WACIOHAL AUTON O

o

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS DE LA
PRODUCCION Y DE LA SALUD ANIMAL

“MORFOLOGIA GENERAL E IDENTIFICACION Y DISTRIBUCION DE
CELULAS DE LA RESPUESTA INMUNE EN EL APARATO
REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS CLINICAMENTE SANOS”

T E S | S
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTROENCIENCIASDELA PRODUCIONY DE
LASALUD ANIMAL

PRESENTA:
GABRIELA CASTILLO HERNANDEZ

TUTOR PRINCIPAL
FES-CUAUTITLAN Dr. JORGE LUIS TORTORA PEREZ

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR

FES-CUAUTITLAN Dr. CARLOS GERARDO GARCIA TOVAR
FMVZ Dra. MARIA DE LOURDES JUAREZ MOSQUEDA

MEXICO, D.F. FEBRERO 2013



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Dedicada:

A mi padre Antonio Castillo Reyes

A mi madre Erika Mangler Herndndez Montejo

A mis hermanos Laura y Axel Jesus Castillo Hernandez

A mi querido Omar Salvador

“No es el conocimiento, sino el acto de aprendizaje; y no la posesion, sino el acto
de llegar a ella, lo que concede el mayor disfrute”.

Carl Friedrich Gauss

“Mide lo que sea medible y haz medible lo que no lo sea”

Galileo Galilei


http://palabrasyvidas.com/frases-celebres-por-autor/Carl+Friedrich+Gauss.html
http://www.frasecelebre.net/Frases_De_Galileo_Galilei.html

Agradecimientos institucionales:

A la FES Cuautitlan UNAM, por el financiamiento al proyecto que me permitio
realizar mis estudios de maestria, en la Catedra GC-01 PATOLOGIA y
ENFERMEDADES DE LOS RUMIANTES.

Al Laboratorio de Bacteriologia del CENID-Microbiologia INIFAP y al Laboratorio
de Investigacion Morfologia Veterinaria y Biologia Celular donde se desarrollaron

los trabajos de investigacion.

A los integrantes del comité tutoral: Dr. Jorge Luis Tortora Pérez, Dr. Carlos
Gerardo Garcia Tovar y Dra. Maria de Lourdes Juarez Mosqueda por la

orientacion de esta tesis.

A los miembros del jurado: Dr. Jorge Luis Tértora Pérez, Dr. Humberto Alejandro
Martinez Arellano, Dra. Beatriz Arellano Reynoso, Dr. Jorge Pablo Acosta Dibarrat,
Dr. José Angel Gutiérrez Pabello por haber revisado esta tesis haciendo valiosos

comentarios.

Al personal del laboratorio del CENID-Microbiologia INIFAP: Dr. Efrén Diaz
Aparicio, Dra. Gabriela Palomares, Dr. Francisco Morales por su apoyo para el
diagnostico seroldgico.

Agradecer también al Dr. German Isauro Garrido Farifia responsable del
Laboratorio de Investigacion Morfologia Veterinaria y Biologia Celular por facilitar
en todo momento el trabajo en el laboratorio y por su colaboracion en diferentes

etapas del proyecto.



Agradecimientos personales:
A Dios por iluminarme en el camino de la Veterinaria y la Ciencia.

A mis padres por todo su apoyo, confianza y carifio incondicional en todo
momento.

A mis hermanitos queridos por permitirme ser un ejemplo en su vida, Laura y Axel.

Al Dr. Jorge Tortora por brindarme la oportunidad como su ayudante y colaborar
en esté proyecto de tesis.

Al Dr. German Garrido por tenerme paciencia y por su apoyo en todo momento.

A mis gqueridos amigos del Laboratorio: Sra. Dra. Reina, Sra. Leo, Dra. Tere,
Toiiito, Beto y Prof. Chayito por todos esos momentos felices en el laboratorio.

A la memoria de mi gran amiga Sra. Dra. Lulu, por todos sus consejos, platicas y
ayudas en mi deberes de laboratorio, que dondequiera que este, se que esta muy

feliz y contenta.

A mis primitos Ramén y Alejandro por los buenos momentos en estos ultimos
anos.

A mis amiguitos René, Liliana Ester, Liliana Sanchez, por todas su porras y
consejos.

A Victor y José Luis por su amistad y apoyo.
A mi muy queridisimo Omar Salvador por estar a mi lado.
A mi estimada FES-Cuautitlan-UNAM

Y a todos y todas que de alguna forma ayudaron directa o indirectamente en esté
trabajo.



INDICE

ABREVIATURAS 1
RESUMEN 2
ABSTRACT 3
1. INTRODUCCION........ciiiituiiiiiiiieeeieteeeeeeae e e e seaa s e e rssneseesannaens 4
2.  ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR DEL MACHO........... 5
2.1 TESTICULO ..ottt 5
2.2, EPIDIDIMO......coiiiiiiiiiiiee e 7
2.3. CONDUCTO DEFERENTE.....c.citiiiiiiiicceie e, 7

2.4, URETRA. ..,

2.5, PENE....co
2.6, PREPUCIO.....coiii e 9
2.7.  GLANDULAS ANEXAS......oiiiiiieeeee oo, 9
2.7.1. Ampulas del conducto deferente................ccevuueee 9
2.7.2. Vesiculaseminal.........c.ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiienireeeee 10
2.7.3. Glandula bulbouretral............c.ccooiiiiiiiiiiiiie 10
2.7.4. Prostatadiseminada....cccoevereeierririrariesnraraennranns 11
3. INMUNIDAD EN LAS MUCOSAS.......coiiiiiiiiveriererrcere e e e 12
3.1. DEFENSAS INNATAS EN LA SUPERFICIE DE MUCOSAS... 12

3.2. INMUNIDAD ADAPTATIVA DE LAS SUPERFICIES
MUC O S AS. .. e 13
3.3 TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO A LAS MUCOSAS .............. 14
3.4 LINFOCITOS DE MUCOSAS......cciiiiiieeiceee e, 14
4. RESPUESTA INMUNE EN EL APARATO REPRODUCTOR............ 15
4.1. CELULAS DE RESPUESTA INMUNE EN EL TESTICULO..... 15
4.2. CELULAS DE RESPUESTA INMUNE EN EL EPIDIDIMO...... 16

4.3. CELULAS DE RESPUESTA INMUNE EN LA VESICULA
SEMINAL . .. e 17
4.4, CELULAS DE RESPUESTA INMUNE EN GLANDULA 17

BULBOURETRAL. ...t



© © N o

11.

4.5. CELULAS DE RESPUESTA INMUNE EN LA PROSTATA..... 18

4.6. CELULAS DE LA RESPUESTA INMUNE EN LA URETRA..... 18
47. CELULAS DE RESPUESTA INMUNE EN LA URETRA
PELVICA DEL CARNERO.........cuuiiiiiiiieeiie e, 19
4.8. LEUCOCITOSPERMIA.......cuuiiiiiiiie e 19
TECNICAS PARA LA DETERMINACION DE CELULAS DE
RESPUESTA INMUNE.....ctvuueeeiiuueeeeenneeerrnneeerrnneeersnsaesessnnnees 21
JUSTIFICACION. ..ceuueieeettieeeetnneeeeenneeeerannesesssnneseesnnnseessnnneseens 22
HIPOTESIS... oottt eeeeee e eee s e e eae e e e eaae s s e raaa e e eraaa e e eennanns 23
OBJETIVO GENERAL.........uoeittiiiieiieineeieneeeeseeeraneeesnsesansennns 23
OBJETIVOS PARTICULARES..........cooivttueeeerenneeeerenneeerenneeennns 23
MATERIALES Y METODOS........cccuueiiiieueeeeieneeeernnneeersnnseeennnes 25
10.1. ANIMALES ... .o 25
10.2. TOMADE MUESTRAS.......oiiiiiiiee e 25
10.3. PRUEBADE TARJETA.....coomiiiiiiie e, 26
10.4. INMUNODIFUSION EN GEL DE AGAR (IDGA)................... 26
10.5. MEDICION Y PESAJE DE LAS GLANDULAS ANEXAS......... 26

10.6. INMUNOFLUORESCENCIA PARA DETECTAR LA
PRESENCIA DE MACROFAGOS+, CELULAS
PLASMATICAS IgA+, IgG+ E IgM+ EN EL APARATO
REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS.........cevveeeeeen., 27

10.7. INMUNOHISTOQUIMICA  PARA  DETECTAR LA
PRESENCIA DE LINFOCITOS CD4+ Y CD8+ EN EL

APARATO REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS............ 28
10.8. CONTEO CELULAR.......ouiiiiiieiee e 30
10.9. ANALISIS ESTADISTICO.......uiiiiiiieie e 31
RESULTADOS . ..uuuiiietieieestieieersssserrssssssrssseseessssssesssnssersnnnnn 33
11.1. RESULTADOS SEROLOGICOS.........oviiiiiiiieeeiieeeee 33
11.2. RESULTADOS MORFOMETRICOS.........cceevvvieeeiiea, 33

11.3. PRESENCIA DE CELULAS INFLAMATORIAS EN EL



12.
13.
14.

CONTENIDO URETRAL SEMINAL.....c.oviiiieie e, 35
11.4. DESCRIPCION HISTOLOGICA DEL APARATO

REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS.........c.cviiiiiienns 37
11.4.1. TeSticulo.....ccciniiiiiiii s 38
11.4.2. Cabeza del epididimo...........cccviiiiiiiriiiiiiinieen, 40
11.4.3. Cuerpo del epididimo...........ccocviiiiiiiriiiiiiinieen, 42
11.4.4. Coladel epididimo.........c.cccviiiiiiiiiiiiiiiricr e, 44
11.45. Uretra....coce i s s s e 46
11.4.6. Ampula del conducto deferente...........c..ccereeerene 48
11.4.7. Vesiculaseminal..........c.coooiiiiiiiiiiiiiiiiiicrcirennenns 50
11.4.8. Glandula bulbouretral............c.ccoviiiiiiiiiiireeees 52
11.4.9. Proéstata diseminada...........c.ccoviiiiiiiiiiiiiiiiieens 54

11.5. DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE LOS
MACROFAGOS+ PRESENTES EN EL APARATO
REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS..........cccevvieeeeinnn 56

11.6. DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE LOS
LINFOCITOS CD4+ Y CD8+ PRESENTES EN EL APARATO
REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS ..........oeovvviveenannn. 63

11.7. DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE CELULAS
PLASMATICAS 1gG+, IgA+ E IgM+ PRESENTES EN EL

APARATO REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS......... 68
DISCUSION .. ctttieeueeeneeteernereneesneernsesnsessereansensessnnsesneernnssnnmmnes 76
CONCLUSIONES.......cctuuiiiitiiintietaneeeeteeesnsersnsersnesrsnnsersnsennns 83
LITERATURA CITADA . .......cootuieiiiiteeeeeeteeeeeneeeeenneseesanaeeeeennnnes 84
ANEXOS.....ouiiiiiiiieieeitieeerrat e eesrst e eeesnneeerssseserssnesersnnnseernnnns 91



INDICE DE CUADROS

10. MATERIAL Y METODOS
10.6. INMUNOFLUORESCENCIA PARA DETECTAR LA
PRESENCIA DE MACROFAGOSH+, CELULAS
PLASMATICAS IgA+, I1gG+ E IgM+ EN EL APARATO
REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS
CUADRO 1. CARACTERISTICAS DE LOS ANTICUERPOS
UTILIZADOS EN LA
INMUNOFLUORECENCIA..........cccevveeeann.
10.7. INMUNOHISTOQUIMICA PARA DETECTAR LA
PRESENCIA DE LINFOCITOS CD4+ Y CD8+ EN EL
APARATO REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS
CUADRO 2. CARACTERISTICAS DE LOS ANTICUERPOS
UTILIZADOS EN LAS PRUEBAS DE
INMUNOHISTIQUIMICA........oovevevereeceer e
11. RESULTADOS
11.1 RESULTADOS SEROLOGICOS

CUADRO 3. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS
SEROLOGICAS EN LOS 62 ANIMALES
MUESTREADOQS, PORCENTAJES DE
ANIMALES POSITIVOS........ccoiiiiiiiee,
11.2 RESULTADOS MORFOMETRICOS

CUADRO 4. NUMERO PROMEDIO DE LAS MEDIDAS Y

PESOS DE LAS GLANDULAS ACCESORIAS

DE LOS GRUPOSOPYOA.....ccciiiiiiiieeenen

11.3. PRESENCIA DE CELULAS INFLAMATORIAS EN EL
CONTENIDO URETRAL SEMINAL

CUADRO 5. NUMERO PROMEDIO DE LEUCOCITOS EN

ANIMALES NORMALES..........ccooiiie,

CUADRO 6. NUMERO PROMEDIO DE LEUCOCITOS

28

29

33

33

36



11.5

11.6

11.7.

POR CAMPO EN LAS MUESTRAS DE
CONTENIDO URETRAL SEMINAL................
DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE LOS
MACROFAGOS+ PRESENTES EN EL APARATO
REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS
CUADRO 7. NUMERO PROMEDIO DE MACROFAGOS+
POR mm? EN LOS DIFERENTES ORGANOS
DEL APARATO REPRODUCTOR DE
MACHOS OVINOS DE DIFERENTE

CUADRO 8. NUMERO PROMEDIO DE MACROFAGOS+
POR mm?, DIFERENCIAS ENTRE ORGANOS
EN CADA GRUPO........cccvuiieeeiiieeeeeien .
DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE CELULAS
PLASMATICAS IgG+, IgA+ E IgM+ PRESENTES EN EL
APARATO REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS
CUADRO 9. NUMERO PROMEDIO DE LINFOCITOS
CD4+ y CD8+/ mm? EN LOS DIFERENTES
ORGANOS DEL APARATO REPRODUCTOR
DE MACHOS OVINOS DE DIFERENTE

DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE CELULAS
PLASMATICAS IgG+, IgA+ E IgM+ PRESENTES EN EL
APARATO REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS
CUADRO 10. NUMERO PROMEDIO CELULAS
CPLASMATICAS IgA+, IgG+ E IgM+
POSITIVAS EN LOS DIFERENTES
ORGANOS DE LOS  APARATOS
REPRODUCTORES POR mMm?...................

36

58

59

64



INDICE DE FIGURAS

4. RESPUESTA INMUNE EN EL APARATO REPRODUCTOR
4.8. LEUCOCITOSPERMIA
Figural. Esquema del aparato reproductor humano
mostrando la distribucion de algunas
células involucradas en la respuesta
inmune adquirida.........c.cccoeviiiiiiiiini s
10. MATERIAL Y METODOS
Figura 2. Disefio experimental......ccccveeieririevaennnnnne.
11. RESULTADOS
11.2 MORFOMETRIA
Figura3. Medidas de largo, ancho y profundo de la
uretrapélvica.......cocooviiiiiiiie
Figura4. Aparato reproductor y sus glandulas
=] 1) € L PP
11.3. PRESENCIA DE CELULAS INFLAMATORIAS EN EL
CONTENIDO URETRAL SEMINAL
Figura 5. Frotis de contenido uretral seminal.............

Figura 6. Corte histolégico de uretra peneana y

PEIVICA. ctinreieinrarieirarier s raenn s e e s eanaaeaas
11.4. DESCRIPCION HISTOLOGICA DEL APARATO
REPRODUCTOR

Figura7. Corte histoldogico de un testiculo de un
animal adulto ovino...........ccocviiiiiiiiiiniies
Figura8. Corte histolégico de testiculo de animal
prepuberal ovino..........ccooiiiiiiiiiiii e
Figura9. Corte histolégico de la cabeza del
epididimo, animal adulto ovino...................

Figura 10. Corte histolégico de la cabeza del

10

20

32

34

35

37

38

39

40

41



Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

epididimo, animal prepuberal ovino............

Corte histoldgico del cuerpo del epididimo,

animal adulto ovinNO......ceeeeeeiieeeeee

Corte histoldgico del cuerpo del epididimo,
animal prepuberal ovino.............ccocviiiieinns
Corte histologico de la cola del epididimo,
animal adulto ovino...........ccocviiiiiiiiiiiinns
Corte histoldgico de la cola del epididimo,
animal prepuberal.............ccceiiiiiiiiiiiiie
Corte histolégico de la uretra pélvica,
animal adulto OVINO.......ccvviiiiiiiiiiiireeees
Corte histolégico de la uretra pélvica,
animal prepuberal.............coociiiiiiiiii
Corte histologico del ampula del conducto
deferente, animal adulto ovino...................
Corte histoldgico del ampula del conducto
deferente, animal prepuberal ovino.............
Corte histolégico de la vesicula seminal,
animal adulto ovino.........c.ccocviiiiiiiiiiniies
Corte histolégico de la vesicula seminal,

animal prepuberal ovino.............cccovevvnennnn.

