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Resumen

Se realizd eutanasia a seis alpacas de la Raza Huacaya menores de 60 dias de
edad en el distrito de Huanta, provincia de Huanta, departamento de
Ayacucho, Pert. Se obtuvieron muestra de timo que fueron embebidas en
OTC vy congeladas inmediatamente en nitrégeno liquido y conservadas a -70

°C hasta su procesamiento. Se prepararon secciones congeladas y se montaron

las secciones con organosilano. Se realizd la Inunohisquimica empleando
anticuerpo primario de ratdn y secundarios de conejo; la reaccion se evidencio
empleando el complejo avidin biotin peroxidasa y se contra coloreo con
Hematoxilina. Se empled anticuerpos monoclonales especificos para la
identificacion de las subpoblaciones leucociticas del timo; se evaluaron cinco
campos visuales de forma aleatoria a un aumento de 400X. La distribucion y
densidad de la tincion se clasifico como negativa (-), inconstante (£), ligera
(+), moderada (++) y fuerte (+++). Los resultados muestran que la mayor
poblacion de células leucociticas se ubicaron en la corteza del timo y
correspondieron a células inmaduras que no expresan marcadores de
superficie; la mayor poblacion de células inmunomarcadas, en maduracion, se
ubicaron en la médula del timo, predominando los linfocitos TCR af}, con
valores bajos de linfocitos TCR vyd, linfocitos CDS, linfocitos B y
monocitos/macréfagos; con valores inconstantes de linfocitos CD4, En la
corteza del timo se observd valores bajos de linfocitos TCR af y linfocitos
CDS, y valores inconstantes de monocitos/macrofagos; sin evidencias de

linfocitos TCR 739, linfocitos CD4 y linfocitos B.



Abstract

Euthanasia was performed in six alpacas younger than 60 days old, of the
Huacaya breed, in the district of Huanta, department of Ayacucho, in Peru.
Thymus samples were obtained and embedded in Optimal Cutting
Temperature (OCT) medium. Samples were immediately frozen in liquid
nitrogen and preserved at -70 °C until ready to be processed. Frozen sample
fragments  were  prepared and covered with  organosilane.
Immunohistochemistry was done using mouse primary and rabbit secondary
antibodies; the reaction was obtained with the use of avidin-biotin-peroxidase
complex (ABC), and was regressively stained with Hematoxylin. Specific
monoclonal antibodies were utilized to identify Leukocyte Subpopulations in
thymus; Five fields of view were evaluated randomly at 400X magnification.
The staining distribution and density were classified as negative (-),
inconsistent (+), mild (+), moderate (++) and strong (+++). The results
indicate that most of the Leukocyte population was found in the thymus cortex
and were immature cells with no surface markers; most of the maturing
immunomarked cell population were in the medulla of the thymus, and most
of them were TCRop Ilymphocytes, and in less proportion TCR 7o
lymphocytes, CD8 lymphocytes, B lymphocytes and monocytes/macrophages;
and inconsistent values of CD4 lymphocytes. In the thymus cortex, there were
low values of TCRaf lymphocytes and CD8 lymphocytes; inconsistent values
of monocytes/macrophages; and no evidence of TCR yd lymphocytes, CD4

lymphocytes, and B lymphocytes.



l. Introduccion

La crianza de alpacas en el Pert es una actividad socioeconémica de gran
importancia, especialmente en la zona alto-andina, donde las elevadas tasas de
mortalidad por causas infecciosas, principalmente en crias, constituyen un factor
limitante en su crianza (Ameghino, 1991). Los primeros estudios en este campo
estuvieron abocados en la identificacion de loa agentes causales, luego a la
microbiologia y epidemiologia; y en la actualidad los investigadores se encuentran
abocados en conocer los factores de virulencia de las enfermedades infecciosas
causantes de las mayores pérdidas economicas en los productores de alpacas;
siendo una de las causas mas importante de muerte en crias de alpacas el complejo
entérico neonatal, que origina cuantiosas pérdidas econdmicas al ganadero alto-

andino (Rosadio et al., 2012b).

Fernandez Baca (2000) indicaba que existia una escasa comprension de los
mecanismos fisiologicos y fisiopatologicos de los camélidos sudamericanos
(CSA), siendo el sistema inmunoldgico uno de los aspectos menos estudiados;
siendo fundamental la comprension de estos mecanismos de respuesta a los
patogenos para disefiar e implementar programas sanitarios de control y
prevencion. Actualmente, se vienen realizando investigaciones relacionadas a la
respuesta inmune en alpacas ante agentes patdgenos; como es la expresion de
interleucinas ante antigenos clostridiales (Watanabe et al., 2014); la expresion de
citoquinas proinflamatorias inducidos por extractos de Sarcocystis auceheniae

(Hinostroza et al., 2015); o la expresion de inmunoglobulinas y el FNT e



interleucinas en epitelio intestinal de crias de alpacas (Bardalez et al., 2013;
Dionisio et al., 2014). Asi también, se viene evaluando el uso de vacunas
anticlostridiales en la prevencion del complejo entérico neonatal de alpacas

(Rosadio et al., 2012a).

