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RESUMEN.

Debido a la creciente importancia que ha ido tomando la Artritis Encefalitis
Caprina en nuestro pais v la poca informacidn que existe sobre sus efectos en el aparato
reproductor de  los machos, el presente  trabajo  se enfoca en  identificar que
subpoblaciones de linfacitos T (CID4, CDS8 v v8), responden ante la presencia del virus en
glindulas anexas de machos caprinos infectados naturalmense, inoculado con la cepa de
referencia ATCC v el aislado realizado en la FES Cuautitlin ; asi como en animales
negativos a la infeccidén, mediante téenicas inmunohistoquimicas. Se obuuvieron los

siguientes resultados:

En los animales infectados naturalmente se encontré un fuerte infilirado de
linfocitos T CID4 en tejido prostitico asociado a uretra, el infiltrado de CII8 en el mismo
Srgano fue moderado, al igual que el infiltrade de 8. En la glindula bulbouretral el
infiltrado correspondiente a CD4 v CDIS fue moderado, v el infiltrado 76 fue ligero. En
ampula v glindula vesicular no se observd infilirado linfocitario.

£n los animales inoculados con la cepa ATCC se encontrd un moderado
infilirado para CH4 v CDS en glindula bulbourerral, mientras que el infilirado de y6 lue
ligero. En impula v glindula vesicular no se observd infilirado.

En los animales inoculados con ¢l aislade FESC se cncontrd un moderado
infilirado de C1)4 en glindulas bulbouretrales, también se observé moderado infiltrado
de CDS en la misma glindula, micentras que el infiltrado de v6 fue ligero.

Finalmente, en los animales Negativos a la infeccién no se observé infilirado
linfocitario ¢n ninguna de las glindulas anexas, para ninguna de las subpoblaciones

estudiadas.
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OBJETIVO .

Identificar de forma cualitativa las subpoblaciones de Linfocitos T: CID4, CDS8 v
78, que se¢ localizan en las glindulas anexas del tracto reproductor de machos caprinos
infectados con el virus de Artritis Encefalitis Caprina.
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Introduccién.
Artritis Encefalitis Caprina.
Definicion:

La. Arritis Encefalitis Caprina (AEC) es una enfermedad infecciosa de los
caprinos - ocasionada por un wvirus, se caracteriza por ser multisistémica con dos
presentaciones: una en animales adulios con poliartritis degenerativa, mastius indurativa,
neumonia progresiva y pérdida de peso y otra en cabritos con leucoencefalomielitis.

Etiologia:

Las caracteristicas morfoldgicas, f{isicas y biogquimicas de! virus de la AEC
(VAECQC). lo colocan dentro de la familia Rerroviridae, género Lentivirus. Se trata de un
virus envuelto, con una cadena doble de RNA, con un peso molecular de
aproximadamente  5.5x518" daltons, contiene transcriptasa reversa  dependiente  de
magnesio, que tramscribe ¢l RNA en IDNA proviral de 9.5 kilobases. Al microscopio
electronico se observan particulas de tipo C, csféricas. de 70 a 110 nandmetros de
diametro, que conticnen una  nucleocdpside densa. Se encuentra antipénicamente
relacionado con el virus del Maedi -Visna o Neumonia Progresiva Ovina; no se ha
observado reaceion cruzada con el virus de la Anemia Infecciosa Equina, ni con otros
retrovirus oncogénicos o no oncogénicos (Robinson v col., 1986; Dinter v col., 1990;
Murphy v col, 1999 (Figura 1)

Figura 1.- Fstructura de VAEC
Fuente: Murphy v col., 1999: modificado por Areila, 2022,
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Epidemiologia:

. La enfermedad ocasiona considerables perdidas econdmiicas en La industria caprina
y su distribucién es mundial (Baba y col., 2000). La prevalencia de la infeccidn, ain sin
signos clinicos, varia ampliamente y puede alcanzar el 80% en hatos grandes, pero la cifra
promedio probable es de 25%. La prevalencia es notablemente menor en paises en
desarrollo que no han importado animales de Noricamérica o Europa  (Blood v col,,
1992).

El primer aislamicnto del VAEC en Mé
istian estudios seroldgicos donde se reporta una seroprev,
35% en cabras importadas; asi como la descripeian de alpunos casos que presentaban
signos clinicos en algunos hatos del pais (Gay y col.. 1986; Daltabuit 1999).

Entre los animales susceptibles se encuentran los Caprinos de ambos sexos, todas

€O se reporta en 1986, aunque yva

alencia en un rango de 17% a

las edades y razas, observindose una mavor presencia en animales lecheros, debido alaipo
de mancjo, mis intensivo al que son sometidos. De forma experimental se han intectado
ovinos, muflones v venados (Yahia, 1999).

El modo de infeccidn mis frecucente es a través del calostro v leche provenientes
de cabras infectadas, debido a la presencia de ¢élulas mononucleares, contenidas en estas
secreciones. Sin embargo se ha observado que algunos cabritos nacidos de hembras
infectadas, pero alimentados con calostro o leche  pasteurizados, han presentado
anticuerpos contra el VAFC, indicando la posible infeccion psitero, contacio con
secreciones vaginales durante ¢ parto o ¢l contacto con otras secteciones de la hembra
La transmision entre animales adultos se da por contacto estrecho entre los animales, es

decir, on explotaciones intensivas los antmales son confinados en grupos grandes, lo cual

favorece el contacto de oy animales susceptibles con secreciones de los infectados como
saliva, moco, heces v orina. La via de transmision venérea no es tan eficiente como la via
calostrall sin embargo debe ser tomado en cuenta sobre todo en explotadiones que se
encucentren en propramas de control de la entermedad.
de seroconversidn en hembras aparcadas con machos infectados asi tambidén se ha

¢ ha observado un mavor grado

demostrado o presencia del VAEC on eélulas presentes en el moco estral de cabras
mfectadas, células prepuciales v semen de machos caprinos infectados (Rowe, 1999;
Travassos v col, 1999 Thibicr v col | 223C), como en ¢l caso de atros retrovitus, el virus
humana, ¢l de Lo inmunodeficienc
mmunodeticiencia bovina v el de Lo inmunodeliciencia felina, en las cuales va se ha

de da inmunodefidiencd b del sinno, el de la

comprobado su tansmision por esta via Mermin v ocols 19910 Miller v coll, 1993
Ciradil v colll 1999; Jordan v col., 1998).