Corte  Histolégico de la glandula
bulbouretral, animal adulto ovino...............
Corte  histolégico de la glandula

bulbouretral, animal prepuberal ovino.........

Corte  histologico de la prostata
diseminada, animal adulto ovino................
Corte  histologico de la proéstata

diseminada, animal prepuberal ovino..........

11

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55



115

11.6.

DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE LOS
MACROFAGOS+ PRESENTES EN EL APARATO
REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS
Figura 25. Gréafica del numero promedio de
macréfagos por mm? en los diferentes
organos del aparato reproductor de los tres
grupos de ovinos evaluadoS......cvcvvevieinnnns
Figura 26. Marcaciéon de macrofagos positivos en la
uretra pélvica de animales adultos ovinos...
Figura 27. Marcacién de macrofagos positivos en la
vesicula seminal y el epididimo, animal
adulto OVINO........cciiiiiii
Figura 28. Marcacién de macrofagos positivos en el
testiculo de animales prepuberales.............
Figura 29. Marcacién de macréfagos positivos en el
linfonodo, animal adulto ovino...................
DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE LOS
LINFOCITOS CD4+ Y CD8+ PRESENTES EN EL
APARATO REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS
Figura 30. Gréfica del numero promedio de linfocitos
CD4+ por mm2 en los diferentes dérganos
del aparato reproductor de los tres grupos
de ovinos evaluadoS.....ccveiveriririnrannannnnss
Figura31. Gréfica del numero promedio de linfocitos
CD8+ por mm2 en los diferentes dérganos
del aparato reproductor de los tres grupos
de ovinos evaluadoS.....cccveiveriririninnnnrnnnnss
Figura 32. Marcacion de linfocitos CD4+ en la préstata

diseminada......ccue s

12

60

61

61

62



11.7.

Figura 33. Marcacion de linfocitos CD4+ en las
glandulas anexas..........cccocviiiiiiiiiniininenen,
Figura 34. Marcacion de linfocitos CD8+.....................
DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE CELULAS
PLASMATICAS IgG+, IgA+ E IgM+ PRESENTES EN EL
APARATO REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS
Figura 35. Gréafica del numero promedio de células
contenedoras de IgG+ por mm2 en los
diferentes 6rganos del aparato reproductor.
Figura 36. Grafica del numero promedio de células
contenedoras de IgM+ por mm2 en los
diferentes 6rganos del aparato reproductor.
Figura 37. Gréafica del numero promedio de células
contenedoras de IgM+ por mm2 en los
diferentes 6rganos del aparato reproductor.
Figura 38. Marcacién de células contenedoras de IgG+
en diferentes 0rganosS.......ccceveveviiiririnienensn,
Figura 39. Marcacién de células contenedoras de IgM+
en diferentes 6rganosS.......ccceveviviviririennnnsn.
Figura 40. Marcacién de células contenedoras de IgA+
en diferentes 0rganoS....ccvevvvivieraenariernenn.
Figura 41. Marcacién de células contenedoras de IgA+

en uretra pélvica.........ccocviiiiiiiiiiiiiie e

13

67
68

70

71

72

73

74

75



ABREVIATURAS

APC
BALT

CALT

CD

CIMS
CCl
DCs
ESC

FAE
FITC
GALT
HRP
IDGA
IgA
I9G
IgM
LIE
LLP

MALT

migA

Células presentadoras de
antigeno

Tejido linfoide asociado a
los bronquios

Tejido linfoide asociado a
conjuntiva

Denominacion de grupo

Sistema inmune comun de
las mucosas

Célula contenedora de
Inmunoglobulinas

Célula dendritica

Extracto salino calentado
Epitelio asociado al foliculo

Isotiocianato de
fluoresceina

Tejido linfoide asociado al
intestino

Peroxidasa del rabano

Inmunodifusién en gel agar
Inmunoglobulina A
Inmunoglobulina G
Inmunoglobulina M

Linfocito intraepitelial
Linfocito de la lamina propia
Tejido linfoide asociado a

las mucosas
IgA monomérica

MIS
MUC

MIP

MOS
NALT
PRR
OPP
OoP
OA
PAMP
PBS
LPS
RALT
SBD
sC
SIgA
SPSS
TCR

TLR

wcC

14

Sistema inmune de las
mucosas
Mucina

Proteinas inflamatorias de
macrofagos
Macréfago

Tejido linfoide asociado a la
nasofaringe

Receptor de reconocimiento
de patrones

Ovinos prepuberales

Ovinos puberales
Ovinos adultos

Patrones moleculares
asociados a patdgenos
Solucién amortiguadora de
fosfatos

Lipopolisacarido

Tejido linfoide asociado al
aparato reproductor
Defensina

Componente o pieza
secretoria
IgA secretoria

Paquete estadistico para las
ciencias sociales
Receptor de linfocito T

Receptor de tipo Toll —-pIgR

Workshop cluster



RESUMEN

La respuesta inmune en el aparato reproductor masculino ha sido poco explorada,
Su mucosa presenta las células de respuesta inmune comunes a las demas
mucosas (CIMS), que deben cumplir funciones de defensa en las infecciones y ser
tolerantes a las células germinales que presentan antigenos diferenciales.
Recientemente se ha intensificado el estudio de este sistema, sobre todo en la
respuesta a las enfermedades de transmision sexual.

En este trabajo se identificaron y cuantificaron las poblaciones celulares CD4+,
CD8+, macrofago y células contenedoras (plasmaticas) de IgA+, IgG+ e IgM+
(CCl), mediante inmunofluorescencia e inmunohistoquimica, en el aparato
reproductor de machos ovinos de diferentes edades, serolégicamente negativos a
brucelas lisas, B. ovis, A. seminis e H. somni. Se colectaron muestras de aparato
reproductor, frotis de contenido uretral y suero de 62 machos ovinos, sacrificados
en rastro. Se realizd la descripcidn histolégica, se cuantifico la leucocitospermia y
la morfometria de las glandulas anexas. Para los conteos celulares se dividieron
los animales en tres grupos: ovinos prepuberales menores de 6 meses de edad,
OPP; ovinos puberales entre 6 meses y un afio de edad, OP y ovinos adultos,
mayores de 2 afios de edad, OA. De los 62 animales muestreados ningan animal
fue positivo a brucelas lisas, el 1.6% fue positivo a B. ovis, el 3.2% a A. seminis y
el 48% a H. somni. EI 85% de los animales mostr6 algiun rango de
leucocitospermia, con predominio de neutréfilos (PMN), en la histologia se observé
gue estas células migraron mayoritariamente en la uretra peneana, el 7.5%
ademas de tener PMN, también mostro la presencia de células mononucleares, de
tipo monocito y linfocito. En vesiculas seminales y glandulas bulbouretrales, los
grupos OP y OA presentaron mayor cantidad de macrofagos que el grupo OPP
(p<0.05), los macréfagos se localizaron en el tejido conectivo. En la uretra pélvica
la mayor cantidad de macréfagos ocurrié en el grupo OP, seguido del OA y por
altimo el OPP (p<0.05), las marcas fueron méas abundantes en el epitelio de
transicion. En el testiculo el grupo OPP presenté mayor cantidad de macréfagos
comparado con los grupos OP y OA (p<0.0.5) y se localizaron en el tejido
conectivo. No se encontraron diferencias en linfocitos CD4+ y CD8+ en ampula,
uretra peneana y pélvica, testiculo, ni en los tres sectores del epididimo (p>0.05),
la mayor parte de las marcas se localizo en el tejido conectivo. Los conteos de las
CCI fueron bajos en todos los organos, no hubo diferencia entre grupos para
ninguna inmunoglobulina, en testiculo del grupo OPP se presentaron células
marcadas para IgA+ e IgG+.
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General morphology and immune cell populations in the reproductive tract of
clinical healthy lambs and rams.

ABSTRACT

Immune response in the male reproductive system has hardly been
explored. Its mucosa contains the same cells of common immune system of
mucous membranes (CIMS). These cells have to fulfill defense functions against
infections and also have to tolerate germ cells differentials antigens. Immune
response in the reproductive tract has recently intensified principally focused on
sexual transmission diseases.
In this work were identified and quantified CD4 +, CD8 +, macrophage, plasmatic
cells IgA +, 1gG + and IgM + population cells through immunofluorescence and
immunohistochemistry. Different ages and serologically negatives sheep males to
brucellosis, B. ovis, A. seminis and H. somni were sampled. Samples from
reproductive tract organs, smear of urethral content and serum of 62 males were
collected at slaughterhouse. Histological description, leucocytospermia (leukocytes
in urethral content) quantification and annexed glands morphometry were
performed. For cell counts samples were divided in three groups: OPP, from
prepuberal lambs under 6 months of age; OP, puberal rams between 6 months and
1 year old and OA, adults rams older than 2 years. From 62 sampled animals none
was positive to brucellosis, 1.6% were positive to B. ovis, 3.2% to A. seminis and
4.8% to H. somni. Most animals (85%) showed some range of leucocytospermia,
with neutrophil (PMN) predominance. Neutrophil migrated mostly in the penile
urethra. A part of animals (7.5%) also showed in addition to PMN, mononuclear
cells, monocyte and lymphocyte type. Seminal vesicles and bulbourethral glands,
from OP and OA groups showed greater amount of macrophages compared with
the OPP Group (p < 0.05). Macrophages were found mostly in the connective
tissue of these glands. In the pelvic urethra a greater amount of macrophages were
found in the OP group followed by OA and finally OPP (p < 0.05). Urethra marks
were located mainly in transition epithelium. Testicles from OPP group presented a
greater amount of macrophages compared with OP and OA groups (p < 0.0.5),
and were found in connective tissue. No differences were observed in CD4 + and
CD8 + lymphocytes counts in ampoules, penile and pelvic urethra, testicle and
epididymis sectors (p > 0.05) marks were located in connective tissue. CCI counts
were low in examined organs, without differences between groups for any
immunoglobulin. Positive IgA and 1gG cells were observed in the testis of OPP

group.
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1. INTRODUCCION

En contraste con lo que ocurre con las secreciones del aparato reproductor
femenino, sobre las que se han realizado numerosos estudios referidos a la
magnitud y las propiedades de los anticuerpos presentes en las mismas, la
respuesta en el aparato reproductor masculino ha sido poco explorada
(Moldoveanu et al, 2005). El aparato reproductor masculino, en su mucosa
contiene elementos del sistema inmune comun de las mucosas (CIMS), el cual
tiene que cumplir con funciones de defensa contra las infecciones y ademas tiene
que tolerar a las células germinales que presentan antigenos diferenciales (Christ
et al, 1997). Recientemente se ha intensificado el estudio de los mecanismos de
respuesta inmune en el aparato reproductor enfocado sobre todo a la lucha contra
las enfermedades de transmisién sexual (Anderson y Pudney, 1999).

El estudio comparativo de la distribucién y propiedades moleculares de los
anticuerpos en el suero y en las secreciones del tracto genital masculino indica
que las de este Ultimo se asemejan mas a las presentes en el suero que a las
caracteristicas tipicas de una secrecién de mucosa. En contraste con la saliva, la
leche y el moco intestinal, donde la IgA secretoria (SIgA) es dominante y la IgA
monomérica (mIgA) esta presente en cantidades trazas; el plasma seminal posee
como isotipo dominante a la IgG y niveles comparables de las dos formas de IgA
(SIgA y migA). Moldoveanu et al, 2005, encuentran que solo el 50% de la IgA
aparece como SIgA en el plasma seminal, esto podria deberse a la digestion de la
pieza secretoria (SC) por las proteasas presentes en abundancia en el semen.
Para el caso de los humanos, la composicion de las secreciones preeyaculatorias
se asemeja a las de las secreciones externas tipicas.

En los hombres, la uretra peneana es un sitio de infeccion primaria por
patdogenos de transmision sexual. La investigacion sobre la inmunologia de
mucosas en este sitio ha sido limitada en parte debido a los problemas de
muestreo, pero la evidencia disponible indica que la uretra contiene una gran

cantidad de mediadores inmunologicos con los cuales puede montar una
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respuesta vigorosa innata y adaptativa frente a los organismos infecciosos
(Pudney et al, 2011).

En carneros, se tiene poca informacion acerca de la distribucion de las
células involucradas en la respuesta inmune en el aparato reproductor y de los
casos de leucocitospermia, Acosta y col., 2006, 2009, determinaron la distribucién
de algunas células implicadas en la respuesta inmune de la uretra pélvica del
borrego, encontrando células plasmaticas (Saravanamuthu et al., 1991),
macrofagos, linfocitos y células dendriticas, con lo cual suguieren que la uretra
pélvica podria actuar como un sitio de induccién y efector de la repuesta inmune

local contra las infecciones.

2. ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR DEL MACHO

El aparato reproductor del macho esta integrado por los testiculos, el
sistema de conductos excretores, el pene y las glandulas genitales accesorias, los
cuales contribuyen a la funcion primaria de la reproduccion, produccion de
espermatozoides, formacion de semen y sintesis de hormonas sexuales
masculinas (Banks et al, 1996; Bacha et al, 2001).

2.1. TESTICULO

En rumiantes los testiculos estan colocados en la region inguinal, en
posicion vertical. Son o6rganos elipsoidales, suspendidos por un cordon
espermatico, conjunto de estructuras que incluyen al conducto deferente, vasos
sanguineos y nervios dentro de una doble cubierta de peritoneo y separados
dentro del escroto, por el tabique escrotal. El tamafio y peso de los testiculos
depende de la edad, la raza y del desarrollo corporal del animal, se estima su peso
en aproximadamente el 0.5% del peso corporal. Sus funciones son la produccién
de espermatozoides a través de la espermatogénesis y la produccion de

androgenos (Salisbury y Vandermark, 1978; Hafez et al, 2002; Dyce et al, 2007).
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La superficie testicular esta recubierta por una fina ldmina serosa, la tunica
vaginal visceral, que se extiende por encima de una capa fibrosa llamada tanica
albuginea de tejido conectivo denso, que envuelve a todo el parénquima testicular
y es la responsable de su forma ovoide que lo caracteriza. El parénquima
testicular esta contenido dentro de esta fuerte capsula y presenta una turgencia
que se aprecia a la palpacion. Una parte de esta Ultima se hunde hacia el centro
del parénquima del 6rgano formando el mediastino testicular. Desde éste irradian
periféricamente los tabiques que lo dividen en lobulos, a su vez ellos contienen a
los tubulos seminiferos en los que se producen los espermatozoides. (Banks et al,
1996; Bacha et al, 2001; Hafez et al, 2002; Dyce et al, 2007).

En un corte transversal del tubulo seminifero podra observarse, desde la
pared hacia la luz de los mismos, una membrana basal, células mioides, células
sustentaculares que actian a modo de barrera hemato-testicular y las células
germinales en sus distintos estadios, ubicadas en las prolongaciones
citoplasmicas de las anteriores. Las células sustentaculares presentan forma
piramidal, sostienen y nutren el epitelio germinativo, constituyendo el armazén del
tubulo seminifero, estas células impiden la relaciéon directa del contenido tubular
con la sangre y las células de respuesta inmune (Bacha et al, 2001; Dyce et al,
2007).

Los espacios intersticiales contienen vasos sanguineos y linfaticos, ramas
de nervios y células intersticiales (células de Leydig) que son las responsables de
la produccion de testosterona, la cual es secretada activamente desde la vida
fetal, cayendo a niveles muy bajos o bien cesando al momento del nacimiento
para reanudarse nuevamente a la pubertad (May, 1974; Getty et al, 1982; Shaller
et al, 1992; Horst et al, 2005).
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2.2. EPIDIDIMO

Es un tabulo Gnico, largo y enrollado, con un soporte de elementos de tejido
conectivo que lo fijan al testiculo. Su peso es diverso en funciéon de las grandes
diferencias existentes en el tamafio de los animales, en el carnero adulto su peso
ronda entre los 20 y 30 g y su longitud entre 50 y 60 m. Se divide en tres regiones:
cabeza, ubicada en el polo proximal del testiculo, cuerpo, corre por el borde
medial y caudal testiculo y cola, situada en el polo distal del mismo y almacena
una importante cantidad de espermatozoides. Las funciones epididimarias, son el
transporte, la sobrevivencia y la maduracién funcional de los espermatozoides. En
el epididimo al igual que en el testiculo se observa la tinica albuginea de tejido
conectivo denso. El epitelio que reviste a los conductos eferentes es
pseudoestratificado con estereocilios, lo rodea una lamina propia delgada de
miofibroblastos y tejido conectivo (Bacha et al, 2001, Hafez et al, 2002; Gazquez
et al, 2004; Dyce et al, 2007).

