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RESUMEN

El virus de Artritis Encefalitis Caprina, un retrovirus es causante de
una infeccién natural en cabras. El objetivo del presente trabajo fue
demostrar el grado de apoptosis (muerte celular programada)
producido por el virus de Artritis Encefalitis Caprina en glandulas
anexas del aparato reproductor de machos caprinos. Para cumplir con
dicho objetivo se realizaron cortes en parafina de ampula, glandula
bulbouretral y vesicula seminal del aparato reproductor de machos
caprinos infectados con este virus y también negativos a dicho virus; se
les analiz6 por medio de un Kit (In Situ Death Detection Kit A.P). Esta
técnica tiene como principio: Marcar con fluoresceina todas aquellas
células que presentan ruptura de su DNA mediante la activaciéon de
una endonuclesa endégena nuclear dependiente de Ca?* y Mg?*. Esta
enzima selecciona sitios rotos de DNA localizados entre las unidades
nucleosomales generando fragmentos de DNA localizados entre las
unidades nucleosomales. Estas fibras de DNA rotas pueden ser
identificadas con un marcador libre de 3"-OH terminal con nucle6tidos
modificados en una reacciéon enzimdtica. Los resultados fueron
analizados con wuna prueba estadistica denominada Prueba de
Friedman; dicho anélisis concluyo que no existe diferencia significativa
entre drganos y tampoco entre grupos.



INTRODUCCION
ANTECEDENTES DE LA ARTRITIS ENCEFALITIS CAPRINA (AECQ).
DEFINICION.

La Artritis Encefalitis Caprina (AEC) es una enfermedad viral que afecta a los
caprinos de todas las edades y de ambos sexos. Se caracteriza por encefalitis en los
cabritos y artritis anquilosante e insidiosa en las cabras adultas (Adams et al, 1980
a; Narayan et al, 1980, Narayan et al, 1984 Sherman, 1978).

Esta enfermedad afecta aparatos o sistemas de caprinos domésticos de todas
las edades y razas (Crawford y Adams ,1981; Dunn, 1990; Trigo, 1991; Alvarez,
1984; Dinter y Morein, 1990, Buchan, 1996; Cork et al, 1974; Cork et al, 1974 a)

ETIOLOGIA.

La Artritis Encefalitis Caprina es producida por un virus de la familia Retroviridae
que pertenece al género Lentivirus. Es un virus RNA envuelto (Cheevers et al,
1988; Dinter y Morein, 1990; Putney et al, 1990; Smith , 1994; Clements et al, 1980;
Cork et al, 1980).

TRANSMISION.

La forma de transmision de la enfermedad mas comun, ocurre cuando el cabrito
ingiere calostro o leche de madres infectadas. Sin embargo el contacto prolongado,
asi como la alta densidad en algunos hatos, parece tener importancia en la
transmisiéon. En semen de machos infectados es posible encontrar particulas virales
de AEC pero hasta ahora el riesgo de transmisién no esta suficientemente
demostrado (Travassos, 1998)

SIGNOS CLINICOS.

En los cabritos entre 2-6 meses de edad se presenta una leucoencefalomielitis, hay
ataxia o paresia del tren posterior, se presenta depresion, ceguera, reflejos
pupilares anormales, opistotonos, torticolis, los animales dan vueltas en circulo y
presentan disfagia. Algunos cabritos sobreviven pero en su etapa adulta presentan
los signos clinicos de artritis (Adams et al, 1980 b).

En adultos mayores de un afio, se presenta la forma artritica la cual es una
sinovitis cronica hiperplasica, observandose en la mayoria de los casos, en
articulaciones carpales. El comienzo puede ser insidioso o repentino; unilateral y



bilateral. Las cabras afectadas pierden peso gradualmente, y las articulaciones a la
palpaciéon se siente una consistencia blanda, hay dolor y aumento de la
temperatura. Se encuentran echadas la mayor parte del tiempo, y como resultado
pueden ocurrir tlceras por dectbito. En algunos casos ocurre dilatacion de la
capsula atlantica y supraespinosa (articulacion del hombro). El curso de la
enfermedad es largo, durando varios meses o afios (Nazara, 1985; Trigo, 1991;
Peturson, 1992; Heckert et al, 1992).