Patogenia:

Al exponerse los caprinos al VAEC, se produce una infeccidn sistémica
stente, durante la cual ¢l virus infecta y se replica en células de la serie monocito-
macrdfagos, exclusivamente. Dentro de estas células, el virus inserta su informacion
genética, adoptando su fase proviral; posteriormiente los monocitos migran por via
sanguinea hacia los diferentes wejidos, donde se activan a macrdlagos tisulares. Es on este
punto donde el provirus es activado v comienza a producir las particulas infectantes
(Dintel y col., 1990; Robinson v col., 1986).

El VAEC sigue tres estrategias principales para eludir al s
perniite ocasionar una infeccion sistémic

pers:

stemmta inmune, o cual e

persistente.
1. El virus se adopta una forma proviral dentro de su eélula receptora, insertando su

l)N/\ en el de la edlula

T virus se re pln 4 de manera preferente en los macrdfagos.

N

te tipo de virus, genceralmente no estimula produccidon . de  anticuerpos
neatralizantes, por lo cual continua su repli
humaral.

acidn sin ningGn control de tipo

4. El virus presenta variaciones antigénicas importantes durante el curso de la
enfermedad, lo cual evita su reconocimiento rapido por células de memaria.

(Dintel v col., 1999; Peterhans v col., 1999; Ellis v col., 1987)
Fallazgos Clinico-Patoldogicos:

A pesar de que se tnata de una inteccion multisistémica, la enfermedad clinica se
maniticsta de diferentes maneras, dependiendo de Lo edad del animal. La forma artritica s
una sinovitis cronica hiperplasica, que ocarre en caprinos adultos, observindose en a
maveoria de los casose onarticnlaciones carpales. El comienzo puede ser insidioso o
repentine vounilateral o bilaterall Tas cabras afectadas pierden peso gradualmente y
desarrollan articulaciones hinchadas, Se encuentran echadas Lo mavor parte del tiempo v
como resultado pueden oo dleeras por decabino. En algunos casos, ocurre diliacion
de la bolaa atlantica v supraespinosa (B 2A) Fl curso de L enfermedad e Jargo,
durando de varios meses hasta anos (Blood v col 1992) Los cambios histopatologicos
observados s caracternican por proliteracdon de la membrana sinovial con desarrollo de
provecatones vellosas en el lumen de La arucalacion Posdceniormente se presenta necrosis
de Laocol gamentos. Seopresenta
mincralizaoon de lovaestos de caralage necrosado. Flliguido sinovial se observa pardo,

cna, anduyendo Lo dapsula sinoviall tendones v i

sangpnalento, can abta presenaa de cClalas s mcenonucleares (Dinter v ocoll 19949
Robanson vy (ol 1980}

A la presenmacion arttines se puede asocian una pewmonia progresiy

caractetizada peor diticaltad para resprrar despuds deoun leve estue

OL para progresar
disnca, aun cuaanda el aniimal se encuentea en repose. Histopatolog icaanente se observa
que Tos sepros alveolares estin engrosados de manera irsegalar, por hnfocitos, v oen menee
medida mactdtagos (Robinson v e nl TON6),

S




L.as cabras lactantes pueden presentar una mastitis indurativa, ésta se presenta de 1
a 3 dias después del parto; la ubre se encuentra firme o dura, con poca produccidn de
leche, no existe mastitis bacteriana asociada 3y la recuperacién no es completa.
Histopatolégicamente se observan algunos linfocitos diseminados por los septos acinares
(Robinson y col., 1986).

La presentacion en cabritos de 2 a4 4 meses de edad es de tipo nerviosa, comicnza
con parilisis de los cuartos traseros, la cual puede ser uni o bilsteral. Algunos pueden
caminar en circulos ¢ incluso presentar ceguera. v algunas semanas la parialisis se
extiende a los cuartos delanteros. $i se recupera ¢l animal quedan con paridlisis residual,
la cabeza. Usualmente presentan pelo aspero vy miadsculos
atrofiados (Fig. 2B). Sin embargo se encuentran afebriles y mantienen un buen apetito.
Los sobrevivientes de la enfermedad nerviosa desarrollan artritis similar a la observada en
caprinos adultos. Patoldgicamente se observa una encefalomielitis desmiclinizante.
En el liquido cerebro espinal aparece gran cantidad de células mononucleares, ademas de
un infilirado perivascular diseminado (Dintel y coll, 1999; Storset v col., 1997).

torticolis o desviacion de

A)

Figura 2.- Presemacion clinica de la AEC

A) Cabra adulta con arritis en articulaciones carpales, y dilatacidn
de bolsa atlantica.

B) Cabrito con parilisis en tren posierior y en musculatura de

cuello.

Diagnostico diferencial:

El diagndstico diferencial de la forma artritica de la enfermedad incluye orras
causas de artritis infecciosa, como las causadas por micoplasmas, clamidias,
Corinchacterinm spp. v Brucella spp. La forma nerviosa debe diferenciarse de la ataxia
ocasionada por deficiencia de cobre, listeriosis v roxoplasmosis (Blood » col., 1992).