2.3. CONDUCTO DEFERENTE

El conducto deferente es un o6rgano tubular que transporta a los
espermatozoides desde la cola del epididimo hasta la uretra.
Toma su origen en la cola del epididimo, transita por el borde epidimario del
testiculo y después se continla dentro del corddén espermético hacia el canal
inguinal. Después de cruzar el canal inguinal sigue un trayecto que recuerda el
asa de una taza y finalmente desemboca en la uretra. La ultima parte del conducto
deferente presenta un ensanchamiento, la ampolla del conducto deferente donde
se encuentran las glandulas ampulares. El conducto deferente esta constituido por
una tanica serosa, una tanica muscular y una tunica mucosa. En todo el trayecto
esta sostenido por un pliegue del peritoneo, el mesoconducto deferente (Banks et
al, 1996; Bacha et al, 2001).
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2.4. URETRA

La uretra del macho estd compuesta de una porcion pélvica, en el interior
de la pelvis y una porcién peniana, que esta incorporada al pene y se considera
como un componente de este rgano. Ambas porciones estan conectadas por el
istmo uretral, sitio donde la uretra gira sobre el arco isquiatico para entrar al pene.
Presenta dos orificios, el uretral interno, que comunica con la vejiga urinaria y el
uretral externo, situado en el extremo del pene y es por donde la orina es
eliminada al exterior. La uretra pelviana es un 6rgano tubular estructurado por tres
tunicas, mucosa, muscular y adventicia. La tunica muscular es de musculo
estriado, esta formada por el musculo uretral y actia como esfinter (Banks et al,
1996; Bacha et al, 2001; Dyce et al, 2007).

2.5. PENE

Es el 6rgano masculino de la copula, se compone de un extremo libre o
glande, un cuerpo y una raiz formada por dos pilares cubiertos por los musculos
isquiocavernosos. Se sitta a nivel de la region pubica y abdominal caudal, con el
dorso del pene dirigido hacia la sinfisis pelviana y a la pared abdominal ventral.
Estructuralmente el pene estd conformado por tres columnas de tejido eréctil: dos
CUEerpos cavernosos y un cuerpo esponjoso. Los cuerpos cavernosos consisten en
sinusoides vasculares separadas por tabiques de tejido conectivo que forman en
conjunto las cavernas de los cuerpos cavernosos. Estos tabiques derivan de una
envoltura fibrosa resistente que rodea al miembro y que forma un tabique entre los
dos cuerpos cavernosos, es la tanica albuginea de los cuerpos cavernosos. El
tabigue que separa ambos cuerpos cavernosos desde su origen hacia la parte
distal se va haciendo menos aparente hasta que desaparece permitiendo que el
tejido de los dos cuerpos cavernosos se mezcle.
Ventral a los cuerpos cavernosos esta la uretra, envuelta por el cuerpo esponjoso

del pene, de estructura similar paro mas delicada que la de los cuerpos
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cavernosos. Los espacios sanguineos son de mayor tamafio al estar separados
por tabiques mas finos ya que la tunica albuginea del cuerpo esponjoso es mas
delicada. En conjunto los espacios y tabiques forman las cavernas del cuerpo
esponjoso (Banks et al, 1996; Bacha et al, 2001).

2.6. PREPUCIO

El prepucio es un pliegue invaginado de la piel que rodea la extremidad libre
del pene cuando éste no estd en ereccion. Esta conformado por una lamina
externa constituida por los estratos normales de la piel y una lamina interna
cubierta por una mucosa que se continda con la del pene. En el extremo del

prepucio se localiza el orificio prepucial (Banks et al, 1996; Bacha et al, 2001).

2.7. GLANDULAS ANEXAS

Las glandulas genitales accesorias son un grupo de glandulas asociadas al
trayecto del conducto deferente y la uretra, que participan con su secrecion en la
formacion del semen, ademas de favorecer el movimiento, la nutricion, la
maduracion, la longevidad y el vigor de los espermatozoides. En ovinos
corresponden a la porcion glandular del conducto deferente o ampula, las
vesiculas seminales, la prostata que en ovinos solo presenta la porcion
diseminada y las glandulas bulbouretrales (Gazquez et al, 2004; Frandson et al,
2006).

2.7.1. Ampula del conducto deferente

El @ampula del conducto deferente (ampulla ductus deferentis), es un
ensanchamiento de la parte terminal del conducto deferente, formada por un
engrosamiento glandular de su pared. Produce sustancias ricas en carbohidratos y
aminoacidos (Getty et al, 1982; Shaller et al, 1992; Dellmann, 1999; Eurell et al,
2006; Frandson et al, 2006).
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En ovinos, se reconoce como una glandula tubuloalveolar ramificada, con
dilataciones en forma de sacos, esta revestida por un epitelio pseudoestratificado
compuesto por células cuboides o cilindricas y escasas células basales. La
lamina propia es de tejido conectivo laxo. La tinica muscular esta formada por una
capa circular interna y una longitudinal externa. La tinica serosa es abundante en
tejido conectivo laxo (Aughey et al, 2001; Bacha et al, 2001; Gazquez et al, 2004;
Eurell et al, 2006).

2.7.2. Vesicula seminal

La vesicula seminal (Glandula vesicularis) también es conocida como
glandula vesicular. Es una glandula par, de superficie lobulada, situada
dorsalmente al cuello y cuerpo de la vejiga urinaria. En los rumiantes y el caballo
el conducto excretor de esta glandula se une un poco antes de su desembocadura
con el conducto deferente para formar el conducto eyaculador. El producto
secretado por esta glandula forma del 25-30% del volumen seminal en rumiantes y
le aporta el componente energético principal la fructosa (May, 1974; Getty et al,
1982; Shaller et al, 1992; Gazquez et al, 2004; Horst et al, 2005; Frandson et al,
2006).

En los ovinos histolégicamente es una glandula tubuloalveolar, formada por
I6bulos y lobulillos, los tabiques interlobulares contienen abundantes fibras
musculares lisas. Presenta un epitelio pseudoestratificado, con escasas células
basales. Su lamina propia es un tejido conectivo laxo. La tlnica muscular
presenta dos capas, una circular interna y una longitudinal externa. La tUnica
adventicia esta compuesta de tejido conectivo laxo con numerosas fibras elasticas
y plexos nerviosos (Aughey et al, 2001; Bacha et al, 2001; Gazquez et al, 2004
Eurell et al, 2006; Samuelson, 2007).

2.7.3. Glandula bulbouretral

La glandula bulbouretral (Glandula bulbouretralis), es par, situada sobre la

cara dorsal de la uretra pélvica a nivel del arco isquiatico, el conducto de la
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glandula se abre en el extremo caudal de la uretra pélvica (depresion uretral), en
los ovinos tiene una longitud de 1cm x 0.5cm de ancho. Posee una cépsula bien
desarrollada y tabiques internos con abundantes fibras de musculo liso. Su
secrecion es principalmente moco (May, 1974; Shaller et al, 1992; Hafez, 2002;
Horts et al, 2005; Eurell et al., 2006).

En los ovinos es una glandula tubuloalveolar, con un epitelio columnar
simple; el sistema de conductos esta revestido por un epitelio cuboidal. La lamina
propia es escasa Yy se encuentra formada por tejido conectivo laxo. La capsula del
organo es de tejido conectivo denso con abundantes fibras de musculo liso,
también se encuentran fibras de musculo esquelético estriado provenientes del
musculo bulboesponjoso. El tejido conectivo capsular se continda con el de los
septos (Dellmann et al, 1999; Aughey et al, 2001; Bacha et al, 2001; Gazquez et
al, 2004; Eurell et al, 2006; Samuelson, 2007).

2.7.4. Prostata diseminada

En los carneros soOlo se presenta la porcidbn diseminada, la préstata
diseminada (pars disseminada prostate), formada por tejido glandular que se
localiza en la submucosa de la uretra pélvica, dorsalmente y reducida
ventralmente, se extiende en sentido caudal, y drena por numerosos pequefios
conductillos, que se extienden hasta alcanzar los conductos de las glandulas
bulbouretrales (May, 1974; Shaller et al, 1992; Hafez, 2002).

Histolégicamente es una glandula serosa tubuloalveolar compuesta, revestida
por un epitelio cubico simple, las células epiteliales presentan burbujas apicales
qgue indican la actividad secretoria de tipo apdécrino, con granulos acidofilos. El
sistema de conductos esta revestido por un epitelio columnar simple cerca de la
luz de la uretra, los alveolos estan rodeados por tejido conectivo laxo de la lamina
propia. (Aughey et al, 2001; Bacha et al, 2001; Gazquez et al, 2004; Eurell et al,
2006).
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3. INMUNIDAD EN LAS MUCOSAS

Los aparatos respiratorio, digestivo y reproductivo se encuentran en el
interior del cuerpo pero continuamente estan expuestos al ambiente exterior, por lo
que sirven como puertas de acceso que tienen la funcion de la aceptacion de
antigenos beneficiosos y la funcion del rechazo de antigenos no beneficiosos; por
ejemplo cuando se toma oxigeno por medio del aparato respiratorio, nutrientes
esenciales a través del digestivo o los espermatozoides entran en el aparato
reproductivo femenino, los 6rganos estan en alto riesgo para la invasion de
microorganismos patégenos. Las células del epitelio de las mucosas cubren la
superficie de estos 6rganos de la misma manera que la piel cubre el exterior del
cuerpo, formando barreras fisicas e inmunoldgicas que protegen de la invasion de
patbgenos. Ademas de la asociacion de estas mucosas a los 6rganos, estos
poseen una flora residente, la cual convive pacificamente con el anfitrion y crean
un ambiente mutuamente beneficioso. Por eso la mucosa necesita distinguir la
flora residente de los patdgenos. Los materiales benéficos o bacterias residentes
necesitan ser activamente absorbidos o tomadas mientras que los materiales o
bacterias perjudiciales beben ser selectivamente excluidos; este mecanismo es
controlado por el sistema inmune de la mucosa (MIS) (McNeilly et al, 2008,
Shintaro et al, 2012).

3.1. DEFENSAS INNATAS EN LA SUPERFICIE DE MUCOSAS

Una caracteristica importante de las superficies mucosas de las vias
respiratorias y gastrointestinales, asi como de los érganos reproductivos, es la
funcidbn de barrera proporcionada por el epitelio. En el caso de las vias
respiratorias y el tracto gastrointestinal inferior, esta barrera se compone de una
sola capa de células epiteliales unidas por complejos de union (uniones estrechas.
uniones adherentes y desmosomas); en el tracto gastrointestinal superior (hasta el
omaso) y en los érganos reproductivos, uretra y el resto, es la estratificacion del

epitelio escamoso existente. Ademas de formar una barrera fisica, las células
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epiteliales y sus glandulas asociadas producen defensas no especificas o innatas,
incluyendo mucinas y péptidos antimicrobianos (Mestecky et al, 2000; McNeilly et
al, 2008; Shintaro et al, 2012).

Aunque la mayor parte del trabajo en péptidos antimicrobianos ha sido
llevado a cabo en ratones y humanos, también han sido identificados en ovinos.
Estos incluyen dos defensinas, SBD-1 y SBD-2, ocho catelicidinas e intelectina.
Sin embargo, mientras que la expresion de péptidos (excluyendo catelicidinas) se
ha demostrado en los sitios de la mucosa in vivo, sus actividades antimicrobianas
no se han determinado aun en el ganado ovino (McNeilly et al, 2008).

Recientemente se ha demostrado que la respuesta inmune innata en las
superficies mucosas presenta un grado de reconocimiento a moléculas propias de
bacterias, como el LPS (polisacarido de bacterias gran negativas), esto se debe
principalmente al descubrimiento de receptores de reconocimiento de patrones
(PRR), como los receptores tipo toll- (TLR) en las células epiteliales, linfocitos,
fagocitos y las células dendriticas (DC) en tejidos de las mucosas de los humanos
y ratones, que responden a los patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMP), como el lipopolisacarido, la flagelina, las lipoproteinas, glucolipidos y los
acidos nucleicos de bacterias, virus, parasitos o de origen fdngico. La unién de
PRR a PAMP resulta en la liberacion de las sefiales de distintas citoquinas y
guimioquinas, que modulan los mecanismos de la respuesta inmune innata y
adaptativa (Mestecky et al, 2000; Entrican et al, 2006; McNeilly et al, 2008).

3.2. INMUNIDAD ADAPTATIVA DE LAS SUPERFICIES MUCOSAS

En general el MIS consiste en sitios inductivos y efectores. Los sitios
inductivos consisten tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) representado por
las placas de Peyer en el intestino delgado, en los sitios inductivos las células
epiteliales de la mucosa introduce antigenos tomados de la luz, estos antigenos
son procesado y presentados por células presentadoras de antigenos (APCs)

como las células dendriticas (DCs) (Shintaro et al, 2012).
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3.3. TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO A LAS MUCOSAS

Los principales tipos de MALT en el ganado ovino, con base en su
ubicacion anatdémica, son el tejido linfoide nasal (NALT), tejidos linfoide de los
bronquios (BALT) y tejido linfoide del intestino (GALT); y también se ha descrito el
tejido linfoide asociado a conjuntiva (CALT) y el tejido linfoide asociado a los
pezones. Por otro lado, el tejido linfoide asociado al aparato reproductor en raras
ocasiones se denomina RALT y ha sido poco explorado. Dado que mucho del
tejido linfoide asociado a las mucosas se encuentra difusamente esparcido y
existen diferencias entre las especies, la organizacion del MALT no se encuentra
completamente descrita (Mestecky et al, 2000; Cuff, 2001; Rusell et al, 2002;
Liebler-Tenorio y Pabst, 2006, McNeilly et al, 2008).

NALT y BALT se encuentran en la nasofaringe y adyacente a los bronquios
y bronquiolos, respectivamente. El GALT esta en el intestino en porciones de
yeyuno-ileal, colon y el recto terminal. El tejido epitelial que cubre a los foliculos
linfoides de la mucosa es especializado y conocido como epitelio asociado al
foliculo (FAE) y contiene células-M. Estas células son especializadas en la
endocitosis de particulas antigénicas, que por medio del transporte vesicular trans-
epitelial desde la superficie de la mucosa luminal lo trasladan a la corteza folicular
El NALT tiene un papel importante en la induccion y la modulacion de la inmunidad
de la mucosa en la parte superior del tracto superior respiratorio (Anderson, 1996;
Mestecky et al, 2000; Rusell et al, 2002, Shintaro et al, 2012).

3.4. LINFOCITOS DE MUCOSAS

Ademas del sistema MALT, las mucosas del estbmago, los intestinos
delgado y grueso, los tractos respiratorios superior e inferior y otras mucosas,
contienen también grandes cantidades de linfocitos y células plasmaticas libres, no
organizados. Estos linfocitos estan situados en el tejido conectivo que forma la
lamina propia y entre las células epiteliales.
Los linfocitos de la lamina propia (LLP) son principalmente linfocitos T, presentan

el receptor TCR a/f (Receptor del antigeno del linfocito T); también se observa la
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presencia de numerosas células plasmaticas. Estas células plasmaticas secretan
principalmente IgA, que atraviesa y adquiere la pieza SC en las células epiteliales
y es liberada a la luz.

Los linfocitos intraepiteliales (LIE) son principalmente células T, en los rumiantes
mas del 40% de estas células presentan el receptor TCR y/d, los LIE presentan
caracteristicas fenotipicas diferentes de los LLP.

La mayoria de las células T LLP y LIE pertenecen a la subpoblacion CD45RO de
células de memoria (Murphy et al, 2008; Pelves et al, 2007; Tizard, 2009).

