con
p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 2.y en la Figura 1. se resumen los promedios obtenidos por grupos. Puede observarse una mayor
celularidad general en las &mpulas y vesiculas seminales de los Grupos 1U e IE, comparado con los controles. Las
diferencias mas importantes se presentaron en las &mpulas y en las vesiculas seminales, donde coincidentemente
se aislo A. seminis.

En las &mpulas del deferente del grupo IE se presentaron diferencias significativas con el grupo CON en CD4
(p=0.003), CD8 (p=0.028), CD45R0 (p=0.005), WC1 (P=0.007) y CD14 (p=0.028) pero no en CD1b aunque si se
encontraron algunas células (5.5+6.4 mm?). También se encontraron diferencias entre los grupos U y CON, en
CD8 (p=0.028), WC1 (p=0.002) y CD14 (p=0.003), con tendencia en CD45R0O (p=0.083). No se encontraron
diferencias significativas entre células en IU y IE.
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Cuadro 2 CELULAS CD4, CD8, CD45RO, WC1, CD14 Y CD1b POR mm? EN LAS GLANDULAS
ANEXAS DEL APARATO REPRODUCTOR DE CARNEROS INOCULADOS CON A. seminis

Glandula | Grupo CD4 CD8 CD45RO WC1 CD14 CD1b
U [124.1]+]173.2%]180.4|+]132.0%]222.0]+| 178.9¢ [31.9]+|25.43|166.5| ] 59.9¢ [0.0]£]0.0
Ampula | 1E | 76.3 [+] 18.9% [205.4|+]141.3%]295.2]+| 73.0° [33.3]+|19.8%|263.4|+][129.4%]|55]+]6.4
CON | 16.7 [£] 45 |333|+]| 157 [ 403 |+] 159 |14 ]+| 2.8 333 ]+ 195 [0.0]+]0.0
Vesicula kY—f 78.0 [+ 60.2° | 93,0 | x| 75.7° | 274.3| +| 125.5>¢| 19.4] +| 7.12"| 52,7 | | 27.7° |0.0] x| 0.0
seminal |_IE_1334.7]+]144.2°[316.6|+] 246° [864.6|+| 466.2° [75.0]+|43.7°[142.7]+] 37.1° [2.8]+[56
CON | 121 [£] 223 | 389 |+]| 311 | 679 |+| 397 |14 |+| 2.8 | 41,6 |+] 132 [o.0]+]0.0
Prostata | 1U | 52.7 [£] 28.2¢ | 415 | +| 34.7 [1403|+]| 1218 | 0.0 [+] 0.0 | 86.1 |+| 35.3 Jo.0]|0.0
Dise IE | 139 [+] 1057|305 |+| 147 | 51.4 |£] 389 |14 || 32 [97.2 x| 29.4 Jo.0]x|0.0
minada | cCON | 148 |+] 125 [ 7.4 || 85 [27.8]+| 111 |37 |+] 6.4 | 426 [+] 36.1 [0.0]+]0.0
- U [|236|+]159¢] 105 [+] 192 ] 83 [+] 55° Joo|[+|] 00 | 22.2]+] 12.0 [o.0]+]0.0
uretral IE | 125 |+] 53 [180]+]| 183 | 36.0 [+| 453 | 55 |+] 0.0 | 27.8 [+| 235 [o.0]+]0.0
CON| 97 [£] 125 121 |+] 187 | 42 |£| 84 o0 ]|x]| 00| 28 [£] 32 [o.0]z]0.0

IE intraepididimal, IU intrauretral, CON control® significancia comparado con el grupo CON p<0.05 ", significancia comparado
con el grupo IE p<0.05 ¢, comparado en el grupo CON p<0.1, " comparado en el grupo 1U p<0.1. media + DS

En las vesiculas seminales se presentaron diferencias entre los grupos IE y CON en CD4, CD8, WC1 y
CD45R0O (p=0.029) y tendencia en CD14 (p=0.057), estas diferencias también se mantuvieron entre los
tratamientos IE e IU, haciéndose significativa incluso para el CD14 (p=0.029). Entre el CON e IU existid
diferencia significativa en WC1 (p=0.029) y tendencia en CD45RO (p=0.57). En el grupo IE se encontraron
escasas CD1b (2.8+5.6 mm?).