Diagnostico de laboratorio:

El virus se puede aislar a partir de sangre, separando las células mononucleares
mediante gradientes y se cocultivan con células sinoviales caprinas no infectadas, se
incuban por 2 o 3 semanas, observandolas constantemente para detectar la formacién de
sincitios (Dinter y col., 1999).

Los métodos mas cficientes para el diagnostico del VAEC son los seroldgicos. La
respuesta inmune humoral generada por el virus es detectable a los 40 o 60 dias
postinfeccidén, aunque se reportan respuestas positivas desde los 21 dias. El titulo maximo
de anticuerpos aparece de 40 a 77 dias postinfeccién, progresivamente disminuye, pero
sigue presente hasta 9 meses postinfeccion. Esta respuesta humoral, esta dirigida a la
estructura interna proteica del virion (p28) v a las glicoproteinas de superficie del VAEC,
los anticuerpos son detectables tanto en suero, como en liquido sinovial v semen (Dinter
v col., 1999; Travassos v col., 1999; Ellis v col., 1987). Los métodos seroldgicos mids
usados son Inmunodifusion en Agar Gel (IDAG), ELISA v Western Blot. La IDAG
cuenta con una excelente especificidad pero baja sensibilidad. Las prucbas de ELISA
utilizan antigenos recombinantes o preparados a partir de cultivo celular infectado,
conteniendo principalmente la glicoproteina ENV. En forma similar a la utilizada en ¢l
VIH, ¢l Western Blot s utilizado como una prucba confirmatoria a los resultados de
ELISA (Peterhans, 1999).

Como se menciond anteriormente, la seroconversién puede suceder tardiamente,
especialmente en hatos con baja seroprevalencia; por lo cual seria deseable detectar al
virus, por medio de la prueba de Reaccidon en Cadena de la Polimerasa(PCR) (Peterhans,
1999).

Tratamicento:

No existe tratamiento para cualquier presentacién de la enfermedad (Mattheus,
1999).

Prevencion:

La inmunizacidn con preparaciones de virus vivo o inactivado no protege a los
animales de infecciones posteriores, va que ¢l VAEC no induce la produccién de
anticuerpos neutralizantes . La forma mas efectiva para evitar la emirada del VAEC a una
explotacién serd la de impedir la entrada de animales portadores de la enfermedad
(Dinter ¥ col., 1999; Robinson v col., 1986).

Control:

Para ¢l control de la enfermedad se siguen tres estrategias principales:

% Deteccion de animales portadores mediante pruebas seroldgicas, realizadas cada 6
meses; 5 afios 0 nids sin reactores positivos, se considera como hato libre. Los

-




animales positivos deberin ser aislados completamente del hato sano, las hembras
portadoras deberin ordefiarse hasta el final; ademais se eliminaran lo mas pronto
posible.

*> Scparar a los cabritos de su madre antes de que éstos comiencen a consumir
calostro. Estos cabritos se criarin separados del resto del hato, alimentados con
leche de vaca o de cabra pasteurizada. Ademais, periddicamente se les deberin
realizar  prucbas seroldgicas en  intervalos de "3 a 6 meses y  climinar
inmediatamente a'los reactores positivos.

< Realizar valoraciones serolégicas a los sementales y al semen utilizado en la

inseminacién artificial, eliminando los animales y el semen reactor positiva. -

{(Robinson ¥ col., 1986; Mattheus, 1999; Rowe 1999).

TESIS CON
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Los Linfocitos T.

La respuesta inmune contra los virus consiste en dos tipos:

» Inmunidad a virus mediada por anticuerpos producidos por linfocitos B; esta
respuesta consiste en el bloqueo de la adsorcidn del virus por la c¢élula blanco,
estimulando la fagocitosis de los virus por macréfagos, iniciando la virdl
mediada por el complemento o causando la aglutinacién viral, con lo cual reducen
el numero de unidades infecciosas para cualquier invasion celular.

<+ Inmunidad a virus mediada por células, es quizis la mas importante para el

control de enfermedades virales. Las principales células participantes en esta
respuesta son los linfocitos T cooperadores, citotdxicos v de memoria y células
NK (asesinas naturales).
(Tizard, 1998; Stites y col., 2000).

Debido a los objetivos de este trabajo se explicar con mayor detalle ¢l origen v

funcion de los Linfocitos T.

15

Origen:

Las c¢lulas madre pluripotenciales localizadas en la médula 6sea dan origen a las
células progenitoras micloides, linfoides, eritroides y megacariocitos. Las células
progenitoras micloides dan origen a los monocitos, que posteriormente serin macrofagos
tisulares, granulocitos v mastocitnos. Micntras que las células progenitoras linfoides
originan a los linfocitos B » T. Los linfocitos B activados se diferencian en células
plasmadticas, especializadas en i produccidon de anticuerpos. Los linfocitos T se
diferencian en células T citotoxicas. las cuales destruyen eélulas infectadas por virus, y
células T cooperadoras, las cuales estimulan  1a respuesta inmune celular v humoral

Pratoh]