4. RESPUESTA INMUNE EN EL APARATO REPRODUCTOR

4.1. CELULAS DE RESPUESTA INMUNE EN EL TESTICULO

La inmunidad en el testiculo es particular por muchos aspectos, primero
debido a la presencia de antigenos ocultos de las células germinales, una funcién
importante del testiculo es proveer un ambiente especial de homeostasis a estas
células, mediante la barrera hemato-testicular que anatomica y fisiologicamente
secuestra a las células germinales, las oculta de las células inmunes. La barrera
esta formada por las células sustentaculares unidas por uniones cerradas y regula
el transito de metabolitos y macromoléculas, las inmunoglobulinas y el
complemento no pueden pasar a la luz de los tubulos seminiferos. Estudios en
modelos animales han indicado la presencia de antigenos ocultos de las células
germinales fuera de la barrera (espermatogonia y espermatocitos preleptotenos)
(Yule, et al., 1988), esto sugiere que hay otros factores que actian para evitar una
respuesta autoinmune contra los antigenos ocultos no secuestrados (Yule, et al.,
1990). Injertos alogénicos sobreviven un tiempo prolongado en el testiculo (Head
et al.,, 1983), esto es atribuido a las altas concentraciones de testosterona,
considerada hormona inmunosupresora, que mantiene el ambiente inmuno-
privilegiado. Las células T y otras células inmunes normalmente no estan

restringidas en el intersticio testicular, entonces el estatus de inmunoprivilegio se
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cree que esta dado por factores locales que inhiben su funcién, una variedad de
proteinas solubles inmunosupresivas inhiben la activacion de células T y se han
aislado y probado in vitro (Pollanen et al., 1990), ademas otros factores han sido
identificados en el testiculo que inhiben funciones linfociticas, uno de ellos es la
proteasa inhibitoria 9 (protease inhibitor 9) y el inhibidor de granzima B (inhibitor of
granzyme) (Bladergroen et al., 2001). Otro mecanismo ha sido descrito en células
sustentaculares de raton, las cuales expresan cantidades grandes de Fas-ligando,
proteina que induce apoptosis en linfocitos activados que expresen el receptor
Fas. Ratones transgénicos deficientes en la expresion de Fas ligando en las
células de sustentaculares, desarrollan orquitis (Bellgrau et al., 1995).

Los macrofagos son abundantes en el intersticio testicular de muchas
especies de mamiferos, incluyendo al humano, se sugiere que el macrofago es
necesario para conservar las caracteristicas normales del tejido, esto debido a que
producen 25-hidroxicolesterol el cual estimula la sintesis de testosterona en la
células intersticiales (Connell and Christensen, 1975; Pudney, 1986; Pollanen y
Niemi, 1987, Nes et al, 2000), también han sido observados monocitos en los

limites de los tubulos seminiferos de humanos (Hermon and Lalli, 1987).

4.2. CELULAS DE RESPUESTA INMUNE EN EL EPIDIDIMO

Las células T CD8+ son predominantes en el epitelio mientras que las
CD4+ predominan en la lamina propia del epididimo de humanos (Richie et al.,
1984). Los macrofagos son abundantes a lo largo de toda la mucosa del epididimo
dentro del epitelio y la lamina propia. En algunos casos, se han observado altas
concentraciones de macrofagos en el epitelio y el lumen. Observaciones
preliminares sugieren un gradiente en la concentracién de macréfagos residentes
en la mucosa del epididimo, los mayores niumeros aparecen en la cabeza y el
cuerpo, en comparacion a la region caudal (J. Pudney, observaciones no
publicadas citado por Mesteky, et al, 2005). Ocasionalmente se ha detectado la
expresion de MHC clase Il en el epitelio del epididimo, la expresién de plgR ha

sido detectado en todas las regiones del epididimo, pero se han observado pocas
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células plasmaticas en humanos (J. Pudney, observaciones no publicadas citado
por Mesteky, et al, 2005).

4.3. CELULAS DE RESPUESTA INMUNE EN LA VESICULA SEMINAL

Se tiene poca informacién sobre las células de respuesta inmune de las
vesiculas seminales. En humanos se han detectado linfocitos T y macréfagos en
el epitelio y la lamina propia de la mucosa de las vesiculas seminales, La
expresion de plgR ha sido ocasionalmente observada en el epitelio, pero no se
han observado MHC de clase Il o células plasmaticas en humanos (Mestecky et
al, 2005).

En un estudio en carneros infectados experimentalmente con A. seminis, se
observaron células dendriticas CD1b en ampulas y vesiculas seminales con
procesos inflamatorios, en el grupo control, no se encontraron, o fueron escasas al
igual que las células IgA+, IgM+ e IgG+, con lo cual el autor sugiere que podria
facilitar el establecimiento bacteriano. Mientras las glandulas bulbouretrales y la
préstata diseminada, por el contrario, demostraron alto nimero de estas mismas

células (Acosta et al, 2007).

4.4. CELULAS DE RESPUESTA INMUNE EN LA GLANDULA BULBOURETRAL
Es poca la informaciéon que se tiene sobre la inmunidad en este 6rgano
(Mestecky et al, 2005), se ha reportado la presencia de linfocitos en las glandulas
bulbouretrales de los humanos (Migliari et al, 1992).
Se han observado pocos linfocitos CD8+ intraepiteliales asi como un pequefio
namero de macrofagos vy linfocitos CD4+, presentes principalmente en la lamina
propia de ratones. El sitio de mayor produccion y transporte de IgA se observa en
las glandulas bulbouretrales de los ratones, mientras que en humanos los

linfocitos B son escasos (Mestecky et al., 2005).
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4.5. CELULAS DE RESPUESTA INMUNE EN LA PROSTATA

La préstata humana contiene numerosos linfocitos en el epitelio y la lamina
propia y pueden demostrarse cumulos focales de linfocitos y abundan los
macrofagos. Comunmente se han detectado células plasmaticas contenedoras de
IgA e IgM, sugiriendo que la mucosa de la prostata es activa en la respuesta

inmune local del aparato reproductor. (Bene, et al., 1988; Doble et al., 1990).

4.6. CELULAS DE LA RESPUESTA INMUNE EN LA URETRA

En los hombres, la uretra peneana es un sitio de infeccidbn primaria por
patégenos de transmision sexual. La investigacion sobre la mucosa de éste sitio
ha sido limitada debido en parte a los problemas de muestreo, pero evidencia
disponible indica que la uretra contiene una gran variedad mediadores
inmunoldgicos los cuales pueden montar una vigorosa respuesta tanto innata
como adaptativa contra los agentes infecciosos (Pudney et al., 2010). Las
superficies mucosas estan recubiertas por una capa de moco que juega un papel
importante en la inmunidad innata como primera linea de defensa, como la captura
y eliminacion de microbios. El moco obtiene sus caracteristicas estructurales de
las mucinas, una familia de glicoproteinas. Recientemente se han caracterizado
mucinas expresadas por el epitelio de la uretra: MUC1, MUC3, MUC4, MUC13,
MUC15, MUC17 Y MUC20 (Russo et al, 2006).

También en el epitelio de la uretra es uno de los pocos érganos genitales
que expresa TLR 9, un receptor que detecta acido nucleico viral y juega un papel
importante como defensa antiviral. Células inmunes en la uretra también expresan
TLR 1 (Hemmi et al, 2000).

De los factores adquiridos se han encontrado, linfocitos CD4+ los cuales se
restringen principalmente a la lamina propia, al igual que marcas para IgA+ e

IgM+.
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4.7. CELULAS DE RESPUESTA INMUNE EN LA URETRA PELVICA DEL
CARNERO

Se ha descrito la distribucion de células implicadas en la respuesta inmune
en la uretra pélvica del borrego, delimitdndolas en las areas intraepitelial y del
conectivo (lamina propia), en un trabajo realizado por Acosta y col., 2009, en el
que encontraron abundantes células plasmaticas IgA+, escasas células
plasmaticas IgM+ y no encontraron células plasmaticas IgG+ en la mucosa de la
uretra pélvica. Las células IgA+ e IgM+ se ubicaron en el tejido conectivo, en el
caso de las IgA+ se encontraban proximas a la membrana basal del epitelio. Las
células IgM+ se encontraron ubicadas en la mucosa. También encontraron
linfocitos CD4+ y CD8+ tanto en el conectivo como intraepiteliales, las células TCR
yd (WC1) se ubicaron principalmente intraepiteliales y los macréfagos se
localizaron mayoritariamente en el conectivo.

La presencia de macrofagos (CD14), linfocitos CD4, CD8, TCR yd (WC1),
ICCs IgM e IgA y células CD45R0, sugiere que la uretra pélvica podria actuar
como sitio de induccion y efector de la repuesta inmune (Acosta, 2006; Acosta, et
al, 2009).

4.8. LEUCOCITOSPERMIA

Los leucocitos estan presentes en todo el aparato reproductor masculino y
se encuentran en casi todos los eyaculados humanos (Nabil et al. 2004; Patchy et
al. 1992; Trum et al. 1998). Los granulocitos son el tipo mas frecuente de
leucocito en semen (50-60%), seguidos por los macréfagos (20-30%) vy linfocitos T
(2-5%). La leucocitospermia esta definida por la Organizacion Mundial de la Salud
como la presencia de leucocitos peroxidasa-positivos en concentraciones
superiores a 1 x 10° por ml de semen, el origen de los leucocitos presentes en

semen no ha sido determinado (Trum, et al., 1998; Aziz, et al. 2004).
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Figura 1. Esquema del aparato reproductor humano mostrando la
distribucion de algunas células involucradas en la respuesta inmune
adquirida

Mo LC PC pIgR
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Tomada de Mesteky et al, 2005. (T) linfocitos T, (M) macréfago, (LC) células de dendriticas, (PC)
células plasmaticas y (plgR) células epiteliales que expresan el receptor polimérico de

inmunoglobulinas.

Ortiz de Montellano en 2004, describe en machos cabrios normales la
presencia de leucocitospermia (neutréfilos) asociada a situaciones de estrés
determinadas por las relaciones de dominancia entre los animales, la migracién de
neutroéfilos se asocio a picos de cortisol y testosterona y a defectos en la calidad
seminal. Estudios preliminares indican los mismos cambios en carneros.

Durante el metaestro en ratonas, un gran numero de neutrofilos se infiltran en el
epitelio y pasan a la luz vaginal, presumiblemente debido a una quimiocina

especifica de neutréfilos, MIP-2. El papel de la infiltracion de neutrdfilos, sin
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embargo, sigue siendo poco claro, pero los resultados sugieren que la infiltracién
de neutrdéfilos en vagina depende de los niveles de hormonas esteroideas (Sasaki,
et al., 2009).

5. TECNICAS PARA LA DETERMINACION DE CELULAS DE RESPUESTA
INMUNE

La inmunofluorescencia y la inmunohistoquimica son técnicas de inmunotincién
que permiten demostrar una variedad de antigenos en las células o tejidos. Estas
técnicas se basan en la capacidad de anticuerpos marcados de unirse
especificamente a sus antigenos correspondientes, esta reaccidn es visible
cuando el anticuerpo esta marcado con una sustancia que absorbe o emite luz o
produce coloracion. En las técnicas de inmunofluorescencia se utilizan
fluor6cromos que absorben energia de una longitud de onda especifica y la
remiten en otra determinada de mayor longitud de onda, la cantidad de energia
emitida y su longitud de onda dependen tanto del propio fluor6cromo como de su
ambiente quimico. El isotiocianato de fluoresceina emite luz verde amarillenta
intensa. Estas técnicas se utilizan con muestras en fresco, congeladas o fijadas.
(Bryson, et al., 1999).

Las técnicas inmunohistoquimicas enziméticas permiten una localizacibn mas
precisa de las reacciones, ya que la tincion es permanente, estable, puede
contrastarse y puede ser evaluada con microscopio de luz. Los anticuerpos
monoclonales han permitido aumentar la especificidad, sensibilidad y posibilidades
del uso de esta técnica. Existen diversos tipos de técnicas segun el anticuerpo a
utilizar (monoclonal o policlonal), material disponible (fresco, congelado o fijado en
formalina) y antigenos a estudiar (de superficie o membrana, citoplasmaticos o

nucleares) (Buys, et al., 2007).
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6. JUSTIFICACION

Son pocas las descripciones sobre las poblaciones de células de respuesta
inmune en el aparato reproductor de los machos y del carnero y no las hay sobre
sus posibles variaciones en consideraciéon a la edad y condicidon puberal. Los
mecanismos de respuesta inmune y la patogenia de las enfermedades del aparato
reproductor del macho no han sido esclarecidos completamente, lo cual dificulta el
planteo de estrategias de prevencion y control. Conocer la distribucion normal de
las células de respuesta inmune permitirA una mejor comprensién de su
participacion en los casos de enfermedad. Al efectuar este estudio descriptivo en
una poblacion de machos ovinos normales de diferentes edades, libres de
enfermedad en el aparato reproductor, se espera aportar mas informacion sobre
las células de respuesta inmune y del Tejido Linfoide Asociado al Tracto
Reproductor.
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7. HIPOTESIS

La distribucion de células de respuesta inmune del aparato reproductor del

carnero se modifica con la edad y la pubertad.

8. OBJETIVO GENERAL

Identificar y cuantificar las poblaciones celulares participantes en la respuesta
inmune (CD4+, CD8+, MOS, CCI IgA+, CCIl IgG+ y CCI IgM+) del aparato
reproductor del carnero en animales serolégicamente negativos a brucelas lisas,

B. ovis, A. seminis e H. somni, en una poblacion abierta y clinicamente sanos.

9. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Seleccionar mediante pruebas serolégicas machos ovinos negativos a

brucelas lisas, Brucella ovis, Actinobacillus seminis e Histophilus somni.
2. Determinar las medidas y pesos anatomicos de las glandulas genitales
accesorias de machos ovinos serolégicamente negativos a brucelas lisas,

B. ovis, A. semminis e H. somni.

3. Describir la histologia normal de las glandulas anexas del aparato

reproductor de animales pre y pospuberales.

4. Cuantificar la leucocitospermia en machos serolégicamente negativos a

brucelas lisas, B. ovis, A. seminis e H. somni.

5. Estudiar la distribucion y cuantificar los macréfagos en el aparato

reproductor de machos ovinos de diferentes edades, seronegativos a
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brucelas lisas, B. ovis, A. seminis e H. somni, clinicamente sanos, mediante

pruebas de inmunofluorecencia.

Estudiar la distribucion y cuantificar los linfocitos CD4+ y CD8+ en el
aparato reproductor de machos ovinos de diferentes edades, seronegativos
a brucelas lisas, B. ovis, A. seminis e H. somni, clinicamente sanos,

mediante pruebas de inmunohistoquimica.

Estudiar la distribucion y cuantificar las células contenedoras de
inmunoglobulinas (IgA+, IgG+ e IgM+) en el aparato reproductor de machos
ovinos normales de diferentes edades, seronegativos a brucelas lisas, B.
ovis, A. seminis e H. somni, clinicamente sanos, mediante pruebas de

inmunofluorecencia.
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10. MATERIAL Y METODOS

10.1. ANIMALES

Se recolectaron muestras de aparatos reproductores masculinos, frotis de
esmegma y suero de 62 machos ovinos cruzas de pelo, sacrificados en rastro.

Para la descripcién histolégica se utilizaron las muestras de 60 animales
serolégicamente negativos a brucelas lisas, B. ovis, A. seminis e H. somni.

Para la cuantificacion de la leucocitospermia se utilizaron 40 frotis de
material seminal provenientes de estos animales.

Para los conteos celulares (macréfagos, CD4+, CD8+, IgA+, IgG+ e IgM+)
en los diferentes 6rganos se utilizaron las muestras de 15 animales de los cuales
se obtuvo el aparato reproductor completo (testiculo, epididimo: cabeza, cuerpo y
cola, vesicula seminal, ampula del conducto deferente, glandula bulbouretral,
prostata diseminada, uretra pélvica y peneana), del resto de los animales aunque
se obtuvieron los aparatos incompletos, las muestras fueron evaluadas para
describir su anatomia e histologia, los animales se distribuyeron en tres grupos:
Grupo 1: (n=3) muestras provenientes de animales menores de 6 meses de edad,
ovinos prepuberales (OPP).

Grupo 2: (n=6) muestras provenientes de animales entre 6 meses y un afio de
edad, ovinos puberales (OP).
Grupo 3: (n=6) muestras provenientes de animales mayores de 1 afio de edad,

ovinos adultos (OA).