En la prostata diseminada no se encontraron diferencias, salvo algunas tendencias en CD4. En las
bulbouretrales se encontrd diferencia entre IE y CON y entre IE e IU en WC1 (p=0.006 y p=0.029
respectivamente) y en CD14 entre IU y CON (p=0.042).

Figura 1. CELULAS CD4, Cd8, CD45R0O, WC1, CD14 y CD1b POR mm? EN LAS GLANDULAS ANEXAS
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En las vesiculas seminales se encontraron acumulos linfoides en la periferia de los acinos con presencia de
CD8 y CD4. Los linfocitos CD4 se presentaron frecuentemente en el estroma conjuntivo de las glandulas y los
CD8 en una relacién més estrecha con la membrana basal de los acinos. Los CD45R0O se presentaron en ambas
posiciones y frecuentemente dentro de los acinos. La marcacién CD14 se presentd en el estroma, sobre los
macro6fagos y en los endotelios

A. seminis desencadend una fuerte respuesta inflamatoria en las glandulas anexas, principalmente vesiculas
seminales y ampulas, con aumento significativo de linfocitos CD8, CD4, TCRys, CD14 y células CD45R0O en los
grupos U e IE al momento del sacrificio (35 dias posinoculacién),

En relaciéon al marcador WC1, una porcién de los linfocitos TCR v8 lo expresan en su superficie. WC1
(workshop cluster 1) es una proteina de 215 Kda que constituye un receptor rico en cisteina y que podria tener
como funcion la migracion a tejidos especificos. Fue significativo el aumento de WC1 en las vesiculas seminales,
ampulas, aunque menor en nimeros absolutos que CD4 y CD8. El aumento también coincide con la presentacion
de muchas enfermedades inflamatorias o infecciosas (Baldwin et al., 2000).

El antigeno leucocitario comin CD45 tiene como funcidén modular la transduccion de la sefial de activacion de
los linfocitos T, su isoforma CD45R0O se presenta en las subclases de memoria de los linfocitos T CD4 y CD8 y
también en monocitos, granulocitos y en las células mononucleares que presentan WC1, TCRyd, CD4- y CD8-
pero no en linfocitos B (Bembridge et al., 1995). En este trabajo observamos el predominio de este marcador
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todas las glandulas, pero para establecer que porcentaje de las células CD45RO son efectivamente linfocitos T
CD4 o CD8 de memoria, seria necesario realizar una doble marcacion.

El marcador CD1b es una glucoproteina de superficie presente en las células dendriticas a través de las cuales,
son capaces de presentar antigenos lipidicos y glicolipidicos a las células T (Rhind, 2001).En este trabajo solo se
encontraron en forma escasa en ampulas, vesiculas y epididimos, principalmente en el grupo IE, donde coincidio
con un aumento significativo de los linfocitos TCR 3.

El incremento notable que se presentd en los macréfagos en los grupos U e IE, sugiere de manera principal su
participacion en la presentacion de antigenos en el aparato reproductor en la infeccién con A. seminis. Las
moléculas CD14 que se encuentran en la superficie de los macré6fagos son capaces de reconocer al LPS solo u
asociado con proteinas (Wright et al., 1990).

Se concluye que:

a) Actinobacillus seminis provocd una respuesta inmune local caracterizada por la aumentada presencia de
linfocitos CD4, CD8, TCR 3, macrofagos, células CD45RO. b) La relacion CD4/CD8 no mostré un claro
predominio de uno estos subtipos en los tejidos de donde se aislé Actinobacillus seminis. ¢) Las células
dendriticas CD1b, resultaron escasas en el aparato reproductor, donde las funciones de presentacion antigénica
parecen ser realizadas por los macrdfagos CD14, al menos en la infeccidon por Actinobacillus seminis. d) La
inmunobiologia de las glandulas anexas puede ser la razén por la cual se presentan diferencias en su
susceptibilidad a la infeccion por Actinobacillus seminis.
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