El Peru es el principal productor de CSA del mundo con més de 4.4
millones de cabezas entre alpacas, llamas, vicufias y guanacos, distribuidas
principalmente en la Sierra, con 3 685 000 cabezas, que representa casi total de la
poblacion. Asimismo, la raza Huacaya constituye la de mayor nimero (80,4%)
seguida de la Suri, (12,2%), y sus cruces (7,3%). Los resultados del ultimo Censo
Nacional Agropecuario, llevado a cabo en 2012, muestra que la poblacion de
alpacas aumento en 50,2% la poblacion registrada en el censo de 1994 (INEI,

2012).

Los camélidos pertenecen al Orden Artiodactyla, conformado por tres
subdrdenes: suina (cerdos, jabalies y pecaries); Cetruminantia, conformada por
Cetancodontamorpha (cetaceos e hipopotamos) y Ruminantiamorpha (rumiantes);

y Tylopoda, conformada por la familia Camelidae (Spaulding, et al., 2009).

Los camélidos, tnicos tilopodos actuales entre los mamiferos artiodéctilos
(Hamers y Muldermans, 1989), se diferencian de los rumiantes porque su
denticién muestra rastros de incisivos centrales vestigiales en el maxilar superior,

y la presencia de dientes caninos verdaderos, separados de los premolares por un
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espacio llamado diastema, tanto en el maxilar como en la mandibula (De Lamo,
2011). Asimismo, los camélidos no poseen pezuiias, sino dos dedos con ufias en
cada pie y almohadillas plantares, y a diferencia de los rumiantes que poseen
cuatro compartimientos estomacales, los camélidos presentan solo tres
denominados como compartimentos proximal, intermedio y distal, segin la
Veterinary Anatomical Nomina; destacando una region glandular en el
compartimento intermedio conformada por glandulas tubulares arregladas en
sacos; las cuales estdn ausentes en los proventriculos de los rumiantes (Alzola et

al., 2004)

La alpaca, como toda especie evolucionada, posee un complicado sistema
inmune, siendo muy similar en composicion al de los rumiantes, con capacidad
de responder a distintos agentes infecciosos (Hamers y Muldermans, 1989; Davis
et al., 2000). Aunque se ha descrito cierta variacion histologica en ganglios
linfaticos, bazo y timo de alpacas; habiéndose caracterizado la histologia del
desarrollo fetal del bazo y el timo en alpacas (Montenegro et al., 2006; Arias et
al., 2011), asi como la histologia y la dindmica linfoide de las Placas de Peyer en

neonatos de alpacas menores de 45 dias (Roca et al., 2014).

El timo es el primer 6rgano linfoide que se forma durante el desarrollo
fetal. Se origina en la tercera y cuarta bolsa faringea, y se diferencia de otros
organos linfoides porque contiene células provenientes de distintas laminas
embrionarias: endodermo, mesodermo y ectodermo (Carlson, 1990; Noden y De

Lahunta, 1990; Chilmonczyk, 1992). El desarrollo del timo embrionario y fetal en
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la alpaca sigue un patron similar al de las especies de rumiantes domésticos. Es asi
que a los 40 dias de edad gestacional se observa un rudimento timico, entre los
100 y 130 dias de define la corteza y la médula, y a partir de los 100 dias de edad
se evidencian los corpusculos de Hassal en la médula timica, llegandose a

observar algunos nidos celulares eritroblasticos (Montenegro et al., 2006).

El timo esta situado en el toérax, en el mediastino craneal, delante del
corazén y los grandes vasos. En los rumiantes, équidos, aves y porcinos, se
extiende hacia arriba, por la regioén del cuello, hasta el tiroides (Latre y Barcena,
2007). Al nacimiento estd totalmente formado y funcional, persistiendo hasta la
madurez sexual, donde inicia su involucion, siendo reemplazado por tejido
adiposo, disminuyendo la proliferacion y diferenciacion de linfocitos T (Latre y
Barcena, 2007). Esta involucion se inicia en la corteza, aunque siempre
permanece un remanente de zona medular con actividad residual (Carlson, 1990;

Noden y De Lahunta, 1990).