10.2. TOMA DE MUESTRAS

El periodo de recoleccion de las muestras fue de 6 meses durante los
cuales se tomaron al sacrificio de 62 animales: 60 vesiculas seminales, 45
ampulas, 37 uretras pélvicas, 27 glandulas bulbouretrales, 29 uretras peneanas,
18 testiculos, 18 epididimos (cabeza, cuerpo y cola), y 40 frotis de material
“seminal”’. Los frotis se realizaron a partir de una gota obtenida escurriendo el

contenido de la uretra peneana. Se tomoé un fragmento de cada 6rgano, se fijaron
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en formalina amortiguada al 10%, se procesaron por la técnica de inclusién en
parafina y posteriormente se obtuvieron cortes de 4 micras; los cortes se tifieron
con H.E al igual que los frotis que fueron fijados con etanol absoluto (Garrido,
2008) para su evaluacion histologica. Se reservaron cortes para su posterior

utilizacion en las técnicas de inmunohistoquimica e inmunoflorecencia.

10.3. PRUEBA DE TARJETA

Para la deteccion de posibles infecciones por brucelas lisas se utilizo la
prueba de tarjeta, se utiliz6 un antigeno formulado con una suspension coloreada
de Brucella abortus, cepa 1119-3, inactivado por calor, concentrado al 3% vy
ajustado a un pH acido, lo que le permite detectar anticuerpos de Brucella abortus
y melitensis en el suero sanguineo de animales infectados (PRONABIVE, Reg.
SAGARPA B-0653-023) (Nufiez, et al., 1997).

10.4. INMUNODIFUSION EN GEL DE AGAR (IDGA)

Esta técnica se empled para la deteccidon de anticuerpos contra B. ovis, A.
seminis e H. somni en el suero de los animales muestreados. Para la deteccion de
B. ovis y A. seminis se emple6 como antigeno el extracto salino calentado (ESC),
utilizando la cepa de referencia B. ovis Reo 198, se siguio la técnica descrita por
Myers; la cepa de referencia 15768 para A. seminis y la cepa de referencia de
ATCC (American type cultura colletion) para H. somni y la técnica descrita por
Stephens et al., 1990.

10.5. MEDICION Y PESAJE DE LAS GLANDULAS GENITALES ANEXAS

De los aparatos reproductores obtenidos se disecciond cada una de las
glandulas, permitiendo asi la medicion y el pesaje individual de cada una. Se
midieron y pesaron 40 pares de ampulas (derecha e izquierda), 43 pares de
vesiculas seminales (derecha e izquierda), 26 pares de bulbouretrales (derecha e
izquierda) y 29 uretras pélvicas provenientes de los animales de alrededor de 1

afio. La medicién se realiz6 en cm con un Vernier, se tomé el ancho, largo y
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profundo de cada glandula. El pesaje se realiz6 en gramos con una balanza

granataria.

10.6. INMUNOFLUORESCENCIA PARA DETECTAR LA PRESENCIA DE
MACROFAGO+, CELULAS PLASMATICAS IgA+, IgG+ E IgM+ EN EL APARATO
REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS

Para el marcaje de los macrofagos se utilizaron los cortes en parafina, el
primer paso en la técnica consistid en el desparafinado e hidratado de la laminilla,
posteriormente se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS 1x, luego se
realiz6 un bloqueo con leche descremada al 0.5% durante 25 minutos a
temperatura ambiente, seguido de tres lavados de 5 minutos con PBS 1x, después
se realiz6 una permeabilizacién con PBS-Triton al 1% durante 20 minutos y luego
se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS 1x. Se colocé el anticuerpo
primario de raton anti-macréfago humano (Cat. sc-71533, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) diluido 1:400 en PBS 1x, la incubacion se realizé durante 1
hora a 37°C. Se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS 1x y se colocé el
anticuerpo secundario, cabra anti-raton 1gG conjugado con FITC (Cat. Sc-2010,
Santa Cruz Biotechnology, Inc.) diluido 1:400 en PBS 1x durante 45 minutos a
temperatura ambiente (Cuadro 1). Finalmente se lavO nuevamente 3 veces 5
minutos con PBS 1x, y se mont6 con glicerogel y se observo en un microscopio de
inmunofluorecencia Olympus BX 60 (Olympus Optical Co., LTD, Tokyo, Japon). Se
utilizé como control un corte en el cual se sustituyo el anticuerpo primario por PBS
1x, para luego seguir la técnica descrita arriba. Este control se incluyd ante la
posibilidad de marcacion inespecifica por el conjugado anti IgG de ratbn. Como
control positivo se utilizé un corte de linfonodo en el que se encuentra marca
positiva para los macrofagos.

Para el marcaje de las ceélulas Igs positivas se siguio la misma técnica, solo
se omitid el paso del anticuerpo secundario, porque el anticuerpo primario venia ya

conjugado con FITC.
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CUADRO 1. CARACTERISTICAS DE LOS ANTICUERPOS UTILIZADOS EN LA
NMUNOFLUORESCENCIA

DESIGNACION DEL  ESPECIFICIDAD PROCEDENCIA DILUCION LABORATORIO
ANTICUERPO

Anti-IgA Anti IgA ovina Antisuero policlonal 1:400 BETHYL
de conejo
Anti-1lgG Anti 1gG ovina Antisuero policlonal 1:400 BETHYL
de conejo
Anti-IlgM Anti IgM ovina Antisuero policlonal 1:400 BETHYL
de conejo
Marcador de Macro6fago Ratén IgG1 1:400 Santa Cruz
Macréfago humano sobrenadante Biotechnology, Inc.
Anti ratén IgG-FITC Anti IgG ratén Cabra IgG 1:400 Santa Cruz
sobrenadante Biotechnology, Inc.

10.7. INMUNOHISTOQUIMICA PARA DETECTAR LA PRESENCIA DE
LINFOCITOS CD4+ Y CD8+ EN EL APARATO REPRODUCTOR DE MACHOS
OVINOS

Para el marcaje de linfocitos CD4+ y CD8+ se utilizaron los cortes en
parafina, de igual forma que para la inmunofluorescencia, el primer paso consistié
en el desparafinado e hidratado de la laminilla, posteriormente se realizaron tres
lavados de 5 minutos con PBS-Tween 0.1%, luego se realiz6 un bloqueo de la
peroxidasa enddgena con PBS 1x- H,O, al 3% por 15 minutos a temperatura
ambiente, después se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS-Tween 0.1%,
en seguida se realiz6 el bloqueo con PBS-albumina al 1% durante 20 minutos,
después tres lavados de 5 minutos con PBS-Tween 0.1%, luego se realizé una
corta digestion con tripsina (Cat. T3924, Trypsin-EDTA solution, Sigma-Aldrich,
Quimica) al 0.001% durante 3 minutos a temperatura ambiente, después tres
lavados de 5 minutos con PBS-Tween 0.1%, se permeabilizé con PBS-Triton al
1% durante 5 minutos y se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS-Tween

0.1%, luego se coloco un recuperador de antigenos comercial (cat. S-1699, Target
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Retrieval Solution 10X, DAKO®) por 15 minutos y seguido se realizaron tres
lavados de 5 minutos con PBS-Tween 0.1%. Se colocaron los anticuerpos
primarios anti-CD4 (Cat. Sc-80724, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) diluido 1:25 en
PBS 1x y anti-CD8 (Cat. Sc-59119, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) diluido 1:50
en PBS 1x, la incubacién se realiz6 durante 2 horas a 37°C (Cuadro 2). Se
realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS 1x y se coloco el anticuerpo
secundario, cabra anti-ratbn IgG Biotinilado (Cat. sc-2050, Santa Cruz
Biotechnology, Inc), se incubd durante 45 minutos a temperatura ambiente,
después se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS 1x, seguido se coloco el
complejo HRP-estreptavidina (Cat. sc-2050, Santa Cruz Biotechnology, Inc), por
30 minutos, se realizaron nuevamente tres lavados de 5 minutos con PBS 1x,
mientras se incubaban las muestras con el complejo se preparé el sustrato HRP,
se aplicé por 20 minutos y posteriormente se realizd una tincion de contraste con
hematoxilina diluida con agua destilada 1:4 durante 1 minuto, después las
laminillas se sumergieron en una solucion de carbonato de litio al 1% durante 3
minutos para obtener una coloracion azul de los nucleos. Finalmente se
deshidrataron, aclararon y montaron con resina sintética. Como control positivo se
utilizé un corte de linfonodo en el que se encuentra marca positiva para estas

células.

CUADRO 2. CARACTERISTICAS DE LOS ANTICUERPOS UTILIZADOS EN LAS
PRUEBAS DE INMUNOHISTOQUIMICA

DESIGNACION DEL  ESPECIFICIDAD PROCEDENCIA DILUCION LABORATORIO
ANTICUERPO

Anti-CD4 CD4 humano monoclonal de 1:25 Santa Cruz
raton Biotechnology, Inc.

Anti-CD8 CD8 humano Monoclonal de 1:50 Santa Cruz
raton Biotechnology, Inc.

Anti ratén 1gG- Anti IgG raton Cabra IgG 1 Santa Cruz
Biotinilado sobrenadante Biotechnology, Inc.
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10.8. CONTEO CELULAR

El conteo celular tanto en la inmunofluorescencia como en la
inmunohistoquimica, se realiz6 en 10 campos de 40 X 10 utilizando un
microscopio Olympus BX 60 (Olympus Optical Co., LTD, Tokyo, Japdn) adaptado
a un equipo de computo que contiene un software de andlisis de imagenes, Image
Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver spring, USA). Se contaron las células
presentes en el centro del campo, proyectada por el programa, y se contabilizo la
superficie del tejido mediante dicho programa.

En el epididimo y testiculo se escogieron cortes donde se apreciaran
tubulos y se contaron las células alrededor de los mismos, tanto en el tejido
conectivo como en el epitelio. En las glandulas bulbouretrales, ampula del
conducto deferente y vesicula seminal se contaron las células marcadas
encontradas en el parénquima glandular epitelial y en el tejido conectivo y en la
uretra se contabilizaron las células marcadas en la mucosa.

Para el conteo de células polimorfonucleares en los frotis de contenido
seminal se examinaron 10 campos de 40 X 10, utilizando un microscopio Olympus
BX 60 (Olympus Optical Co., LTD, Tokyo, Japon).

10.9. ANALISIS ESTADISTICO

Para los resultados de las medidas y pesos de las glandulas accesorias se
report6 la media y su desviacion estandar.

Para los conteos celulares de linfocitos CD4+ y CD8+, células plasmaticas
lgG+, IgA+ e IgM+, se buscaron diferencias entre grupos OPP, OP y OA,
realizando la prueba de Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Mann-Whitney, si
demostraron diferencias significativas en la primera.

Los graficos se presentan exponiendo la media + desviacion estandar o la
media + el error estandar. En todos los casos se considerd la existencia de
diferencia estadistica cuando p<0.05. Las pruebas de Kruskal-Wallis y Mann-

Whitney se corrieron con el software SPSS 16 para Windows (SPSS Corp.,
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Chicago, USA) y para las medias de los pesos y medidas de las glandulas se
utilizé el programa estadistico Statgraphics Plus Version 5.0.
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11. RESULTADOS

11.1. RESULTADOS SEROLOGICOS

De los 62 animales muestreados, los 62 resultaron negativos a la prueba de
tarjeta para brucelas lisas, 61 negativos a la prueba de IDGA para B. ovis, 60
Negativos a la prueba de IDGA para A. seminis y 59 negativos a la prueba de IDD
para H. somni. Ninguno de los animales fue positivo a més de una prueba (cuadro
3).

CUADRO 3. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS EN LOS 62
ANIMALES MUESTREADOS, PORCENTAJES DE ANIMALES POSITIVOS

GRUPO BRUCELAS LISAS IDD B. OVIS IDD A. SEMINIS | IDD H. SOMNUS
oPP 0% 0% 1.6% 1.6%
oP 0% 1.6% 0% 0%
OA 0% 0% 1.6% 3.2%

11.2. RESULTADOS MORFOMETRICOS

Las medidas promedio que se obtuvieron para las diferentes glandulas en
animales de los grupos OP y OA, se muestran en el (cuadro 4). No se realizaron
comparaciones entre grupos debido a que las muestras obtenidas del OPP fueron

escasas

CUADRO 4. NUMERO PROMEDIO DE LAS MEDIDAS Y PESOS DE LAS
GLANDULAS ACCESORIAS DE LOS GRUPOS OP Y OA

Organo n Longitud Ancho Profundo Peso
Ampula del
conducto 40 58x1cm 05+£02cm 0.5+0.2cm 19+£05¢g
deferente
Glandula 26 15+04cm 1+03cm 1.1+04cm 18+0.7g
bulbouretral
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Figura 3. Medidas de largo, ancho y profundo de la uretra pélvica

~Mv
—

En la imagen se muestra una uretra pélvica de carnero, las flechas indican
como fueron tomadas las medidas.



Figura 4. Aparato reproductor de ovino y sus glandulas anexas
Ampula del -
Glandula
conducto deferente
bulbouretral

Uretra

Vesicula pélvica

seminal

Testiculos y
Epididimos i

A. Aparato reproductor de macho ovino sin alteraciones aparentes. B. Ampulas del conducto
deferente diseccionadas. B. Uretra pélvica diseccionada. C. Vesiculas seminales diseccionadas. E.
Glandula bulbouretral diseccionada.

11.3. PRESENCIA DE CELULAS INFLAMATORIAS EN EL CONTENIDO
URETRAL SEMINAL

De 40 animales del grupo OP y OA a los que se les tomé frotis de
esmegma, el 85% mostré presencia de leucocitos, sobre todo de neutréfilos y el
7.5% de éstos evidencid presencia de células mononucleares de tipo monocito y
linfocito. Los conteos variaron en rangos de 0 a 300 células en promedio por

campo. Estos conteos se dividieron en cuatro categorias: en la primera, animales



que no presentaron células blancas (15%), en la segunda de 1 a 10 células (25%),
en la tercera de 11 a 50 células (27.5%) y en la dltima mas de 51 células (32.5%)
de los animales (cuadro 5). En el cuadro 6 se presenta los resultados distribuidos

en los grupos OP y OA.

CUADRO 5. CONTEO PROMEDIO DE LEUCOCITOS EN ANIMALES
NORMALES

Cantidad promedio de

polimorfonucleares por campo % de animales
400X
0 células 15
1-10 células 25
11-50 células 27.5
Mas de 51 325

CUADRO 6. CONTEO PROMEDIO DE LEUCOCITOS POR CAMPO EN LAS
MUESTRAS DE CONTENIDO URETRAL SEMINAL

GRUPOS | PROMEDIO DE CELULAS | No. ANIMALES

OoP +
++
4+

OA +
++
+++

N|o(Nw Eloo|w

(-) no se observaron células inflamatorias, (+) de 1 a 10 células, (++) de 11 a 50 células, (+++) mas
de 51 células por campo.

Del grupo OPP no se obtuvieron muestras de esmegma.
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Figura 5. Frotis de contenido uretral seminal

A. Frotis de contenido uretral seminal con mas de 51 leucocitos (H-E, 400X). B. Frotis de contenido
uretral seminal con 1 a 10 leucocitos (H-E, 400X). C. Frotis de contenido uretral seminal con células
tipo linfocito y monocito (H-E, 400X). (N) Neutréfilo, (M) Mononuclear, (e) Espermatozoide, (E) Célula
escamaosa.

11.4. DESCRIPCION HISTOLOGICA DEL APARATO REPRODUCTOR DE
MACHOS OVINOS

En las evaluaciones histoldgicas la infiltracién y migracién de neutréfilos se
observd mayoritariamente en la uretra peneana, seguido de la uretra pélvica y con

menor grado en el ampula del conducto deferente y vesicula seminal (figura 6).



Figura 6. Corte histoldgico de uretra peneanay pélvica

A. Corte histoldgico de uretra peneana (H-E, 400X). B. Corte histolégico de uretra pélvica (H-E,
400X).En ambos cortes se observa la migracion de neutrdfilos (flechas negras) a través del epitelio
€scamoso.

11.4.1 Testiculo

Cuando el testiculo es extraido del escroto, la capa parietal de la tinica
vaginal permanece adherida al escroto, mientras que la capa visceral, el peritoneo
gue cubre los testiculos y los epididimos permanece intimamente asociado a la
capsula subyacente del testiculo, la tunica albuginea, en los animales
muestreados se tomo la muestra incluyendo la tdnica albuginea y el andlisis
histolégico consideré desde la tunica albuginea hasta la luz de los tubulos

seminiferos.