(Slauson v cal., 20C2

Las células 7T se desarrollan a partir de células pro
dsea que sulfren maduracion en el timo. Tempranamente en su desarrollo, los timocitos
expresan varias moléculas de superficie celular, como G2, caracteristicas de los

nitoras derivadas de la medula

linfocitos T, pero carccen de muchas ottas como CID4 v €IS, por tanto se conocen
como tmocitos dobles negativos. El rearreglo de los genes TR (7cel! veceprors) se inicia
en la etapa doble negativa L Las cdlulay desunadas a convertirse en células 17 alta/beta
rearreglan primero en gen TR beta v luego o] gen TOR alfal Silos arreglos conducen a
la tormuacion de proteinas funcionales TCR alfa v beta que pucden formar un dimero, ol
dimero alfaZbeta v las moléeulas CI3 se coexpresan en baja densidad en fa superficie
En cste punto de desarrollo los timocitos expresan G4+ CID8 3 se denominan
os dable positivos. Contorme los timocitos maduran, la densidad de expresion de
Sulas picrden expresion de CID4 o de CDS para convertirse en
timocitos simples positivos. En esta crapa los timocitos han adquirido ¢l fenotipo de
células T peritéricas, maduran v pronto salen del timo. Otro grupo de timocitos

celular

tirmex

TR aumenta v las

rearteglan los genes sama v dehal que dardan origen a los Linfocitos T a0 que al madurar

TESE COf |
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podrin expresarse como doble negativo o como simple positivo CD8 (Stites y col., 2000;
Stauson y col., 2002; Fink y col., 2000}(Figura 3).

TCR y Correcceptorces

Los receptores de células T (TCR) son estructuras complejas, compuesta de
diferentes tipos de proteinas, utilizadas para reconocer antigenos fijos al MHC tipo | v 11
v transduccidn de seiiales (Tizard, 1998).

El TCR estd constituido por 2 cadenas de polipéptidos altamente variables,
designadas como alfae) ¥ beta(3). unidas entre si por enlaces disulfuro. Cada cadena
polipeptidica tiene una region variable y una regién constante; la regidn variable de
ambas cadenas forman ¢l sitio de reconocimiento antigénico. Existe otra subpoblacion de
linfocitos T cuyos receptores estin compuestos por cadenas gama(y) y deltagé)(Slauson,
ace2).

El complejo de polipéptidos que forman el TCR a/fl. o heterodimero, puede
reconocer ¥ unirse a antigenos presentados por moléculas del Complejo Mavor e
Histocompatibilidad (MHC) clase T v 1L te un complejo de polipéptidos  que
funcionan de forma auxiliar en la unidn entre las células presentadoras de antigenos
(ADPC), constando de 4 cadenas de polipéptidos no variables y un homaodimero intra
ico no variabie. formando ¢l complejo denominado DI

L 20T

citoplasm. Lauson v col.,
2002; Stites v col

Para facilitar ¢l envio de sefiales a través del complejo 'TCR, Jos linfocitos T
expresan proteinas correceptoras de superficie, CD4 o DS, que se asoci
componentes del TCR durante el reconocimiento de antigenos.
CI8 divide a las ¢
MEIC clase HCDH 4 ) v aquellas que reconocen antigenos unidos a moléculas del MHC
clase I(CDIS +). El1 CI4 se enlaza a una regidén proximal a la membrana de las maoléculas
del MHC clase 1T que no participa de manera directa en el enlace de péptidos, Por otra
parte, ¢l CID8 se unc a la region correspondiente de las molécutas del MHC clase I Tanto
el CID4 como ol CDHS presentan grandes dominios intracitoplasmaiticos de seiali
que  tenen actividad  intrinseca de prowina  tirosina  cinasa(ITK), las  senales
transmitidas por esos dominios al contacta con una molécula del MHC crean sinergia
con sefales que emanan del TCR (Stites v cols 2800 (FFigura 3).

an con los
Ista expresion de CIDE v
Has on dos subpoblaciones: las que reconocen antigenos unidos al

cion

Linfocitos T CID4.

Los linfocitos T CD4 se diferencian en 2 grupos, linfocitos Tl » Ti:2 . Este tipo
de diferenciacion estimulada por antigenos especificos tiene importantes repercusionus
funcionales . debida a que los linfocitas Tl promueven la inmunidad mediada por
células, micntras que los linfocitos T2 la inmunidad humoral. Los  factores qQue mas
influencian la formacion de estas subclases de CD4 son el tipo de antigeno identificado
por el linfocito inmaduro. v la presencia de citosinas ante la cual se estimula Lo

diferenciacion (Slauson v col | 2222).




Figura 3.- Desarrollo de los Linfocitos T en Timo.
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Figura 4. Fstructura del TCR v de correceptores CDA y CD8
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Las células presentadoras de antigeno (APC) presentan péptidos antipénicos
derivados de patdgenos intracelulares, unidos al MHC clase 1. Los Linfocitos T CD4
inmaduros reconocen este complejo y se diferencian en Tul, que promueven la
inmunidad celular estimulando la activacidén de macrdfagos y la produccién de I1gGs
opsonizantes, por parte de los linfocitos B. Las APC wambién pueden fagocitar apentes
patdgenos extracelulares, los cuales son degradados y sus péptidos antigénicos unidos a
moléculas de MHC clasce 11, para presentarlos en la superfi de su membrana; los
linfocitos T inmaduros reconocen los antigenos unidos al MHC y se diferencian en Tn2,
los cuales promucven la activacion de linfocitos B, para la producciéon de anticuerpos
neutralizantes e Igll, que inicia reacciones de hipersensibilidad inmediata.

Durante las etapas tempranas de infeccidn por patdgenos intracelulares, las células
dendriti los muacrofagos v o la células NK(natural killers), son estimuladas a producir
H.-2 e INF-7. 11.-2 es un potente inductor de células Til, y el INF-y, inhibe a las células
Ti2. En contrapasicidn la diferenciacion de linfocitos T CID4 en presencia de 1L-4 ¢ 116
promueven la subclase 112, inhibiendo a la otra subclase (Slauson  y col., 2002; Shevach,
2000; Read y col., 2001).