Estructuralmente, el timo presenta lobulos rodeados por una fina capa de
tejido conjuntivo o cépsula que se continia con finos septos o trabéculas que
dividen los l6bulos en lobulillos. Cada uno de ellos comprende una region
periférica o zona cortical externa (la corteza) y una region interna o zona medular
(Dellmann y Brown, 1980; Montenegro et al., 2006). La corteza est4 poblada por
abundantes timocitos y en menor proporcion células epiteliales reticulares

grandes. La médula presenta similar conformacion celular, pero con una mucho



menor densidad celular, y se observa células reticulares epiteliales queratinizadas
conformado los denominados corpusculos de Hassal. El estroma estd conformado
por una red tridimensional de tejido conjuntivo, que incluye la capsula, trabéculas
y una fina red de fibras reticulares (Montenegro et al., 2006; Latre y Béarcena,
2007). Los tipos celulares presentes en el timo incluyen a los timocitos o
linfocitos, las células epiteliales reticulares o células epiteliales timicas, las células

dendriticas interdigitantes y los macrofagos.

La distribucion de los linfocitos en el timo corresponde a un 88% en la
corteza y 12% en la médula. Asimismo, mediante la identificacion de marcadores
antigénicos de superficie se diferencian, poblaciones de linfocitos CD8"
(citotoxicos) y linfocitos CD4 " (colaboradores) o simples positivos (SP) a nivel de
la médula timica, en tanto que en la corteza se observan linfocitos CD8" y CD4",
doble positivo (DP), y los linfocitos CD8 o CD4 , doble negativo (DN)

(Shortman, 1985; Vaidya et al., 2016).

La doble positividad de linfocitos solo ocurre durante la maduracion de las
células T en el timo, perdiendo esta doble expresion antes de la migracion a
sangre periférica y a érganos linfaticos secundarios (Davis y Hamilton, 2006). Sin
embargo, se ha descrito la presencia de linfocitos CD8" y CD4" (DP), en tejido
linfoide asociado a mucosa en porcinos (Zuckermann y Geskins, 1996); y en
sangre periférica de humanos y ratones; expresando exclusivamente Receptores de

Linfocitos (TCR) del tipo aff (Zuckermann y Husmann. 1996).



Godderis (1989) describe en terneros que la mayor poblacion de células en
el timo corresponde a los linfocitos T (97%); con una discreta poblacion de
células dendriticas (3%); indicando que las linfocitos predominantes en la corteza
timica corresponde a los triples positivos (TP) CD2" CD4"™ CD8" (50 a 60%),
sobre los triples negativos (TN) CD2" CD4 CDS8™ (10 a 20%); en tanto que en la
médula timica predominan los simples positivos CD4", CD8" y TCR v (5 al

15%)

Asimismo, se ha descrito en porcinos la presencia de las células T CDS8" y
CD4" (doble negativo), expresando TCR del tipo yd (Zuckermann y Geskins,
1996). Se ha postulado que los linfocitos TCR yd reconocen antigenos no
procesados, no dependiendo de la coestimulacion de las células presentadoras de

antigeno, optimizando el desarrollo de una respuesta rapida (Hayes et al., 2010).

Todas las células T en desarrollo tienen genes comunes que codifican la
produccion de TCR, habiendo dos tipos de ellos: TCR o y TCR v5. Los
linfocitos T que exhiben el receptor TCR af se pueden clasificar en las
subpoblaciones de linfocitos CD4+ o linfocitos CD8+ (SP), en tanto que los
linfocitos que exhiben linfocitos TCR y0, generalmente no expresan marcadores
de diferenciacion, CD4" y CD§" (DN), por lo que se les denomindé como células
nulas, en algin momento (Davis et al., 1998). No obstante, se ha descrito que los
linfocitos TCR ¥ en porcinos pueden expresar CD8" (Davis y Hamilton, 2006;

Gerner et al., 2015).



Las moléculas antigénicas que activan a los linfocitos TCR 0 son todavia
desconocidas en gran medida. Sin embargo, estos linfocitos tienen la peculiaridad
de no requerir procesamiento antigénico o la presentacion de epitopos peptidicos
por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CHM) Ademas, los
linfocitos TCR y6 juegan un papel importante en el reconocimiento de los
antigenos no peptidicos de los patrones moleculares asociados a patogenos
(PAMPs, por sus siglas en ingles) y de los patrones moleculares asociados al dafio
(DAMPs, por sus siglas en inglés). Estas células parecen estar pre-activadas,
mostrando rapidamente funciones efectoras (Davis et al., 1998; Guzman, 2012;

Telfer y Baldwin, 2015).

Las células presentadoras de antigeno tienen como funcidon captar,
procesar y presentar antigenos a los linfocitos T a través de moléculas CMH II. Si
bien algunos leucocitos, como los macrofagos y linfocitos B, pueden presentar
antigenos en determinadas situaciones, las células dendriticas interdigitantes son
consideradas las células presentadoras de antigeno por excelencia, con una alta
capacidad inmune estimulante; siendo primordial en la inducciéon los linfocitos

CD4", puente entre el sistema inmune innato y el sistema inmune adaptativo

(Arjona, 2007).