En los grupos OP y OA la tunica albuginea present6 una capa de
abundante tejido conectivo denso y vasos sanguineos. En los espacios
interlobulares se observé un tejido conectivo laxo y vasos sanguineos. En los
tubulos seminiferos en se observaron las células sustentaculares presentando una
forma piramidal y las células germinales en sus distintos estadios, ubicadas en las



prolongaciones citoplasmicas de las anteriores, también se observan células

intersticiales.

En los tubulos seminiferos del grupo OPP se observan dos tipos celulares,
las células de soporte que tienen un nucleo pequefio y obscuro y las
espermatogonias con nucleo pélido y mayor citoplasma, en el intersticio se
observan células intersticiales y abundantes células de tejido conectivo. También
se aprecia la tunica albuginea con las mismas caracteristicas de la de un animal

puberal (figura 7 y 8).

Figura 7. Corte histologico de un testiculo de un animal adulto ovino

A. Corte histolégico de la tanica albuginea del testiculo, animal adulto ovino (H-E,
100X). Tunica albuginea (Ta), Vaso sanguineo (Vs). B. Corte histologico del tubulo
seminifero, animal adulto ovino (H-E, 400X) Célula intersticial (Ci), Membrana basal
(Mb), Célula sustentacular (Cs), Espermatogonia (Eg), Espermatocito primario (Ep),
Espermatida secundaria (ES).



Figura 8. Corte histologico de testiculo de animal prepuberal ovino

A. Corte histolégico de testiculo, animal prepuberal ovino (H-E, 100X). Tunica albuginea
(Ta), Vasos sanguineos (Vs), Tubulos seminiferos (Ts) B. Corte histoldgico de testiculo,
animal prepuberal ovino (H-E, 400X). Célula intersticial (Ci), Membrana basal (Mb), Célula
sustentacular (cs), espermatogonia (e).

11.4.2. Cabeza del epididimo

En los grupos OP y OA la cabeza del epididimo al igual que en el testiculo,
presentd la tinica albuginea de tejido conectivo denso. El epitelio que reviste a los
conductos epidemarios es pseudoestratificado con estereocilios, lo rodea una
lamina propia delgada de tejido conectivo, comparado con las otras dos regiones
del epididimo. En el grupo OPP se observé la tunica vaginal, el epitelio



pseudoestratificado con estereocilios y células basales y tejido conectivo
intertubular mas abundante (figura 9 y 10).

Figura 9. Corte histologico de la cabeza del epididimo, animal adulto
ovino

A. Corte histoldgico de la cabeza del epididimo, animal adulto ovino (H-E, 40X). B.
Corte histolégico de la cabeza del epididimo, animal adulto ovino (H-E, 100X). C.
Corte histologico de la cabeza del epididimo, animal adulto ovino (H-E, 400X).

Epitelio pseudoestratificado (Eps), Membrana basal (Mb), Tejido conectivo laxo
(Tc), Lamina propia (Lp).



Figura 10. Corte histolégico de la cabeza del epididimo, animal
prepuberal ovino

A. Corte histologico de la cabeza del epididimo, animal prepuberal ovino (H-E, 100X).
B. Corte histoldgico de la cabeza del epididimo, animal prepuberal ovino (H-E, 400X).

Epitelio pseudoestratificado (Eps), Tejido conectivo laxo (Tc), Tunica albuginea (Ta),
Vasos sanguineos (Vs).

11.4.3. Cuerpo del epididimo

En los grupos OP y OA el observd un epitelio pseudoestratificado con
estereocilios mas cortos comparado con la region de la cabeza, las demas

estructuras se apreciaron igual. En el grupo OPP se observa un epitelio columnar
con pocas células en el intersticio (Figura 11y 12).



Figura 11. Corte histol6gico del cuerpo del epididimo, animal adulto
ovino

A. Corte histolégico del cuerpo del epididimo, animal adulto ovino (H-E, 100X). B.
Corte histolégico del cuerpo del epididimo, animal adulto ovino (H-E, 400X). Tunica
albuginea (Ta), Vasos sanguineos (Vs), Tejido conectivo laxo (Tc), Lamina propia (Lp),
Epitelio pseudoestratificado (Eps), Espermatozoides (e).



Figura 12. Corte histolégico del cuerpo del epididimo, animal
prepuberal ovino

A. Corte histolégico del cuerpo del epididimo, animal prepuberal ovino (H-E, 100X). B.
Corte histologico del cuerpo del epididimo, animal prepuberal ovino (H-E, 400X).
Tanica albuginea (Ta), Vasos sanguineos (Vs), Tejido conectivo laxo (Tc), Ladmina
propia (Lp), Epitelio columnar (Ec).

11.4.4. Cola del epididimo

En los grupos OP y OA la cola del epididimo se observo al igual que en las
otra dos partes del epididimo (cabeza y cuerpo) un epitelio pseudoestratificado
con estereocilios, una lamina propia, la luz del tubulo del epididimo es grande
comparado con las otras dos regiones, alrededor del tubulo se aprecia una
abundante lamina propia. En el grupo OPR se observa un epitelio columnar con
abundantes células en el intersticio (figura 13 y 14).



Figura 13. Corte histol6gico de la cola del epididimo, animal adulto
ovino

A. Corte histologico de la cola del epididimo, animal adulto ovino (H-E, 100X). B. Corte
histolégico de al cola del epididimo, animal adulto ovino (H-E, 400X). Tanica albuginea
(Ta), Vasos sanguineos (Vs), Tejido conectivo laxo (Tc), LAmina propia (Lp), Epitelio
pseudoestratificado (Eps), Espermatozoides (e).



Figura 14. Corte histolégico de la cola del epididimo, animal
prepuberal

A. Corte histologico de la cola del epididimo, animal prepuberal ovino (H-E, 100X). B.
Corte histologico de la cola del epididimo, animal prepuberal ovino (H-E, 400X).
Tanica albuginea (Ta), Vasos sanguineos (Vs), Tejido conectivo laxo (Tc), Ladmina
propia (Lp), Epitelio columnar (Ec).

11.4.5. Uretra

En los grupos OP y OA el epitelio de la uretra se observé principalmente de
transicion, sobre una lamina propia de tejido conectivo denso, por fuera de ésta los
cuerpos cavernosos recubiertos de endotelio, la tdnica muscular consta de
musculo estriado, la tdnica adventicia vario de tejido conectivo laxo a denso segun
la porcion. En el grupo OPP se observan las mismas estructuras, un epitelio de
transicion, una lamina propia mucosa, cuerpos cavernosos, musculo estriado y

una tunica adventicia (figura 15 y 16).



Figura 15. Corte histologico de la uretra pélvica, animal adulto ovino

A. Corte histolégico de la uretra pélvica, animal adulto ovino (H-E, 100X). B. Corte
histolégico de la uretra pélvica, animal adulto ovino (H-E, 400X). Cuerpos cavernosos (Cc),
Lamina propia (Lp), Epitelio de transicién (Et).



Figura 16. Corte histolégico de la uretra pélvica, animal prepuberal
ovino

A. Corte histolégico de la uretra pélvica, animal prepuberal ovino (H-E, 100X). B. Corte
histoldgico de la uretra pélvica, animal prepuberal ovino (H-E, 400X). Cuerpos cavernosos
(Cc), Lamina propia (Lp), Epitelio de transicion (Et).

11.4.6. Ampula del conducto deferente

En los grupos OP y OA la luz del ampula se presentd revestida por un
epitelio columnar y pseudoestratificado, compuesto por células cuboides o
cilindricas y escasas células basales. La lamina propia presento tejido conectivo
laxo. La tunica muscular se observdé por una capa circular interna y una
longitudinal externa. La tdnica serosa evidencié abundante tejido conectivo laxo.
En el grupo OPP se observé que la glandula aln no esta totalmente desarrollada y



consta de un epitelio columnar simple, tejido conectivo y una tunica muscular
(figura 17 y 18).

Figura 17. Corte histologico del ampula del conducto deferente, animal
adulto ovino

A. Corte histologico del &mpula del conducto deferente, animal adulto ovino (H-E, 100X). B. Corte
histoldgico del ampula del conducto deferente, animal adulto ovino (H-E, 400X). C. Corte
histoldgico del &mpula del conducto deferente, animal adulto ovino (H-E, 400X). Tunica serosa
(Ts), Epitelio columnar (Ec), Epitelio pseudoestratificado (Eps), Célula basal (cb), LAmina propia
(Lp), Tanica muscular (Tm).



Figura 18. Corte histologico del ampula del conducto deferente, animal
prepuberal ovino

A. Corte histolégico del &mpula del conducto deferente, animal prepuberal ovino (H-E, 100X). B.
Corte histologico del ampula del conducto deferente, animal prepuberal ovino (H-E, 400X). Epitelio
columnar (Ep), Lamina propia (Lp), Tejido conectivo (Tc), Tanica muscular (Tm), Tdnica serosa
(Ts).

11.4.7. Vesicula seminal

Histologicamente es una glandula tubuloalveolar, formada por I6bulos y
lobulillos. En los grupos OP y OA, el tdbulo presenté un epitelio
pseudoestratificado, con células basales. Su lamina propia evidenci6 tejido
conectivo laxo. La tunica muscular presentd dos capas, una circular interna y una
longitudinal externa. La tanica adventicia demostrd tejido conectivo laxo y

abundantes plexos nerviosos. En el grupo OPP se observa poco desarrollo de los



alveolos y acinos glandulares, con epitelio columnar simple y abundante tejido
conectivo, y las tanicas muscular y adventicia (figura 19 y 20).

Figura 19. Corte histoldgico de la vesicula seminal, animal adulto ovino

A. Corte histoldgico de la vesicula seminal, animal adulto ovino (H-E, 100X). B. Corte
histolégico de la vesicula seminal, animal adulto ovino (H-E, 400X). Tunica serosa (Ts),

Epitelio pseudoestratificado (Eps),. Célula basal (cb), Ldmina basal (Lb), Tudnica
muscular (Tm).



Figura 20. Corte histol6gico de la vesicula seminal, animal prepuberal ovino

A. Corte histolégico de la vesicula seminal, animal prepuberal ovino (H-E, 100X). B. Corte
histolégico de la vesicula seminal, animal prepuberal ovino (H-E, 400X). Epitelio columnar
(Ep), L&mina propia (Lp), Tejido conectivo (Tc), Tanica muscular (Tm), Tunica serosa (Ts).

11.4.8. Glandula bulbouretral

Es una glandula tubuloalveolar, en los grupos OP y OA con epitelio
columnar simple en su parte glandular y los tubulos revestidos por un epitelio
cuboidal. La lamina propia es escasa y formada por tejido conectivo laxo. La
capsula del érgano es tejido conectivo denso con abundantes fibras musculares.
El tejido conectivo capsular se continda con el de los septos. Eventualmente se
observo la presencia de células mononucleares en el intersticio y entre las células
del epitelio. En el grupo OPP al igual que en las anteriores glandulas, se observa
poco desarrollo de la estructura, con epitelio cuboidal simple con abundante tejido

conectivo y se observar las tinicas muscular y adventicia (figura 21y 22).



Figura 21. Corte Histologico de la glandula bulbouretral, animal adulto ovino

A. Corte histolégico de la glandula bulbouretral, animal adulto ovino (H-E, 100X). B. Corte
histolégico de la glandula bulbouretral, animal adulto ovino (H-E, 400X). C. Corte
histoldgico de la glandula bulbouretral, animal adulto ovino (H-E, 40X). Epitelio columnar
(Ec), Epitelio cuboidal (Eb), Lamina propia (Lp), Capsula muscular (Cm), Luz de
conductos (Ic), Células mononucleares (cm).



Figura 22. Corte histolégico de la glandula bulbouretral, animal prepuberal
ovino

A. Corte histologico de la glandula bulbouretral, animal prepuberal ovino (H-E, 100X). B.
Corte histologico de la glandula bulbouretral, animal prepuberal ovino (H-E, 400X). Epitelio
columnar (Ec), Lamina propia (Lp), Capsula muscular (Cm), Luz de los conductos (Ic),
Adventicia (Ad).

11.4.9. Prostata diseminada

Histologicamente es una glandula serosa tubuloalveolar compuesta, en los
grupos OP y OA la glandula presentd un epitelio cubico simple, las células
epiteliales presentaron vesiculas apicales que indican la actividad secretoria de
tipo apdcrino, con granulos acidofilos. Cerca de la luz de la uretra, el sistema de
conductos estd revestido por un epitelio columnar simple, los alvéolos estan
rodeados por tejido conectivo laxo de la lamina propia. En la prostata del grupo
OPP se observo epitelio cuboidal, tejido conectivo laxo y fue evidente el poco

desarrollo de las estructuras glandulares (figura 23 y 24).



Figura 23. Corte histol6gico de la prostata diseminada, animal adulto ovino

A. Corte histoldgico de la préstata diseminada, animal adulto ovino (H-E, 100X). B. Corte
histoldgico de la prostata diseminada, animal adulto ovino (H-E, 400X). C. Corte histolégico
de la prostata diseminada, animal adulto ovino (H-E, 400X). Epitelio columnar (Ec), Epitelio
cuboidal (Eb), Lamina propia (Lp), Capsula muscular (Cm), Luz de conductos (Ic), Células
mononuclleares (cm).



Figura 24. Corte histolégico de la prostata diseminada, animal prepuberal
ovino

A. Corte histolégico de la prostata diseminada, animal prepuberal ovino (H-E, 100X). B.
Corte histologico de la préstata diseminada, animal prepuberal ovino (H-E, 400X). Epitelio
columnar (Ec), Lamina propia (Lp), Tnica muscular (Tm), Tejido conectivo (Tc).

11.5. DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE LOS MACROFAGOS+
PRESENTES EN EL APARATO REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS

En el cuadro 7 y en la figura 25 se resumen los promedios obtenidos con su DS de
macrofago en cada grupo y por organo. En las ampulas, prostata diseminada,
uretra peneana, cabeza, cuerpo y cola del epididimo, no se encontraron
diferencias significas entre los grupos. En las vesiculas seminales y glandulas
bulbouretrales, los grupos OP y OA presentaron mayor cantidad de marcas
positivas para macrofagos comparado con el grupo OPP (p<0.05) Las marcas
fueron encontradas mayoritariamente en el tejido conectivo de estas glandulas. En
la uretra pélvica se encontré6 mayor cantidad de marca para el grupo OP seguido
del grupo OA y por ultimo, en el grupo OPP todos fueron diferentes entre si



(p<0.05). En la uretra las marcas se localizaron sobre todo en el epitelio de
transicion. En el testiculo, el grupo OPP presenté una mayor cantidad de marcas
comparado con los grupos OP y OA (p<0.0.5), estas marcas se localizaron en el
tejido conectivo. En las glandulas bulbouretrales, uretra pélvica y peneana, los
cuerpos Y las colas de los epididimos del grupo OPP no se encontraron marcas
positivas, en todos los epididimos el conteo de estas células fue bajo. En el cuadro
8 se observan los 6rganos con mayor numero de marcas en cada grupo. Para los
OPP el testiculo tuvo mayor cantidad de macrofagos comparado con los demas
grupos, en los grupos OP y OA la uretra pélvica fue la estructura que mostré
mayor cantidad de macréfagos.
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CUADRO 7. NUMERO PROMEDIO DE MACROFAGOS+ POR mm?* EN LOS DIFERENTES
ORGANOS DEL APARATO REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS DE DIFERENTE EDAD

Organo Grupo Numero de MOS+/mm?
OPP 0.2+£0.3
Vesicula oP 4.7 2'2:
OA 81+79
OPP 0.2+£0.3
Ampula OP 06+1.1
OA 1.0+1.3
OPP 1.6+0.6
) N oP 28+1.0
Prostata Diseminada OA 36+3.0
OPP 0.0+ O.Oa1
OP 53+24
Bulbouretral OA 354+ 1.9
OPP 0.0+0.0 X
Uretra pélvica o 7.7+ 186
OA 12.9+ 14.3
OP 1.1+0.9
Uretra peneana oP >80l
OA 4.6+0.0
OPP 8.5+4.2°
Testiculo oP 0.5+05
OA 0.5+0.6
OPP 1.8+3.1
e OoP 2.8+4.6
Epididimo Cabeza OA 37+45
OPP 0.0+0.0
- OoP 2.8+4.6
Epididimo Cuerpo OA 09+23
OPP 0.0+0.0
e OoP 09+23
Epididimo Cola OA 36+45

OPP Ovinos Prepuberales (menos de 6 meses), OP Ovinos Pueberales (entre 6 y 12 meses), OA Ovinos
Adultos (mas de 12 meses), (+ DS)

& significancia comparado con el grupo OPP, p<0.05

b significancia comparado con el grupo OPP y OA, p<0.05

¢ significancia comparado con el grupo OPP, p<0.05

d significancia comparado con el grupo OP y OA, p<0.05
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CUADRO 8. NUMERO PROMEDIO DE MACROFAGOS+ POR mm?, DIFERENCIAS ENTRE
ORGANOS EN CADA GRUPO

Grupo | Vs Am Pd Bu Upel |Upe |Tes |Eca |Ecu |Eco

OPP |02 0.2 1.6 0.0 0.0 1.1 8.5 1.8 0.0 0.0
+03 |+03 |+06 |+00 [+00 |+09 |+42° |+31 |+00 |00

OoP 4.7 0.6 2.8 5.3 37.7 5.8 0.5 2.8 2.8 0.9
+2.2 +1.1 +1.0 +24 +18.6" | +6.1 +0.5 +4.6 +4.6 +2.3

OA 8.1 1.0 3.6 35 12.9 46 |05 3.7 0.9 3.6
+7.9° | #1.3° | £3.0° | +1.9° | +14.3° | +5.4° | +0.6° | +4.5° | +2.3% | +4.5°

OPP Ovinos Prepuberales (menos de 6 meses), OP Ovinos Pueberales (entre 6 y 12 meses), OA Ovinos
Adultos (mas de 12 meses), (+ DS), vesicula seminal (Vs), ampula del conducto deferente (Am), préstata
diseminada (Pd), glandula bulbouretral (Bu), uretra pélvica (Upel), uretra peneana (Upe), testiculo (Tes),
cabeza del epididimo (Eca), cuerpo del epididimo (Ecu) y cola del epididimo (Eco).