La funcidon de cada una de estas subcelases de linfocitos T CI1D4 , esta expresada en
funcidn de las citosinas que producen, en el cuadro No.l se enumeran estas citosinas y su

" "Efectos inrvlltxnu-liggic()‘s
. Drincipales. . e
macréfagos, Promueve la proliferacion de células B y
cambio de clase a IgGl.
Promueve la diferenciacion de células Ti y T'o especificas a

antigeno.

! TNE-j3 Activa macrotagos

Promueve ¢l crecimiento de células B y la produccidn de

e __itinmunoglobulinas opsonizant e
IL-4 ¢ IL-13 iQuinnu’uc(isn\o de linlocitos, células cebadas y baséfilos.

H | Aumento en ¢l crecimiento de células cebadas y eosinéfilos.

| i

v neutrafilos.

Promueve la proliferacion de las células B y el cambio de clase
a IgE ¢ 1pG4.

Inhibe la diferenciacion de células Tl

Inhibe la produccidn de citosinas por macrdfagos.

Aumenta ol crecimiento v desarrollo de cosindfilos.

1L. (Promuceve el crecimiento de las eélutas B v la produccién de
iL-6 tinmunoglobulinas.

| Inhibe la produccidn de citosinas, incluso INFy, por ceélulas
11.-1C CTal, macrofagos v otras ADPC,

UInhibe la diferenciacion de eélulas T a1, :
"Promuceve el crecimiento de células By la produccidn de |
Cinmunoglobulinas. [

: O |

Cuadro No. 1. Funeidn 'dé las subclases de Hinfocitos

CI4 (Srites v col
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Linfocitos T CDS.

En el tejido periférico linfoide, los linfocitos ‘T CD8 inmaduros se activan cuando
encuentran antigenos unidos a MHC clase 1, en la superficie de APC. Estos péptidos
antigénicos presentados por el MHC clase 1 derivan de condiciones patogénicas
intracelulares que expresan nuevos antigenos. Los linfocitos T CDS activados son
comiinmente denominados como células citotéxicas, va que su funcién es la liberacion de
citotoxinas y secrecion de citosinas. Las citotoxinas producidas por los CDS son las
perforinas v granzimas: Las perforinas son proteinas gque se polimerizan dentro de la
membrana superficial de las células blanco hasta formar estructuras circulares, a mancera
de poros, denominadas complejos de ataque de membrana(MAC), los cuales ocasionan la
lisis osmdtica de la célula blanco. Las Granzimas son estearasas de serina, que estimulan
la apoptosis cuando éstas Hegan al interior de las células blanco a través de los MAC de
las perforinas (Tizard, 1998; Barouch y col., 2201).

Al mismo tiempo los Linfocitos T

CIS comienzan la sintesis v secrecion de
vo TNF-« v TNE-5. El interferdon gama (IN
vyactiva a los macrdfagos  para aumentar su capacidad  de destruceion de los
microorganismos fagocitados, ademis bloquea los receprores superficiales de otras células
1 factor de necrosis tumoral

citosinas, entre las que se encuentran IFN

evitando que se adhicran agentes patdgenos a cellos,

Alfa(TNF-w) estimula a los macrdlagos ¢ inicia los procesos apoptdticos en las células

blanco. De manera similar actia el TNE-f3. sin embargo oste también activa neutrodfilos,
céulas endoteliales ¥ linfocitos B (Gao v col, 22200 Figura 3).
En los linfocitos T CIDS también se distinguen 2 subclases, debido al tipo de

citosinas que secretan. La subclase T1 secreta de manera caracteristica IFN-y mitentras que
la subclase T2 secreta 1-50 Ambas clases son citotdxicas, pero las edlulas T atilizan 1a
via de las perforinas y de D95, mientras que las eélulas T2 se valen Gnicamente de
perforinas. Se ha demostrado que las perforinas se v an para destruir a las células
infectadas por virus, v la via de CD93 para re T (Tizard,
1998).

sular el desarrollo de la célula

Linfocitos T v8.

El 60% de los linfocitos presentes en sangre periférica de los rumiantes posee un
TCR que consiste en 2 cadenas gamary) v delta(@), Se distinguen 2 clases de linfocitos T
+& , inmaduros v maduros. La clase inmadura se localiza en la corteza externa del timo,
expresando niveles bajos de MHC clase T v mienores niveles de TCR yé. ademads de no
presentar ¢l antigeno diferencial T19. Eswta clase aparcce durante la etapa feual de
desarrollo timico. La poblacion madura expresa mayores niveles de MHC clase 1, v TCR
¥d, ademis de presentar ¢l antigeno T19. sc localizan predominantemente en ka mdédula
del timo son observados en altas densidades alrededor v en ocasiones dentro de los
corptisculos de Hassal (Hein v coll 1991, !

Una vez que abandonan ol tima, las cclulas recireulan de manera continua entre
Las superticies vpiteliales, comeo picl, epitehio intestinal, epitelio del aparato reproductor,
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Figura 5.- Interaccion de Linfocitos T CD8 con célula blanco.
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Fuenie: Tizard, 1997:modificado por Arcila 2002




y torrente sanguineo. Luego, pasan a través de los ganglios linfiticos y regresan a la
sangre a través de la linfa (Tizard, 1998).

Estas células son CD4-CD8- o CD4-CD8+. Pueden producir citosina y tienen
capacidad citolitica. En los rumiantes estas células son las que responden  de manera
predominante en reacciones de linfocitos mixtos, o cual indica que pueden reconocer
antigenos ligados a MHC extrafios y también pueden ser citotéxicas (Tizard, 1998,; Stites
y col., 2000).

Sc han encontrado linfocitos T ¥8 en lesiones ocasionadas por ectima contagioso y
por algunas micobacterias, representando una primera lincea de defensa (Baldwin y col.,
2002; Sopp y col., 2001).
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Material y Métodos.