Las células epiteliales reticulares poseen origen ectodérmico y
endodérmico, clasificandose de acuerdo a su localizacion y caracteristicas en
limitantes, corticales, medulares, nodrizas o de transicion y las que conforman los

corpusculos de Hassal (Montenegro et al., 2006). Funcionalmente, estas células
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epiteliales timicas corticales (cCTEC, por sus siglas en inglés) y medulares (mTEC,
por sus siglas en inglés), median en los procesos de diferenciacion y maduracion
de los linfocitos T. Los cTEC intervienen en la diferenciacion de los timocitos DN
a timocitos DP a nivel cortical, en tanto que, a nivel medular, los mTEC y las
células dendriticas timicas participan en la seleccion positiva de los timocitos a SP

(Vaidya et al., 2016).

Se ha descrito la presencia de un porcentaje minimo de linfocitos B en
timo de humanos desde la etapa embrionaria-fetal hasta la adultez, siendo de 1.3%
en menores de 10 afos y de 2.6% en mayores de 10 afios (Flores et al., 2001).
Estos linfocitos B se ubican en la médula timica y se postula que pueden actuar
como células presentadoras de antigenos o presentadoras de antigenos somaticos a
las células T (Lu et al., 2015; Yamano et al., 2015; Gies et al., 2016), como parte
de proceso de educacion de células T para la eliminacion de clones reactivos con

autoantigenos (Isaacson et al., 1987)

En la actualidad se dispone de métodos que permiten diferenciar y
cuantificar las poblaciones leucocitarias, como es la técnica inmunohistoquimica.
Esta técnica identifica células en tejidos, frotis y cortes histologicos, mediante
anticuerpos especificos contra antigenos de superficie formando complejos
antigeno-anticuerpo (Haynes y Fauci, 1998; Davis et al., 2000; Davis y Hamilton,
2006). Estas reacciones se hacen visibles mediante marcadores enzimaticos,
peroxidasa o fosfatasa alcalina, y generan color sobre un sustrato incoloro

(Enciso, 1995)



La respuesta inmune en las diferentes especies animales es similar, pero no
idéntica; observandose diferencias en la composicion y frecuencia de las
subpoblaciones de linfocitos, de alli que se debe tener en cuenta estas
consideraciones cuando se analiza la respuesta inmune a patdgenos o vacunas
(Davis y Hamilton, 2006). Asimismo, se ha descrito en ratones de laboratorio la
remodelacion de las subpoblaciones de linfocitos en tejidos linfaticos y sangre
periférica, observandose cambios sustanciales en estas poblaciones en relacion a
la edad (Capri et al., 2000). Con base a estos antecedentes, se implementd este
estudio con el fin de identificar las poblaciones leucocitarias en el timo posnatal de

alpacas menores de 60 dias de edad.



1. Materiales y Métodos

Muestras bioldgicas:

Procedencia

Las muestras de tejidos provinieron del banco de especimenes de 6rganos
del Proyecto “Estudio Histoquimico e Inmunohistoquimico del Sistema Linfatico
de la Alpaca” desarrollado por Laboratorio de Histologia y Patologia (LHP) de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FAVEZ) de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (UPCH); constituyendo este estudio parte del

mencionado proyecto.

Las muestras fueron obtenidas en el distrito de Huanta, provincia de
Huanta, departamento de Ayacucho, Peru; en el afio 2006. Donde se colectaron
muestras de timo de seis alpacas de la Raza Huacaya menores de 60 dias de edad
identificada por su fenotipo caracteristico (De Lamo, 2011). Los animales fueron,
previamente eutanasiadas con pentobarbital sddico a dosis de 200 mg/kg (Bolant
et al., 1990), procedimiento previamente aprobado por Comité Institucional de

Etica para el Uso de Animales - UPCH.

Las muestras de tejidos obtenidas en campo fueron embebidas en OTC

(Medium Optimal Cutting Temperature -Laboratorios Miles, Elkhart, EEUU) y
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congeladas inmediatamente en campo en un tanque de nitrogeno liquido (-196

°C), para luego ser almacenada en congelacion a -70 °C hasta su procesamiento.

Lugar de ejecucion y procesamiento:

Las muestras fueron procesadas en el LHP de la FAVEZ de la UPCH.
Inicialmente las muestras fueron sometidas a crioseccion de 6 um de grosor con el
uso del criostato LEICA CM 1100 del LP-FAVEZ-UPCH. Los cortes fueron
colocados en laminas portaobjetos con Poli-L-Lisina, secados y sumergidos en

alcohol absoluto por 8 minutos y posteriormente, secados a temperatura ambiente.