# significancia comparado con los 6rganos Vs, Am, Pd, Bu, Upel, Upe, Eca, Ecu y Eco, p<0.05

b significancia comparado con los 6rganos Vs, Am, Pd, Bu, Upe, Tes, Eca, Ecu y Eco, p<0.05

¢ significancia comparado con los 6rganos Tes y Ecu, p<0.05
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Figura 25. Grafica del nimero promedio de macré6fagos por mm?en los
diferentes 6rganos del aparato reproductor de los tres grupos de ovinos

evaluados
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& significancia comparado con el grupo OPP, p<0.05

P significancia comparado con el grupo OPP y OA, p<0.05

¢ significancia comparado con el grupo OPP, p<0.05

d significancia comparado con el grupo OP y OA, p<0.05



Figura 26. Marcacion de macréfagos positivos en la uretra pélvica de
animales adultos ovinos

A. Corte histologico del epitelio de la uretra pélvica, animal adulto ovino
(Inmunofluorescencia, 400X). B. Corte histologico del tejido conectivo de la uretra pélvica,
animal adulto ovino (Inmunofluorescencia, 400X).Las flechas rojas sefialan las marcas
positivas para los macréfagos.

Figura 27. Marcacion de macroéfagos positivos en la vesicula seminal y el
epididimo, animal adulto ovino

o

A. Corte histologico de la vesicula seminal, animal adulto ovino (Inmunofluorescencia, 400X). B.
Corte histologico de la cabeza del epididimo, animal adulto ovino (Inmunofluorescencia, 400X).Las
flechas rojas muestran las marcas positivas para los macréfagos.
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Figura 28. Marcacion de macré6fagos positivos en el testiculo de animales
prepuberales

A. Corte histoldgico del testiculo, animal prepuberal ovino (Inmunofluorescencia, 400X). B. Corte
histologico del testiculo, animal prepuberal ovino (Inmunofluorescencia, 400X).Las flechas rojas
muestran las marcas positivas para los macréfagos.

Figura 29. Marcacién de macréfagos positivos en el linfonodo, animal adulto
ovino

Corte histolégico de linfonodo, animal adulto ovino (Inmunofluorescencia, 400X).Las flechas rojas
muestran las marcas positivas para los macréfagos.
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11.6. DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE LOS LINFOCITOS CD4+ Y
CD8+ PRESENTES EN EL APARATO REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS

En el cuadro 9y en las figuras 30 y 31 se resumen los promedios obtenidos
con su DS de linfocitos CD4+ y CD 8+ en los tres grupos de edad de los machos
ovinos evaluados.

En las ampulas, uretras peneana y pélvica, testiculo y en los tres sectores
del epididimo no se encontraron diferencias significativas para CD4+ y CD8+
(p>0.05) la mayor parte de las marcas se localizé en el tejido conectivo de los
organos. En las glandulas bulbouretrales hubo diferencia entre los grupos OP y
OA contra el OPP debido a que este no mostré marcas positivas para ninguna de
las células y en la préstata diseminada de los animales prepuberales hubo menor

marca para ambas células comparado con los grupos OP y OA (p<0.05).
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CUADRO 9. NUMERO PROMEDIO DE LINFOCITOS CD4+ y CD8+/ mm” EN LOS DIFERENTES
ORGANOS DEL APARATO REPRODUCTOR DE MACHOS OVINOS DE DIFERENTE EDAD

Organo Grupo Linfocitos CD4+/mm”* Linfocitos CD8+/mm”*

OPP 0.7+0.7 0.0+0.0
Vesicula OoP 08+15 0.3+1.3
OA 2.6+3.2 0.6+0.9
OPP 0.0+£0.0 0.0+£0.0
Ampula oP 0.6+0.8 03+0.3
OA 0.0£0.0 0.3+0.5
OPP 6.9+5.8 4.1 +4.4

Préstata Diseminada op 47.5 £14.6 32.8+19.8°

OA 425+ 13.0° 29.9 + 15.1%
OPP 0.0+0.0 0.0+0.0
Bulbouretral oP 8.2+3.8° 6.8 + 7.0
OA 6.0 +5.2° 55+2.1°
OPP 0.0+0.0 0.0+0.0
Uretra pélvica op 31+5.1° 7.9+9.8°
OA 6.7 + 13.6% 2.6 +6.3%
OP 0.0+0.0 0.0+0.0
Uretra peneana opP 0.0+£0.0 0.0+0.0
OA 0.0+0.0 0.0+0.0
OPP 1.9+3.2 0.0+0.0
Testiculo OoP 1.0+21 1.0+2.4
OA 04+1.1 1.0+2.3
OPP 0.0+0.0 0.0+0.0
Epididimo Cabeza oP 1.0+24 1.0+23
OA 04+1.0 0.3+0.6
OPP 0.0+0.0 0.0+0.0
Epididimo Cuerpo oP 12+18 1.4+22
OA 0.7+1.1 0.1+0.3
OPP 0.0+0.0 0.0+0.0
Epididimo Cola opP 09+1.9 09+21
OA 0.0+0.0 0.1+0.4

OPP Ovinos Prepuberales (menos de 6 meses), OP Ovinos Pueberales (entre 6 y 12 meses), OA Ovinos
Adultos (més de 12 meses), (+ DS)
% significancia comparado con el grupo OPP, p<0.05
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Figura 30. Grafica del numero promedio de linfocitos CD4+ por mm2 en los
diferentes 6rganos del aparato reproductor de los tres grupos de ovinos
evaluados

CD4

~
£
£
>
!
=

T HOPR

HOFPU

OP5

Organos del aparato reproductor

OPP Ovinos Prepuberales (menos de 6 meses), OP Ovinos Pueberales (entre 6 y 12 meses), OA Ovinos

Adultos (méas de 12 meses), (x DS)
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Figura 31. Gréfica del nUmero promedio de linfocitos CD8+ por mm2 en los
diferentes 6rganos del aparato reproductor de los tres grupos de ovinos
evaluados

CD8

(o]

£

£

S~

8

3 EOPR

o
mOPU
mOPS

Organos del aparato reproductor

OPP Ovinos Prepuberales (menos de 6 meses), OP Ovinos Pueberales (entre 6 y 12 meses), OA Ovinos

Adultos (mas de 12 meses), (+ DS)
% significancia comparado con el grupo OPP, p<0.05



Figura 32. Marcacioén de linfocitos CD4+ en la prostata diseminada

A. Corte histolégico de prostata diseminada, animal prepuberal ovino (Inmunohistoquimica, 400X).
B. Corte histoldgico de préstata diseminada, animal prepuberal ovino (Inmunohistoquimica,
40X).Las flechas rojas muestran las marcas positivas para los linfocitos CD4+

Figura 33. Marcacioén de linfocitos CD4+ en las glandulas anexas

A. Corte histologico del ampula del conducto deferente, animal adulto ovino (Inmunohistoquimica,
400X). B. Corte histoldgico de la prostata diseminada, animal adulto ovino (Inmunohistoquimica,
400X). C. Corte histolégico de los conductos de la glandula bulbouretral, animal adulto ovino
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(Inmunohistoquimica, 400X). D. Corte histologico del epitelio de la glandula bulbouretral, animal
adulto ovino (Inmunohistoquimica, 400X).Las flechas rojas muestran las marcas positivas para los
linfocitos CD4+.

Figura 34. Marcacion de linfocitos CD8+

A. Corte histologico del epitelio de la uretra pélvica, animal adulto ovino (Inmunohistoquimica,
400X). B. Corte histoldgico de la prostata diseminada, animal adulto ovino (Inmunohistoquimica,
400X). Las flechas rojas muestran las marcas positivas para los linfocitos CD8+.

11.7. DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE CELULAS CONTENEDORAS
DE IgG+, IgA+ E IgM+ PRESENTES EN EL APARATO REPRODUCTOR DE
MACHOS OVINOS

En el cuadro 10 y en las figuras 35, 36 y 37 se resumen en forma general
los promedios obtenidos con su DS en todos los grupos de las células
contenedoras de IgA+, IgG+ e IgM+.

Los conteos fueron bajos en general en todos los Organos para estas
células, no hubo diferencias significativas entre grupos para ninguna de las tres
marcas, solo para IgA+ en el testiculo del grupo OPP donde hubo marca para las
inmunoglobulinas IgA+ e IgG+. Las tres regiones del epididimo resultaron
negativas a los tres tipos de células contenedores de Igs. La uretra y las glandulas
mostraron de los grupos OP y OA mostraron células contenedoras de IgA+. Las



marcas para la uretra se localizaron mayoritariamente en el epitelio, mientras que

en el resto de los 6rganos su localizacion fue en el tejido conectivo.

CUADRO 10. NUMERO PROMEDIO CELULAS CONTENEDORAS DE IgA+, IgG+ e IgM+
POSITIVAS EN LOS DIFERENTES ORGANOS DE LOS APARATOS REPRODUCTORES

POR mm?
Organo Grupo Células Células Células
contenedoras de contenedoras de contenedoras de

IgA+/mm2 IgG+/mm2 IgM+/mm2

OPP 0.0+0.0 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0

Vesicula OP 28+4.6 0.0+0.0 0.0+0.0
OA 09+23 0.0+0.0 0.0+0.0

OPP 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+ 0.0

Ampula OP 1.8+28 0.0+0.0 0.0+0.0
OA 19+45 0.0+0.0 0.0+0.0

Prostata OPP 3.7+3.2 1.8+£3.2 0.0+ 0.0
Diseminada  ©OP 28+4.6 1.8+238 0.0+0.0
OA 3.7+6.7 2.8+4.6 0.0+0.0

OPP 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+ 0.0

Bulbouretral OoP 57+7.0 2.8+3.0 3.7x45
OA 46+4.2 3.7+6.7 28+4.6

Uretra OPP 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+ 0.0
pélvica OP 4674 2.8+4.8 8.3x7.6
OA 6.4+11.2 3.6+6.5 45+55

Uretra OP 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+ 0.0
peneana OP 7.7+8.7 1.9+36 24+27
OA 7.7+9.3 42+48 43+3.6

OPP 3.7+3.2 1.8+3.2% 0.0+ 0.0

Testiculo OP 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
OA 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0

Epididimo OPP 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+ 0.0
Cabeza OP 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
OA 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0

Epididimo OPP 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+ 0.0
Cuerpo OP 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
OA 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0

Epididimo OPP 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+ 0.0
Cola OP 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
OA 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0

OPP Ovinos Prepuberales (menos de 6 meses), OP Ovinos Pueberales (entre 6 y 12 meses), OA Ovinos
Adultos (méas de 12 meses), (+ DS)
% significancia comparado con el grupo OP y OA, p<0.05
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Figura 35. Grafica del numero promedio de células contenedoras de IgG+
por mm2 en los diferentes 6rganos del aparato reproductor
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Figura 36. Gréfica del nUmero promedio de células contenedoras de IgM+
por mm2 en los diferentes 6rganos del aparato reproductor

IgM

20
18
16
14
12
10

Células /mm?2

HOFPR

mOPU

O N B OO

mOPS

Organos del aparato reproductor

OPP Ovinos Prepuberales (menos de 6 meses), OP Ovinos Pueberales (entre 6 y 12 meses), OA Ovinos
Adultos (més de 12 meses)



Figura 37. Gréfica del nUmero promedio de células contenedoras de IgM+
por mm2 en los diferentes 6rganos del aparato reproductor
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Figura 38. Marcacion de células contenedoras de IgG+ en diferentes 6rganos

A. Corte histologico de la préstata disemina, animal adulto ovino (Inmunofluorescencia, 400X). B.
Corte histoldgico de la glandula bulbouretral, animal adulto ovino (Inmunofluorescencia, 400X). C.
Corte histolégico de la uretra peneana, animal adulto ovino (Inmunofluorescencia, 400X). D. Corte
histoloégico de la vesicula seminal, animal adulto ovino (Inmunofluorescencia, 400X).Las flechas
rojas sefialan las marcas positivas para las células contenedoras de IgG+.
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Figura 39. Marcacion de células contenedoras de IgM+ en diferentes 6érganos

o

A. Corte histolégico de la préstata disemina, animal adulto ovino (Inmunofluorescencia, 400X). B.
Corte histologico de la prostata diseminada, animal adulto ovino (Inmunofluorescencia, 400X). Las
flechas rojas sefialan las marcas positivas para las células contenedoras de IgM+.
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Figura 40. Marcacion de células contenedoras de IgA+ en diferentes 6érganos

A. Corte histolégico de la glandula bulbouretral, animal adulto ovino (Inmunofluorescencia, 400X).
B. Corte histologico de la prostata diseminada, animal adulto ovino (Inmunofluorescencia, 400X).
C. Corte histologico de la prostata diseminada, animal adulto ovino (Inmunofluorescencia, 400X).
D. Corte histolégico de la vesicula seminal, animal adulto ovino (Inmunofluorescencia, 400X). Las
flechas rojas sefialan las marcas positivas para las células contenedoras de IgA+.
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Figura 41. Marcacion de células contenedoras de IgA+ en uretra pélvica

o

A. Corte histoldgico de la uretra pélvica, animal adulto ovino (Inmunofluorescencia, 400X). B. Corte
histolégico de la uretra pélvica, animal adulto ovino (Inmunofluorecencia, 400X). ). Las flechas
rojas sefialan las marcas positivas para las células contenedoras de IgA+.

12. DISCUSION

Los resultados morfométricos obtenidos para las medidas de las glandulas
anexas (bulbouretral, ampula y vesicula seminal) de los grupos OP y OA fueron
similares a los reportados por la Consejeria de agricultura y Pesca, Sevilla,
Espafia 1991 y por Getty et al, 1982. No hay datos en la literatura acerca de las
medidas y peso de la uretra pélvica y tampoco sobre los pesos de las glandulas
anexas de ovinos. Las muestras del grupo OPP fueron pocas para hacer un
analisis comparativo.