Se emplearon bloques de parafina de glindulas anexas de machos caprinos,
obtenidos en un trabajo previo, los cuales correspondian a los drganos de animales
distribuidos en cuatro grupos, segin su condicidn respecto al VAEC, previa evaluacién
mediante las pruebas de inunodifusién en agar-gel (AGID), ELISA, Western Blot (WB) y
Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR):

Grupo IN) 5 animales infectados naturalmente con virus de Artritis Encefalitis

Caprina (VAECQ).

Grupo ATCC) 3 animales inoculados con una cepa de VAEC de referencia

ATCC No. VRO 5.

Grupo FESC) 3 animales inoculados con VAEC aislado FESC.

Grupo NEG) 3 animales negativos al VAEC.

Las glindulas accesorias obtenidas fueron ampula, glindula bulbouretral, vesicula
seminal y tejido prostitico asociado a uretra. A estos bloques se les realizaron cortes de 6
a 16 micras de espesor v ose fijaron sobre portaobjetos Posteriormente se procesaron
mediante un Kit de peroxidasa (DAKO LSAB+KIT, No. de catalogo K0679), v
anticuerpos monoclonales contra receptores de Linfocitos T CID4, CD8 y gama-delia de
ovino, los cuales reconocen linfocitos de caprino, proporcionados por C.R. Mackay del
Instituto Basel de Inmunologia, de Suiza.

El procedimiento se describe en ¢l Anexo L.

Se identificaron las subpoblaciones presentes, su localizacion y se evalud el
numero aproximado de células presente en el campo de 40x, ordenindose en 3 categorias,
que se establecicron en base a criterio prapio, va que no existe literatura que reporte
estos datos:

1 Escasas edlulas por campo: de 1 a 5.
2. Moderadas oélulas por camipo: de 5 a 15,
3. Abundantes ¢élulas por campao mas de 15,
Ademas de clasificarse por su distribucion en focal o difuso.

Para obtener un control positivo, se abtuvo sangre periféric
tubos Vacutainer®*, con EDTA. PPostertormente se realizo el método de minigradientes
de ficoll para obtener las cdlulas mononucleares, ver Anexo 1L

También se obtuvieron laminillas de tonsila, timo y bazo de caprino para
demostrar la reaccidn cruzada de los anticuerpos monoclonales anti-ovino, con los
receptores de caprinos (Larsen v col., 1998: Nacessens y col., 1999).

de una cabra, en
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Resultados.

Los resultados obtenidos por tejido se describen a continuacién:

Ampula:
Marcaje para CD+4: No existid marcaje especifico para este receptor en ninguna del las
muestras procesadas en los 4 grupos experimentales (Fig. 6, 6.5., a 6.8.).
Marcaje para CD8: Se observo un escaso nlimero de células por campo marcadas para
este receptor, en el intersticio, en los cuatro grupos experimentales (Fig7, 7.5. a 7.8.).
Marcaje para Gama-Delta: No existié marcaje para este receptor, en los cuatro grupos
experimentales (Fig. 8, 8.5. a §.8.).

¢ Glandula Bulbouretral:
Marcaje para CD+4: Se observé un moderade numero de células por campo marcadas,
distribuidas en el intersticio de la glindula, con escaso marcaje de linfocitos
intracpiteliales, en los grupos de animales infectados naturalmente, animales inoculados
con ¢l VAEC de referencia ATCC y animales inoculados con el VAEC aislado en FESC
(Fig. 7. 7.1. a 7.3). Mientras que en ¢} grupo de animales negativos al VAEC no se
observé presencia de marcaje (Fig. 6, 6.4.).
Marcaje para CDS: Se observd moderado nimero de eélulas marcadas en el intersticio de
la glindula con distribucidn difusa, en los tres grupos de animales infectados (Fig. 7, 7.1. a
7.3.). En ¢l grupo de animales negativos no se observd presencia de marcaje (Fig. 7, 7.4.).
Marcaje para Gama-Delta: El marcaje se presentd en escasas células del intersticio v en
algunos linfocitos intracpiteliales, con distribucién focal, en los animales de los grupos de
animales infectados naturalmente, animales inoculas con ¢! VAEC de referencia ATCC y
animales inoculados con ¢l VAEC aislado en FESC (Fig.8, 8.1. a 8.3.). En el grupo de
animales negativos no se observd marcaje (Fig. 8, 8.4.).

*» Glindula vesicular:
No se encontrd marcaje especifico para ninguna de las subpoblaciones estudiadas en los 4
prupos (Fig. 6, 6.9, a4 6.12. Fig. 7, 7.9. a7.12,, Fig. 8, §.9. a 8.12)).

< Tejido Prostitico Asociado a uretra: De este tejido solo se procesaron muestras

del grupo de animuales infectados naturalmente v de animales negativos, por no

disponer de los blogues de parafina de los animales de los dos grupos restantes.
Marcaje para CII4: En el grupo de animales infectados naturalmente se observéd un
abundante ndmero de eélulas marcadas, de forma difusa, correspondiendo con linfocitos
intraepiteliales (Fig. 6, 6.13.) En ¢l grupo de animales negativos no se observéd marcaje
(Fig. 6, 6.14.).
Marcaje para CD8: En el grupo de animales infectados naturalmente se observé un
moderado nimero de células marcadas en el intersticio de la glindula, distribuidas
difusamente (Fig. 6, 7.13.). En el grupo de animales negativos no se observd marcaje (Fig.
F.7.14.).