Se prepararon 10 laminas de cada timo y se realizdo la técnica
inmunohistoquimica para su analisis. Las imagenes fueron evaluadas con un
microscopio Zeiss Axiostar vinculado a una camara Axioscam MRcS5 unido a un

Tri-ocular marca Zeiss, para el registro de las imagenes.

Anticuerpos monoclonales (AcM):

Los anticuerpos monoclonales (AcM) usados en el estudio se muestran en
la Cuadro 1, utilizando reactivos provenientes del Monoclonal Antibody Center,
Department of Veterinary Microbiology & Pathology, College of Veterinary
Medicine, Washington State University, como parte del proyecto “Estudio

Histoquimico e Inmnohistoquimico del Sistema Linfatico de la Alpaca”.
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Cuadro 1. Anticuerpos monoclonales (AcM), Isotipo, Ciimulo de Diferenciacion (CD) y
patron predominante de expresion celular empleado en la identificacion de poblaciones
leucocitarias en timo de alpacas (Vicugna pacos) menores de 60 dias de edad

AcM Isotipo CD Patron predominante de expresién celular
TH14B IgG2a MHCII  Linfocitos B, Monocitos/Macrofagos, Linfocito T activado
GC50A IgM LaCD4  Linfocitos T CD4 (cooperadores)

CAM36A IgGl LaCD14  Monocitos/Macrofagos

GB45A IgGl BoWC1  Linfocitos TCR v3.

DH59B IgGl SWC3 Granulocitos, Monocitos/Macrofagos
LT10A IgG2a Lel Linfocitos TCR af§

LT97A IgG2b Lc2 Granulocitos, Monocitos/Macrofagos
LH41A IeM - Linfocitos TCR af§

KT5A IgG2a LaCD8  Linfocitos TCRap yd

H58A IgG2a MHC1  Pan leucocitos y Plaquetas

Prueba de inmunohistoquimica (IHQ):

Se prepararon secciones congeladas del timo y se montaron las secciones

con organosilano (triethoxylane 3-aminopropil); inmediatamente, el tejido cortado

se seco con aire frio y se fijo con etanol absoluto durante 8 minutos, luego se pre-

incubd las secciones del tejido en suero equino al 10%, durante 30 minutos para

bloquear la uniéon no especifica del anticuerpo secundario a los elementos del

tejido.
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Posteriormente se hizo reaccionar los cortes de tejido con el anticuerpo
primario (ratén), durante una noche a 4 °C, se enjuagd 3 veces con PBS a
temperatura ambiente y luego se hizo reaccionar los cortes de tejido con los
anticuerpos secundarios de conejo (diluidos con PBS, 1:100) y la Biotina
conjugada durante una hora a temperatura ambiente. Se enjuagd por 3 veces con
PBS a temperatura ambiente; se inactivo la peroxidasa endogena, incubando con
H,0,/metanol al 0.3% por 30 minutos, se enjuagd por 3 veces con PBS a

temperatura ambiente.

Se hizo reaccionar los cortes de tejido con el complejo avidina biotina -
peroxidasa (ABC — peroxidasa; Vector Labs) por 30 minutos a temperatura
ambiente, se enjuagd por 3 veces con PBS a temperatura ambiente; se reveld con
H,0, al 0.01%; 3,3 -DAB/0.05M al 0.02%, Tris buffer (pH 7.6) conteniendo 10
mM de azida sédica; se enjuagd con Mili Q o el equivalente purificado de agua y
finalmente para evaluar la arquitectura citotisular del timo, se contra coloreo con

Hematoxilina..

Evaluacion de las laminas procesadas con IHQ);

Las laminas fueron examinadas con microscopia de luz y digitalizadas. Se
evalu6 semi-cuantitativamente la cantidad de células inmunomarcadas de la zona
cortical y zona medular para los diferentes AcM empleados. Las ldminas fueron
codificadas para identificar el AcM usado para evitar que el revisor disponga de

este conocimiento (estudio al azar ciego simple). Se evaluaron cinco campos
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visuales de forma aleatoria a un aumento de 400X para cada AcM.

La distribucién y densidad de la tincidon de células positivas se determind
empleando los criterios adaptados de Galeotti et al. (1993) con anticuerpos
monoclonales especificos para antigenos de superficie. Se asignd el valor 0
cuando la tincion fue negativa (-); 0.5, cuando fue inconstante (£); 1, cuando fue

ligera (+); 2, cuando fue moderada (++); y 3, cuando fue fuerte (+++).