A la presentacion artritica se puede asociar una neumonia progresiva,
caracterizada por dificultad para respirar después de un leve esfuerzo, para

progresar a disnea, atin cuando el animal se encuentra en reposo (Robinson y Ellis,
1986).

Las cabras en lactaciéon pueden presentar una mastitis indurativa, esta se
presenta de 1 a 3 dias del parto, la ubre se encuentra firme y dura, con poca
produccién de leche, no existe mastitis bacteriana asociada y la recuperacién no es
completa (Robinson y Ellis, 1986, Oliver et al, 1983)

DIAGNOSTICO.

Por la signologia (artritis, cojeras, emaciacién, neumonias, mastitis, y en cabritos

los signos nerviosos).

> Serologia: técnicas de inmunodifusion en agar gel (IDAG), ELISA,
Inmunoperoxidasa.

» Otros: Microscopia electrénica, Reacciéon en cadena de la Polimerasa (PCR).

(Crawford y Adams, 1981; Novelo et al, 2000)

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL.

Traumatismos a nivel de la columna vertebral, Listeriosis, Toxoplasmosis,
Deficiencia de Cobre, Edema maligno, Micoplasmosis, Clamidiasis, Brucelosis,
Estreptococosis (Adams et al, 1980 c; Knight y Jokienen, 1982, Cork et al, 1989).
TRATAMIENTO.

No existen tratamientos

PREVENCION.

Con el fin de prevenir la enfermedad hay que tomar en cuenta la forma de

transmisiéon del virus de AEC, ya que infecta células de la serie monocito-
macroéfago, con localizacion y replicacion en tejidos asociados a macréfagos,



predominantemente tejido sinovial, gldandula mamaria, sistema nervioso central y
pulmoén (Adams et al, 1983).

Por otro lado la ingestion de calostro o leche es la mas eficiente via de
contagio del virus de AEC (Adams et al, 1983; Ellis et al, 1987; East et al, 1993).

CONTROL.

e Separar a los cabritos de sus madres al momento del parto para que no
consuman calostro y leche que esta infectada con el virus de AEC.

e Distancia de tres metros entre animales positivos y negativos.

e Desinfectar equipo de ordefio e iniciarlo con animales negativos y terminar
con positivos (Ellis et al, 1987; East et al, 1993).

e Monitorear cada 6 meses a los animales jovenes y cada afio a los adultos.

e Reemplazo progresivo de los animales infectados (Robinson et al, 1986; East
et al, 1993; Gaskin, 1990, Petursson et al, 1992).

APOPTOSIS

La palabra “apoptosis” significa caerse (morirse) como caen los pétalos o las hojas
de otofio, segtin los griegos (Arango, 1997; Duke, 1997).

Se denomina muerte celular programada (apoptosis) a un proceso que
llevan a cabo una gran cantidad de tipos celulares que conforman el organismo de
los seres vivos para autodestruirse y de esta manera conservar un equilibrio
(Arango, 1997).

El termino apoptosis (apo= separar y ptosis= caer) fue propuesto y
empleado en 1972 con el propésito de describir la muerte que se observaba durante
el desarrollo embrionario en la regeneraciéon hepatica y la relaciéon entre
proliferaciéon y muerte existente en modelos de tumores murinos in vivo, diferente
a la que se ocasiona por intoxicaciones y algunas patologias.