Marcaje para Gama-Delta: El grupo de animales infectados naturalmente presenté un
moderado nimero de células de distribucién focal en intersticio y de linfocitos
intraepiteliales (Fig. 8, 8.13.). En el grupo de animales negativos no se observé marcaje
(Fig. 8, 8.14.).

En e] Cuadro 2 sc resumen estos resultados para su mejor comprension.
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Cuadro 2.- Marcaje de subpobliciones de linfocitos en glindulas anexas.

Ampula “GBU *GVES.  **TE).PROST.ASOC.
GRUPO
CD4 | CDS | +5 CD4 CD§s | D4 CD8 | v D4 CD§ "
N ) + ) T N ) ) B RSN A
F D )] F D D F
D
FESC : P IR NR | NR | NR
N
o]
| ATCC : A A (i NR | MR | NR
i + : i i
NEG - . . . . . I Lo L
F | ; |
i ! ! H
o I SR S SR S N : ? |
E.: 3 o Negativo: - IN: Animales infectados naturalmente con el VAEC.
5> 171 o Escasas celulas por campo (1 a3): + FESC: Animales inoculados con el VAEC aislado en FESC.
o Moderadas células por campo (5.4 13): + + ATCC: Animales inoculados con el VAEC de referencia ATCC.
+  Abundantes células por campo (mas de 13): +++ NEG: Animales negativos al VAEC.
o NR: no realizado. -D: distribucion difusa; F: distribucion focal.

*GBU: Glindula bulbouretral. **G. VES: Glindula vesicular. *** TEJ.PROS.ASOC.: Tejido prostitico asociado a uretra.
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Figura 6.~ Microfotagrafias de Linfocitos T CID4 in sita
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Figura 7.- Microfotografias de Linfocitos T CD8 in situ.
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Figura 8.~ Microfotografias de Linfocitos Gama-Delta in situ.
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Discusidén.

Existe poca informacién disponible sobre la inmunidad en el aparato reproductor
de pequeiios rumiantes, y para el macho es pricticamente inexistente. Por lo cual se
pueden comparar los resultados anteriores con otras enfermedades causadas por agentes
de la misma familia, los cuales se han investigado mis a fondo, y comparando la
tologia d¢ otras especies, de las cuales si existe informacion.

Los retrovirus causantes de Inmunodeficiencia bumana, bovina y del simio,
presentan una transmisién por via sexual, recientemente se ha aislado al VAEC del
semen de muachos caprinos infectados (Travassos 1999); este pone de manifiesto la
importancia de los sementales en la prevalencia de la enfermedad en los rebafios. Otro
dato es que se han observado lesiones importantes ¢n érpanos reproductores del hombre
para el caso del VIH (Pudney 1991), en el simio (Miller 1994) v del toro (Gradil 1999), lo
cual ocasiona una disminucién en la fertilidad, pero en ¢l caso del VAEC, no se
observaron  lesiones macroscopicas, v las lesiones microscdpicas son minimas, en
glindulas accesorias, ya que testiculo y epididinio no se encuentran afectados, fa calidad
del semen no varia.

Esto se¢ podria explicar va que el infiltrado linfocitario corresponde en su mayoria
a linfocitos T CID4, que son células auxiliares, mientras que las células con funciones
citotdxicas como los linfocitos T CDS y Gama-Delta, se encuentran en menor cantidad,
por lo cual el dajio tisular es minimo adn en animales infectados.

Tizard en 1998 menciona que en algunas situaciones clinicas, si la cuenta de CD4
alta, significa que la reactividad linfocitaria se ha incrementado, debido al aumento de
células  auxiliares, mientras que una cuenta alta de CDS implica depresion de la
reactividad linfocitaria. jolly en 1997 reporta que la proporcion de CD4/CIIS en sangre
periférica de cabras infectadas con VAEC, deerecid en forma impaortante v los niveles de
linfocitos T v&, también se incrementd. Sin embargo, en un estudio similar realizado por
Grezel y colaboradores en ¢l mismo afio observaron que la presencia del VAEC no
alteraba esta proporcidn. Sharmila en el afo 2000 concluyd que la presencia del VAEC
estimula la produccién de 11L-15 ¢ IL-16, importantes estimuladores de linfocitos T CD4.
Los trabajos anteriores podrian tomarse como antecedentes importantes para el andlisis
de los resultados obtenidos en el presente trabajo, si bien no se midicron proporciones de
CIX$/CDIS, os claro que existe una respuesta mayor de linfocitos T CD4 en algunas de las
glindulas anexas, 1o cual sugiere que ha actividad linfocitaria se encuentra incrementada
debida a la presencia del VAEC.

Anderson v Pudney en 1999 reportaron que en ¢l ser humano la presencia de
lintocitos T en glindulas accesorias de individuos aparentemente sano es normal. Sin
cimbargo en los animales negativos al virus no se observo la presencia de marcaje en
ninguno de las glindulas, a excepeion de dmpula donde se reconocieron algunos
linfocitos T CI8, lo cual podria indicar que su presencia es normal en esta glindula.
Histologicamente se han observado la presencia de células mononucleares en el
intersticio de las glindulas anexas, sin embargo no se marcaron por medio de la téenica
empleada en este trabajo, la posible explicacién de este hecho puede ser atribuida ha que

es
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estas células corresponden ha células NK, las cuales no presentan correceptores CD4 o
CID8 ni ¥5, y hasta cierto punto su morfologia es similar a la de linfocitos T.

Otro factor que pudo afectar estos resultados esta relacionado con el hecho de que
se utilizaron anticuerpos monoclonales anti-ovino, debido a la imposibilidad de
conseguir monoclonales especificos de caprinos; Larsen y colaboradores en 1990
reportaron que si bien existe un 70 u 80% de reconocimicnto de receptores de linfocitos
T de bovinos y caprinos mediante ¢l uso de monoclonales anti-ovino, existe la
posibilidad de que de 20 a 30 % de los linfocitos no sean reconocidos.