Analisis estadistico:

Los datos del analisis de las imagenes se analizaron empleando el

programa SPSS v. 19.0 para obtener la estadistica descriptiva: media y moda, y

fueron resumidos mediante tablas de frecuencias.
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I11. Resultados

La técnica de procesamiento inmunohitoquimico permitid, en todos los
casos, la obtencion de laminas de caracteristicas Optimas para la evaluacion semi-
cuantitativa de las subpoblaciones de linfocitos en timos de alpacas menores a 60
dias de edad. Asimismo, permitio observar la arquitectura y diferenciacion entre
corteza y médula, con una mayor densidad celular a nivel cortical (Figura 1). Sin
embargo, la mayor poblacion de células inmunomarcadas fue observada a nivel

medular (Cuadro 2).

La estadistica descriptiva de los resultados se presenta en el Anexo 1, en
tanto que el resumen de la evaluacion semi-cuantitativa (signos) de las
subpoblaciones leucocitarias se muestra en el Cuadro 2. En este cuadro se observa
una mayor poblacion de linfocitos TCR off yd (+++) en la médula, conformado
por linfocitos TCR af (++) y TCR vd (+), asi como una menor poblacion de
linfocitos B, monocitos y macrofagos (+). En tanto que los linfocitos T CDS,
citotoxicos, se observaron en poca cantidad (+); evidenciandose una poblacion

inconstante de linfocitos T CD4, colaborador (ver Figura 2).

En la zona cortical se observé una ligera presencia de linfocitos TCR aff y
linfocitos T CD8, citotoxico, sin evidencias de monocitos / macrofagos, linfocitos
B, linfocitos TCR v9 y linfocitos T CD4, colaboradores (ver Cuadro 2, Figuras 2 y

3).
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Cuadro 2. Distribucién y densidad en corteza y médula de las poblaciones leucocitarias en timo de alpacas (Vicugna pacos) menores de 60 dias de
edad. Técnica de tincion inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales especificos para antigenos de superficie. Técnica de Avidin-Biotin-
Peroxidasa y Hematoxilina

Cumulo de

Anticuerpo Isotipo Ig _ ) de. Corteza* Médula*  Patrén predominante de expresion celular
Monoclonal diferenciacion

H58A IgG2a CHM I + +++ Pan leucocitos y plaquetas

TH14B IgG2a CHM 11 - +++ Linfocitos B, monocito/macrofagos, linfocitos T activados
LT97A IgG2b LC2 ++ +++ Linfocitos TCR of} v

LT10A IgG2a LClI + ++ Linfocitos TCR of

GB45A IgGl1 BoWCl1 - + Linfocitos TCR v$

LT5A IgG2a LaCD8 + + Linfocito T CDS8 (citotoxico)

GC50A IegM LaCD4 - + Linfocitos T CD4 (colaborador)

LH41A IgM - - + Linfocitos B

DH59B IgG1 SWC3 + + Granulocitos, monocitos/macréfagos
CAM36A IgGl LaCD14 - + Monocitos/macrofagos, granulocitos

*Tincion: negativa (-), inconstante (£), ligera (+), moderada (++), fuerte (+++)

16



Figura 1. Imagen compuesta de timo de alpacas (Vicugna pacos) menores de 60 dias de
edad, mediante inmunohistoquimica. Técnica de Avidin-Biotin-Peroxidasa y
Hematoxilina 40x. Se muestra la distribucion histologica de corteza y médula del timo,
con una alta densidad celular cortical en comparacion a la médula
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Figura 2. Imagenes de técnica de tincion inmonohistoquimica con anticuerpos
monoclonales especificos para antigenos de superficie. Técnica de Avidin-Biotin-
Peroxidasa y Hematoxilina en timo de alpacas (Vicugna pacos) menores de 60 dias de
edad. 400x (a) HS58A. Pan leucocitos y plaquetas; (b) DHS59B. Granulocitos,
monocitos/macrofagos; (c) CAM36A. Monocitos/macrofagos, granulocitos; (d) TH14B.
Linfocitos B, monocito/macréfagos, linfocitos T activados
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Figura 3. Imagenes de técnica de tincion inmonohistoquimica con anticuerpos
monoclonales especificos para antigenos de superficie. Técnica de Avidin-Biotin-
Peroxidasa y Hemtoxilina en timo de alpacas (Vicugna pacos) menores de 60 dias de
edad. 400x. a) LH41A. Linfocitos B; b) LT97A. Células TCR afyd; c) GB45A.
Linfocitos TCR vd6; d) LT10A. Linfocitos TCR ofj; e) GC50A. Linfocitos T CD4
(colaborador); f) LT5A. Linfocito T CD8 (citotoxico)
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V. Discusion