Las observaciones de muerte celular programada (apoptosis) se remontan a
principios del siglo XIX, practicadas en embriones, en los cuales se interpreto como
la eliminacién de ciertas poblaciones celulares que presentaban aberraciones. No
fue sino hasta 1949 cuando Hamburger y Levi, con estudios cuantitativos en
embriones de pollo, demostraron que aproximadamente 50% de neuronas y
motoneuronas formadas durante la embriogénesis morian antes del nacimiento.
Sin embargo, el mérito de Kerr ef al en el afio 1972 fue proponer que en este tipo de



muerte las células participaban activamente y que este proceso era de vital
importancia para conservar la estructura celular de los tejidos (Arango, 1997,
Abbas et al, 1995).

La apoptosis se ha conocido con otros nombres: cuerpos de Councilman
(higado), cuerpos carioliticos (criptas intestinales), cuerpos tingibles (ganglio
linfatico), cuerpos de Civatte (piel), cuerpos hematoxilinicos (ovarios) (Arango,
1997).

En las células que sufren apoptosis se aprecian cambios muy distintos entre los
mas notables se encuentran (Formigli, 2000):

e Seencogen y se apartan de sus vecinas.

e El ntcleo cambia espectacularmente durante este proceso: uno de los
cambios mas notables afecta a la cromatina (ADN cromosémico y proteinas)
que en una situacién normal esta dispersa y durante el proceso apoptético
se condensa formando una o varias manchas cerca de la membrana nuclear
que semeja una media luna o herradura.

e Las células que se estdn muriendo y no son ingeridas pueden sufrir nuevos
cambios. El nudcleo se desintegra y las células se dividen en numerosos
cuerpos apoptdticos que son vesiculas integradas principalmente por
ribosomas, mitocondrias y material nuclear. Estos cuerpos son fagocitados
por células vecinas o macréfagos (Figura 1).



MACROFAGO 4

Figura 1. Exelinfo. Imagenes, 2002

El patdlogo australiano John F.R. Kerr y sus colegas Andrew H. Wyllie y
Alastair Currie en 1972 propusieron que una iniciacién inadecuada del suicidio
celular o su inhibicién, podria contribuir a muchas enfermedades entre ellas el
cancer. (Formigli, 2000)

La mayoria de las células producen una serie de proteinas que utilizan como
factores autodestructivos (Cohen y Duke, 1992).



La apoptosis puede activarse de varias maneras (Cohen y Duke, 1992):

e Cuando una célula deja de percibir las sefiales quimicas (factores de
crecimiento o supervivencia).

e Cuando una célula recibe mensajes externos o internos que anulan las
sefiales anteriores.

e Cuando las células reciben sefiales contradictorias sobre si pueden o no
dividirse.

Las quemaduras solares por ejemplo, pueden provocar apoptosis en los
queratinocitos que atn no han llegado al estrato queratinizado en la piel (Duke,
1997).

Las armas autodestructivas o suicidas de las que hablabamos anteriormente
son unas enzimas que degradan proteinas las cuales se denominan enzimas
transformadoras de la interleucina I (ICE) (Duke, 1997).

Cuando las enzimas se activan destruyen otras proteinas y con ello las células.
Algunas de las proteinas degradadas son componentes estructurales esenciales de
la célula. En otros casos, los cortes producidos por las proteinas conducen directa
o indirectamente a la destruccion del material genético impidiendo el propio
mantenimiento de la célula. A pesar de que todas las células tienen la misma
maquinaria letal las sefiales que llevan a la autodestruccién de unas y otras
pueden ser distintas (Keer y Willie, 1972) (Figura 2).
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Figura 2. Exelinfo. Imagenes, 2002.

Las células latentes son sensibles a otros inductores del suicidio: rayos X y
otros agentes que dafian el ADN. Las lesiones inducidas provocan que las células
sinteticen p53, proteina que activa el suicidio (Cohen y Duke, 1992; Duke, 1997).