Conclusidn.

Se encontréd una respuesta mayor de linfocitos T CD+4 en tejido prostitico
asociados a uretra y en glindula bulbouretral, mientras que ¢l infilirado de linfocitos T
citotdxicos como los CD$ y Gama-Delta son poco {recuentes. Lo cual se explica por que
no se observa dafio tisular significativo. En dmpula y glindula vesicular no se observd
este infiltrado. Ademds en ninguna de las glindulas accesorias de los animales negativos se
observaron linfocitos marcados.
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Ancxo 1.
Desparafinado y Rehidratacién.
1.- Colocar las laminillas en xileno durante 5 minutos, repetir dos veces.
2.- Eliminar exceso de liquido y rchidratar las lJaminillas en dos cambios de aleahol ctilico
absoluto por tres minutos cada uno.
3.- Eliminar el exceso de liquido y- colocar en alcohol etilico al 96% por 3 minutos.
4.- Eliminar exceso de liquido y colocar en alcohol etilico al 90% por 3 minutos.
5.- Eliminar ¢l exceso de liquido y colocar las laminillas en agua destilada por 30
segundos.

Bloqueo de la peroxidasa enddgena.

1.- Eliminar ¢l exceso de liquido y secar alrededor del tejido.

2.- Cubrir ¢l tejido con suficiente peréxido de hidrogeno al 3%, incubar de 15 a:30
minutos a temperatura ambiente.

3.- Lavar con PBS y dejarlas en un bafo del mismo.

Digestidn:

1.- Eliminar ¢l exceso de liquido y secar alrededor del tejido.

2.- Aplicar sobre ¢l tejido una solucidn de Tripsina al 0.025%, incubar por 6 minutos a
temperatura ambiente.

3.- Lavar con PBS y dejarlas en un bano del mismo.

Bloqueo de receptores inespecificos.

1.- Eliminar el exceso de liquido y secar alrededor del tejido.

2.- Cubrir el tejido con suficiente solucidn al 12 de Albimina Sérica Bovina, e incubar a
temperatura ambiente durante 15 minutos.

4.- Lavar con IPBS v dejarlas en un bafio del mismo.

Reaccidon del anticuerpo primario.

1.- Eliminar ¢l exceso de liquido v secar alrededor del wjido.

2.- Agregar de 107 a 20C pl del anticuerpo monoclonal, previamente diluido 1:2 en una
solucidn de Albamina Sérica Bovina al 1%, cubriendo todo el tejido.

3.~ Incubar por 3T minutos a temperatura ambiente, en camara humeda.

4.- Lavar con PBS v dejarlas en un bajfio del mismo.

Reaccion del anticuerpo secundario.

1.- Eliminar ¢l exceso de liquido y secar alrededor del tejido.

2.- Cubrir ¢l tejido con'suficiente solucidn de anticuerpos biotinados e incubar de 15 a 30
minutos a temperatura ambiente en cimara himeda.

3.- Lavar con PBS v dejarlas en un bafio del mismo.
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Reaccién con Estreptavidina .
1.- Eliminar el exceso de liquido y secar alrededor del tejido. §
2.- Agregar suficiente solucién de estreptavidina marcada con peroxidasa para cubrir el
tejido. Incubar de 15 a 30 minutos a temperatura ambiente, en cimara hiimeda.
3.- Lavar con PPBS y dejarlas en un bafio del mismo.

Reaceidn del sustrato.

.- Eliminar el exceso de liquido y secar alrededor del tejido,

2.- Aplicar suficiente sustrato y cromdgeno para cubrir el tejido.
3.- incubar por 5 minutos a temperatura ambiente.

4.-Lavar con agua destilada.

Contratincidn.

1.- Cubrir ¢l tejido con suficiente Hematoxilina de Harris e incubar por minuto y
medio.

2.- Lavar por 5 minutos con agua destilada.

3.- Lavar con solucién de carbonato de litio o agua amoniacal, 10 veces.

4.-Colocar las laminillas en agua destilada por 2 minutos.

Montaje.

1.- Deshidratar los cortes con alcoholes progresivos del 80 hasta el 100, de 3 a 5
minutos. -

2.- Aclarar con dos cambios de xilol.

3.- Montar las laminillas con resina y cubreobjetos.

Anexo 1l
.- Centrifugar la sangre por 10 minutos, a temperatura ambiente y- a 1700 ~ 2000 rpm en
centrifuga clinica.
2.- Colectar el plasma, cuidando de no remover la capa de células blancas.
Colectar en su totalidad la capa blanca, en 600u] y mezclar con 300ul de PBS para
reconstituirlos.
4.- Transferir la sangra reconstituida a tubos con ficoll, pipeteando sobre ¢l borde del
tubo. para formar una capa de sangre sobre ¢l ficoll.
5.- Cemtrifugar por 15 minutos a 1700 - 2C22 rpm.
6.- Despuds de centrifugar en el gradiente se observaran 4 capas, de abajo hacia arriba:
critrocitos, ficoll, células blancas, y PBS/plasma. Transferir a otro tubo las células blancas
v adadie S00ul Jde PBS v mezclar por inversion,
7.- Centrifugar por 4 minutos a 17¢0 - 2082 rpm, decantar el sobrenadante y adadir Iml
de PBS.
8.- Resuspender en vortex v repetir el lavado dos veces mas.
9.- Realizar un frotis sobre portaobjetos limpios y fijar con inetanol por 5 minutos.
1C.- Posteriormente se procesaran junto con los cortes de parafina utilizando la misma
metodologia.
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