En la visualizacion microscopica de las imagenes de timo se pudo observar
el predominio de las células leucocitarias en la zona cortical sobre la zona
medular; siendo importante destacar que si bien la mayor poblacidn leucocitaria se
observo a este nivel; determinado mediante el contraste nuclear con hematoxilina,
esta poblacion no correspondid a células inmunomarcadas con la THQ. Al
respecto, Zhao et al. (2001) describieron en ovinos la presencia de pro-timocitos,
que expresan CD3", marcador de superficie presente solo en linfocitos T, que
mantienen esta positividad hasta su madurez; asimismo describieron los timocitos
TN CD3°, CD4 y CD8 que corresponden a una etapa muy inmadura de los
timocitos, donde no expresan estos marcadores de superficie. Es asi, que la
poblacion cortical observada, no inmunomarcada, corresponderia a una poblacion

de timocitos en etapa inmadura.

Se ha descrito que los camellos presentan caracteristicas Unicas en su
sistema inmune, como la anticuerpos que carecen de cadenas livianas y solo
compuestos de cadenas pesadas homodimeras (Muyldermans et al., 2009),
caracteristicas también presente en los camélidos sudamericanos (De Genst et al.,
2006; De Simone et al., 2006). No hay descripcion previa de poblaciones
leucocitarias en timo de camélidos; sin embargo, han sido descritas las
subpoblaciones leucocitarias circulantes en llamas; siendo muy similares a las
descritas para camélidos del viejo mundo (Antonacci et al., 2011; Ciccarese et al;

2014) y a especies de rumiantes domésticos (Davis y Hamilton, 2006).
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Las descripciones de la distribucion de las poblaciones linfocitarias en el
timo en diversas especies refirieren que en la zona subscapular se ubican los
linfocitos CD4" y CD8" (DN); en el parénquima cortical se ubican los linfocitos
CD4 + y CD8+ (DP); y en la zona medular los de positividad simple, CD4 + o
CD8+ (SP) (Davis y Hamilton, 2006; Montenegro et al., 2006, Pearse, 2006).
Shortman (1985), en base a estudios en humanos y ratones, indico6 que la
distribucién linfocitaria a nivel medular de linfocitos CD8" corresponde al 5% y
CD4" al 10%, en tanto que el restante 80% corresponde a los CD4 + y CD8+
(DP), ubicados en la corteza timica; sin embargo, también describe una a
poblacion aun mucho mas numerosa que las DP, que atafie a células CD4 y CD8&"

(DN), correspondiendo a precursores temprano de timocitos.

Sobre lo referido, las alpacas neonatas presentaron caracteristicas propias
en cuanto a la distribucion de estas subpoblaciones, mostrando un predominio de
linfocitos CD8" (+) sobre los CD4" (+) a nivel medular; no evidenciando CD4" a
nivel cortical; a diferencia de lo descrito por Shortman (1985) quien indica un
predominio de poblacién de linfocitos CD4" sobre linfocitos CD8" a este nivel en

el humano y el raton.

En relacion a la expresion de receptores de linfocitos; se ha descrito que
linfocitos TCR af} corresponden a linfocitos CD4 + o CD8+ (SP) y linfocitos CD4
+ y CD8+ (DP) (Davis y Hamilton, 2006; De Genst et al., 2006; Montenegro et

al., 2006). En referencia a ello, los resultados del presente estudio muestran que
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los TCR aff predominaron en la region medular (++) sobre la cortical (+); siendo
este resultado esperado ya que los TCR of3, corresponden a linfocitos CD4 + o
CD8+ (SP), conservando la distribucién ya descrita para esta subpoblacion. Al
respecto, Godderis (1989) describié en bovinos que en la médula timica

predominan los simples positivos CD4", CD8" y los TCR &

Asimismo; los linfocitos que expresan TCR yo corresponden a linfocitos
CD4" y CD8 (DN) (Davis y Hamilton, 2006; De Gents et al., 2006; Montenegro et
al, 2006), observandose en el presente estudio solo una baja poblacion de estos
linfocitos a nivel medular; como lo describe Godderis (1989) en terneros donde
observa entre 5 a 15% TCR y0 a este nivel, correspondiendo al centro de
diferenciacion y maduracion de esta poblacion linfocitaria. Al respecto, Davis et
al. (2000) y Ciccarese et al. (2014) indican que la poblacion a nivel sérico de
linfocitos T yo TCR en rumiantes, cerdos y camélidos del viejo mundo, muestran
que estan compuestas de dos complejas poblaciones que difieren en su
distribucion en tejidos; teniendo como funciones principales el reconocimiento de
los antigenos no peptidicos, de PAMPs, de DAMPs, y antigenos no procesados,
no dependiendo de la co-estimulacion de las células presentadoras de antigeno,
optimizando el desarrollo de una respuestas rapida (Davis et al., 1998; Hayes et

al., 2010; Guzman et al., 2012; Telfer y Baldwin, 2015).