Los valores comparativos en estos casos de valores morfométricos, deben
manejarse con precaucion considerando que pueden ser influidos por la raza y la

condicion corporal de cada individuo, como ocurre en todas la especies.
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El hallazgo de células inflamatorias en los frotis de esmegma y el papel de
leucocitospermia en la patogénesis de la infertilidad masculina sigue siendo
controversial a pesar de su alta incidencia relativa, 10% a 20%, entre los hombres
infértiles. Algunos trabajos han correlacionado la leucocitospermia con
espermatozoides de pobre calidad y defectos en la funcién, mientras que otros
trabajos no han encontrado tal correlacion. Trabajos recientes mencionan que el
efecto negativo de la leucocitospermia radica en la sobre produccion de especies
reactivas de oxigeno por parte de los neutrdfilos, lo cual produce un desequilibrio
entre oxidantes y antioxidantes y genera fragmentacion y dafio al DNA de los
espermatozoides (Aziz, et al., 2004).

Un trabajo realizado en cabras, reportd leucocitospermia con alta incidencia de
anormalidades espermaticas secundarias como consecuencia de someter a los
animales a reagrupamiento social que provoco estrés con aumento de cortisol y
testosterona (Ortiz de Montellano, 2004), en este estudio realizado se encontr
que el 85% de los animales tuvo presencia de estas células en los frotis, los
autores argumentan que es probable que el transporte y la permanencia en los
corrales del matadero, con mezcla de animales de diferentes origen, haya
generado una situacién de estrés que generd la leucocitospermia, considerando
que no se observaron patologias en los 6rganos evaluados y los animales eran

seronegativos a los principales patologias reproductivas del carnero.

No se encontré literatura que describa especificamente a los érganos del
aparato reproductor del carnero, la mayoria de la bibliografia describe de forma
general a los 6rganos masculinos, marcando algunas diferencias entre las
especies domésticas, en general para los grupos OP y OA muestreados se
encontraron las diferencias descritas por dicha literatura. Para el grupo OPP es
poca la literatura que describe la histologia de los 6érganos del aparato reproductor
en esta etapa del desarrollo; en un trabajo en machos cabrios de 4-5 meses, se
reportan hasta ocho regiones diferentes en el epididimo, basandose en la

distribucion del tipo de células, posicion del nucleo de las células principales,
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diametro tubular y la altura del epitelio, también en el mismo trabajo se
encontraron linfocitos en el tejido conectivo de algunas regiones (IV, V y VII); el
epitelio que encontrado en el epididimo para todas las regiones fue
pseudoestratificado con cilios (Bilaspuri, 1992), en el grupo OPP muestreados se
observo en la regién de la cabeza del epididimo un epitelio pseudoestratificado,
para el cuerpo y cola se observd un epitelio columnar simple con cilios, en este
estudio se describieron las tres regiones clasicas y s6lo se tom6 una muestra por
cada region.

Un trabajo en toros y otro en ovinos prepuberales, describe la misma
morfologia que se observo en este estudio para los tubulos seminiferos de los
testiculos, luz pequefia, una delgada lamina basal, gonocitos en el centro y
alrededor de ellos asentadas en la lamina basal, las células sustentaculares
(Aponte et al., 2005; Steger, 1996); aunque es escasa la literatura sobre la
descripcion de las glandulas anexas prepuberales.

Respecto a la presencia y distribucion de los tipos celulares relacionados
con la inflamacién y la respuesta inmune en el aparato reproductor es escasa la
informacion previa, especialmente en glandulas anexas.

Se encontraron diferencias en el nimero de macréfagos presentes en la
uretra pelviana, bulbouretral y vesicula seminal de los grupos OP y OA comparado
con los bajos conteos o su ausencia en las mismas glandulas del grupo OPP, los
conteos fueron altos especialmente en uretra pelviana.

Acosta et al, en 2007, obtiene en animales controles para macréfagos en el
ampula 33.31£19.5, vesicula 41.6+13.2, prostata diseminada 42.6+36.1 y
bulbouretral 2.8 +3.2 por mm?, comparados con este estudio fueron altos para
ampula, vesicula y prostata.

En humanos se reporta que los macréfagos son abundantes en el epitelio
de la uretra pelviana y peneana mientras, son pocos los que se localizan en la
lamina propia y se propone que estos participan fuertemente en la induccién y
ejecucion (efector) de la respuesta inmune local. También se han demostrado

macréfagos en el epitelio como en la lamina propia de las vesiculas seminales,
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mientras que en bulbouretrales solo se han observado en pequefio nuamero,
principalmente en la lamina propia (Pudney et al., 2010; Migliari et al., 1992). En
este trabajo la mayoria de los macréfagos se localizaron en la lamina propia de la
uretra y en menor numero en el intersticio de vesiculas y bulbouretrales. Los
conteos también fueron altos (p<0.05) para los testiculos del grupo OPP,
comparado con los otros dos grupos, se reporta que los macréfagos son
abundantes en el intersticio testicular de muchas especies de mamiferos (Diemer
et al., 2003) incluyendo al humano (Hedger, 2002), y se ha sugerido que el
macréfago es necesario para la estimulacion y proliferacion de células
intersticiales inmaduras (Nes et al.,2000), también han sido observados monocitos
en los limites de los tabulos seminiferos en ratones (Khan et al., 1992). En el resto
de los 6rganos no se presentaron diferencias significativas entre grupos, aunque si
se encontraron marcas positivas para todos los 6rganos analizados. En el estudio
realizado por Acosta, 2006, no se encontraron diferencias notorias en la
distribucion de macréfagos en las glandulas anexas de animales clinicamente
sanos Y libres de B. ovis. La mayor cantidad de macrofagos en uretra pelviana
sugiere, como se ha sefialado en humanos, igual actividad de reconocimiento y

procesamiento antigénico, que mecanismos efectores de remocion antigénica.

Acosta et al., 2007, no encuentra diferencias notorias en la distribucién de
CD4+, CD8+ vy linfocitos &y WC1+ en prostata diseminada, glandula bulbouretral,
vesicula seminal y ampula del deferente de carneros controles (serolégicamente
libres de B. ovis y clinicamente sanos) comparado con animales infectados con A.
seminis, en los testiculos y epididimos de los animales controles resultaron
escasas las marcas. En los contos de Acosta et al., 2007, en animales controles
tanto de CD8+ como de CD4+ son altos para ampula 16.7+4.5, 33.3£15.7 y
vesicula 11.1+22.3, 38.9+31.1 en comparacion con este estudio y en la
bulbouretral 9.7+11.5, 11.1+18.7 y préstata son parecidos 52.7+28.2, 41.5+34.7 a
este trabajo. En epididimos y testiculos los conteos son bajos para ambos

estudios.
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En el epididimo de ratas se sefialan variaciones en el numero de linfocitos
CD4+y CD8+, dependiendo de la edad, del segmento del epididimo considerado y
de la presencia o no de espermatozoides en el interior del tibulo epididimal. Los
linfocitos CD8 predominan en la cabeza y disminuyen hacia regiones mas distales
del epididimo como cuerpo y cola; aumentando con la edad y con la presencia de
espermatozoides en la cola (Serre y Robaire, 1999). En humanos se han
encontrado abundantes linfocitos CD4+ en la lamina propia de la uretra (Pudney y
Anderson 2010). En este estudio se encontraron marcas positivas tanto de CD4+
como para CD8+ en todos los érganos de los grupos OP y OA. Solo en prostata
diseminada, glandulas bulbouretrales y uretra pélvica, hubo diferencias
significativas entre grupos, presentando una mayor cantidad de marcas para
CD4+ y CD8+, las diferencias estadisticas no se aprecian en los graficos debido a
que la prueba de Kruskall Wallis trabaja con las medianas.

No se encuentran linfocitos B y células plasmaticas en los diferentes
sectores del epididimo y testiculo de ratas normales (Flickinger et al., 1997
Pdllanen y Maddocks, 1988) ni tampoco se encuentran en el epididimo y testiculo
de humanos (Anderson y Pudney, 1999) ni en el de carneros (Pdllanen y
Maddocks, 1988), tal como se determiné en este estudio.

La relacién entre la presencia de las células plasmaticas en las glandulas
anexas del aparato reproductor y la edad, esta escasamente estudiada. Campero
y col, 1989, no encuentran diferencias en la presencia de células IgA+ entre toros
sanos de diferentes edades: jovenes (1.5 a 3 afos), adultos (4 a 7 afios) y viejos
mayores de 7 afios. Para las células IgM+ los animales mayores de 7 afos
presentaron menores conteos que los jovenes, y estos a su vez mas bajos que los
adultos (4 a 7 afios). En el caso de IgG+ no se encontraron diferencias entre
jovenes y adultos, pero si con los viejos, que presentaron una media mas alta.
Estos hechos plantean la posibilidad de la presencia diferencial de células
contenedoras de inmunoglobulinas en animales de distintas edades.

En trabajos realizados en toros se plantea como sobresaliente la produccion

de IgA+ e IgG+ por las vesiculas seminales (Bier et al., 1977). Sin embargo, en
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otros estudios no se encuentran células contenedoras de inmunoglobulinas o se
encuentran en muy escaso numero en las vesiculas seminales en toros normales,
por lo cual resulta poco probable que este sea el origen de las inmunoglobulinas
(Campero et al., 1989, 1990).

Foster et al., 19882, utilizan 5 carneros de 1 afio y 12 mayores de 4 afios y
se encuentran células contenedoras de IgA+ e IgG+, preferentemente en la
glandula bulbouretral, prostata y en la uretra pélvica y s6lo ocasionalmente las
observan en epididimo, vesiculas seminales y ampula. Estos autores encuentran
células contenedoras IgG+ en altos porcentajes.

En el caso de humanos se encuentran células IgA+ e IgM+ principalmente
en la prostata, glandula bulbouretral y uretra pélvica y peneana, donde también
encuentran escasas IgG+. Sin embargo, poco es lo que se sabe sobre la
inmunologia de las vesiculas seminales, donde se encuentran células plasméticas,
pero si ocasionales expresiones de plgR (Receptor polimérico de
inmunoglobulinas) Anderson y Pudney, 2010.

Acosta et al, 2007, encuentra diferencias notorias en el numero de células
contenedoras de IgA+ e IgM+, presentes en la préstata diseminada y bulbouretral,
comparado con la nula presencia de las mismas en el ampula y vesicula seminal
de animales sanos, lo cual podria facilitar el establecimiento bacteriano. Los
resultados de este trabajo son coincidentes con esos hallazgos excepto en la
presencia de células contenedoras de IgA+ en estas Ultimas glandulas. En
testiculos y epididimos los conteos son casi nulos. En este estudio se encontraron
marcas mayoritariamente para IgA+ e IgM+, el conteo de IgG fue bajo o nulo. En
el testiculo de animales prepuberales se encontr6 marca para las tres. Hubo
diferencias significativas solo en la IgA presentando mayor cantidad de marca en
el testiculo de animales prepuberales.

En procesos inflamatorios causados por A. semminis en el aparato
reproductor de carneros Acosta, 2007 observé que las vesiculas seminales
resultaron ser el lugar de permanencia de la bacteria, ademas de presentar los

cambios inflamatorios mas notables, demostrando un numero importante de
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células plasméticas IgA+, IgM+ e IgG+ comparado con el grupo control, esto
mismo fue observado en otras inoculaciones experimentales (Al-Katib y Dennis,
2005). Los resultados de Acosta, 2007, también demostraron que la presencia de
células plasmaticas IgG+ en el aparato reproductor como en glandulas anexas es
minima o nula en condiciones normales y su presencia parece estar
especialmente vinculada al desarrollo de focos inflamatorios activos; y las células
plasmaticas IgM+ e IgA+ se incrementan en la exposicion experimental a la

bacteria.
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13. CONCLUSIONES

1.
2.

Este trabajo aporta datos para la morfometria de las glandulas anexas.

Los resultados obligan a revalorar la consideracion de la leucocitospermia
en el diagndstico de los cuadros infecciosos en los carneros.

En trabajos futuros sera necesario definir los rangos de leucocitos en
semen que puedan considerarse normales para esta y otras especies.

Este estudio aporta conocimientos sobre la estructura de los 6rganos del
aparato reproductor de animales puberales y prepuberales.

Se pudieron encontrar diferencias significativas en la distribucion y nidmero
de macréfagos. La vesicula seminal, glandula bulbouretral y uretra pélvica
de animales puberales presentaron abundantes macrofagos positivos al
igual que el testiculo de animales prepuberales.

Para linfocitos CD4+ y CD8+, las diferencias se encontraron en la prostata y
en las glandulas bulbouretrales con mayor nimero de marca de animales
adultos comparado con animales prepuberales.

A pesar de que se encontraron marcas para las tres inmunoglobulinas, los

conteos no fueron significativos entre grupos.
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ANEXO

RESULTADOS DE LAS IDDS EN LOS 62 ANIMALES MUESTREADOS

APARATO
ANIMAL EDAD BRUCELAS IDD B. IDD A. IDD H. REPRODUCTOR
LISAS oVIS SEMINIS SOMNUS COMPLETO
M menos de 1 afio - - - - No
32 menos de 1 afio - - - - No
433 1 afio - - - - No
34 menos de 1 afio - - - - No
35 1 afio - - - - No
46 1 afio - - - - No
a7 4 afios - - - + No
38 3 meses - - - - Si
49 1 afio - - - - No
410 menos de 1 afio - - - - No
311 1 afio - - - - No
312 1 afio - - - - No
313 menos de 1 afio - - - - No
314 3 afios - - - - No
315 menos de 1 afio - - - - No
316 2 afios - - - - No
317 1 afio - - - - No
318 1 afio - + - - No
319 menos de 1 afio - - - - No
320 menos de 1 afio - - - - No
321 2 afios - - - - No
822 1 afio - - - - No
323 1 afio - - - - No
324 menos de 1 afio - - - - No
325 2 afios - - - - No
326 menos de 1 afio - - - - No
327 9 meses - - - - No
328 9 meses - - - - No
329 9 meses - - - - Si
330 9 meses - - - - Si
331 9 meses - - - - Si
332 9 meses - - - - No
433 9 meses - - - - Si
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434 9 meses - j N - No

335 9 meses - - - : o
336 9 meses - B N - S
337 9 meses - - - : S
d38 9 meses - B _ i o
339 9 meses - - - - "~
d40 9 meses - B _ : o
d41 9 meses - R i A "~
342 9 meses - B _ : o
343 9 meses - - i - o
da4a 9 meses - B _ i o
345 9 meses - - i : o
d46 9 meses - i i i No
347 9 meses - - - : "
348 9 meses - B N i No
349 9 meses - R i - o
450 9 meses - B _ i o
351 4 afios - - _ - "~
3852 3 afios - j i} - S
353 4 afios - B _ i S
354 4 afios - ] - - v
355 3 afios - B N - S
356 4 afios - B N n o
357 4 afios - R ; - o
358 3 afios - j N : S
359 4 afios - B _ i S
360 4 afios - - - - S
de1 3 meses - B B} i S
362 3 meses - - - : S

CONTEO PROMEDIO DE CELULAS BLANCAS POR CAMPO EN LAS
MUESTRAS DE ESMEGMA

CANTIDAD
ANIMAL EDAD )
DE CELULAS
31 menos de 1 afio No
a2 menos de 1 afio ++4+
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d3 1 afio _
d4 menos de 1 afio No
35 1 afio No
d6 1 afio No
a7 4 afios No
38 3 meses No
49 1 afio it
410 menos de 1 afio +
311 1 afio +++
d12 1 afio A
313 menos de 1 afio +
J14 3 afios +
315 menos de 1 afio ++
Jd16 2 afios 4+
3417 1 afio t
Jd18 1 afio ++
319 menos de 1 afio o
d20 menos de 1 afio +++
d21 2 afios .
422 1afio +
423 1 afio +
d24 menos de 1 afio +++
425 2 afios +++
d26 menos de 1 afio -
427 9 meses +
428 9 meses ++
429 9 meses ++
d30 9 meses +
431 9 meses 4
d32 9 meses -
433 9 meses o
d34 9 meses +
d35 9 meses No
d36 9 meses 4t
337 9 meses +
d38 9 meses No
439 9 meses No
d40 9 meses No
341 9 meses +
d4a2 9 meses No
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343 9 meses No

344 9 meses No
345 9 meses No
d46 9 meses No
347 9 meses No
348 9 meses No
349 9 meses No
450 9 meses No
351 4 afios +

d52 3 afios ++
453 4 afios ++
454 4 afios ++
455 3 afios -

456 4 afios No
457 4 afios ++
358 3 afios -

359 4 afios ++
460 4 afios ++
361 3 meses No
362 3 meses No

No. no se obtuvo la muestra, - no se observaron células inflamatorias, + de 1 a 10 células, ++ de
11 a 50 células, +++ mas de 51 célalas por campo.
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