El presente estudio determind una escasa poblacion de linfocitos B,

monocitos y macrofagos a nivel de la médula del timo, y una inconstante

presencia de monocitos y macrdéfagos en corteza. Ferrero et al. (1999) y Flores et
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al. (2001) describen que estas células se encuentran confinadas en la médula
timica y que las células dendriticas, los linfocitos B y las células epiteliales
reticulares medulares juegan un papel importante en la seleccion negativa de los
linfocitos T. Asimismo, se ha descrito que los macréfagos participan en
fagocitosis de los linfocitos apoptosicos que son originados en este proceso de

segregacion (Milicevic et al., 2014; Szondy et al.. 2012).
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V. Conclusiones

La mayor poblacion de células leucociticas se ubicaron en la corteza del
timo y correspondieron a células inmaduras que no expresan marcadores
de superficie.

La mayor poblacion de células inmunomarcadas, en maduracion se
ubicaron en la médula del timo, predominando los linfocitos TCR af3, con
valores bajos de linfocitos TCR vo, linfocitos CDS8, linfocitos B y
monocitos/macrdofagos; con valores inconstantes de linfocitos CDA4.

En la corteza del timo se observo valores bajos de linfocitos TCR aof y
linfocitos CD8, y valores inconstantes de monocitos/macrofagos; sin

evidencias de linfocitos TCR v9, linfocitos CD4 y linfocitos B.
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VIl.  Anexos
Anexo 1. Media y moda de la distribucion y densidad, corteza y médula, de las poblaciones leucocitarias en 06 muestras de timo de alpacas (Vicugna
pacus) menores de 60 dias de edad. Técnica de tincion inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales especificos para antigenos de superficie,
técnica de Avidina Biotina Peroxidasa y Hematoxilina,

Anticuerpo H58A TH14B LT97A LT10A GB45A LT5A GC50A LH41A DH59B CAMS36A
Monoclonal /
L . Panleu LBMoMa LTafyd LT af LT yé LTCD8 LTCD4 LB GrMoMa Mo Ma
eucocito
Muestra/ Zona M C ™M C M C M €¢C M €C M €C M C M C M cC M C
1 3 1 3 0 3 2 1 1 1 0 0 2 05 O 1 0 1 0 1 0
2 3 1 3 0 3 2 1 1 1 0 1 1 05 O 1 0 1 0 1 0
3 3 1 3 0 3 2 2 1 1 0 1 2 0 0 0 0 1 0 1 0
4 3 0 3 0 3 2 2 0 1 0 1 2 0 0 0 0 2 1 1 0
5 3 1 3 0 3 2 3 1 1 0 1 1 05 O 1 0 1 0 1 0
6 3 1 3 0 3 2 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0
Moda 3 1 3 0 3 2 1 1 1 0 1 2 0 0 1 0 1 0 1 0
Media 30 08 30 00 30 20 17 0.7 10 00 08 13 03 00 0.7 00 10 0.2 1.0 0.0

Médula (M), Corteza (C). Tincion: negativa (0), inconstante (0.5), ligera (1), moderada (2), fuerte (3). Pan leucocitos (Pan Leu), Linfocito B (LB),
Monocito (Mo), Macréfago (Ma), Linfocito T af (LT ap), Linfocito T y6 (LT y6), Linfocito T CD8 (LT CD8), Linfocito T CD4 (LT CD4), Granulocito (Gr).



VIII. Glosario

CSA Camélidos sudamericanos

CD Cumulo de Diferenciacion

CD8" Linfocito citotoxico

CD4" Linfocito colaborador

SP Simples positivos: CD8" CD4 0 CD8 o CD4"

DP Doble positivo: CD8" CD4"

DN Doble negativo: CD8™ CD4"

TP Triples positivos: CD2" CD4" CD8" (bovinos) CD3" CD4" CD8" (ovinos)
TN Triples negativos: CD2” CD4 CDS§" (bovinos) CD3" CD4 CDS" (ovinos)
TCR aop Receptores de Linfocitos del tipo af

TCR yo Receptores de Linfocitos del tipo yo

CHM I Complejo mayor de histocompatibilidad tipo I

CHM II Complejo mayor de histocompatibilidad tipo 11

PAMPs* Patrones moleculares asociados a patdogenos

DAMPs* Patrones moleculares asociados al dafio

cTEC* Células epiteliales timicas corticales

mTEC* Células epiteliales timicas medulares

* Por sus siglas en inglés


https://es.wikipedia.org/wiki/Complejo_mayor_de_histocompatibilidad
https://es.wikipedia.org/wiki/Complejo_mayor_de_histocompatibilidad