Se conocen dos formas de inducir la apoptosis de las células innecesarias: uno
es la pérdida de factores de supervivencia en este caso la desapariciéon de la
interleucina 2, el segundo mecanismo depende de una proteina denominada Fas.
Los linfocitos T activos producen pequefias cantidades de Fas que se sittia en la
membrana celular. Uno de los extremos se proyecta hacia el exterior de la célula y



el otro hacia adentro. El ligando de Fas presente en las células activadas se une al
Fas que hay en la misma célula o en otro linfocito activado, en el sitio donde se ha
desencadenado la infeccién. Esa union es la sefial para que las células portadoras
de Fas sufran apoptosis. La sensibilidad que tienen algunos tipos celulares para no
sufrir apoptosis esta siendo modulada fundamentalmente por la proteina Bcl-2
(inhibidor de apoptosis) y otras similares, como la Bax y Bad (Fisher, 1995; Strand,
1996, Van Parijs y Abbas, 1996). (Figura 3)

Linfocitos T

citotéxicos
Activacion
de
receptores A2
Retiro del Ao muarta Granzima B Activacion de
Factor de Endonucleasas
Crecimiento
\ A 4 v /
Signos de muerte celular .| Activacion de
Ll
central caspasas.
A
p53 v \
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) Reorganizacion
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DNA metabolismo y/o
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Y

Alteraciones en la superficie
celular.

v
Fagocitosis

Figura 3. Representacion esquematica de las fallas centrales de la muerte celular
programada. (Lippincott, 1998)

Hay ciertas enfermedades asociadas a aumento o disminucién de muerte
celular programada por ejemplo: (Cuadro I y II)

Cuadro I Enfermedades asociadas a inhibicion de apoptosis.
| ENFERMEDADES ASOCIADAS A INHIBICION DE APOPTOSIS




(aumento de la proliferacion)

1. CANCER.

% Linfoma no Hodgkin folicular (bcl-2+)

% Carcinoma (p53+)

% Tumores hormona-dependientes: Carcinoma de glandula mamaria,
Carcinoma prostatico y Carcinoma de ovario.

2. ENFERMEDADES AUTOINMUNITARIAS

% Lupus Eritematoso sistémico.

% Glomeruronefritis autoinmunitaria.

. INFECCIONES VIRALES

» Herpesvirus.

» Poxvirus.

% Adenovirus (EIB)

Chuaqui y Gonzalez, 1999.

[&Y)

O

Cuadro II Enfermedades asociadas a aumento de apoptosis.
ENFERMEDADES ASOCIADAS A AUMENTO DE APOPTOSIS.
(disminucién de proliferacion = aumento de muerte celular)

1. SIDA.

2. ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

% Enfermedad de Alzheimer.
Enfermedad de Parkinson.
Esclerosis lateral amiotrofica.
Retinitis pigmentosa.
Degeneracion cerebelosa.

3. SINDROMES MIELODISPLASICOS.
% Anemia aplasica.

4. DANO ISQUEMICO.

% Infarto al miocardio.

% Apoplejia.

% Daio por perfusion.

5. DANO HEPATICO.

*. *.
X

2

*

*.
°

2

*

Chuaqui y Gonzalez, 1999.

Diferencias entre necrosis y apoptosis.

La muerte por apoptosis se caracteriza por no liberar material celular al espacio
intersticial, lo que evita el proceso inflamatorio; también en este tipo de muerte
celular los organelos précticamente permanecen integros; sin embargo, pueden
tener alteraciones (Flores- Pérez, 2002).




Cuadro I1I. Diferencias entre necrosis y apoptosis.

NECROSIS APOPTOSIS

No tienen un programa regulado por |Esta controlada por un programa
genes regulado por genes.

Incremento en el volumen celular. Reduccién en el volumen nuclear.
Fragmentacion del ADN nuclear | Fragmentacion del ADN nuclear en
variable. longitudes de 200 pares de bases (pb)

y sus multiplos (apariencia de escalera
o internucleosomal).

Los organelos aumentan de volumen. |Los organelos no sufren cambios en su

tamano.
Liberan  citoplasma al espacio |El citoplasma se conserva en cuerpos
intersticial generando inflamacién. apoptoticos, no provoca inflamacién.
Activacion de proteasas inespecificas, | Activacion de proteasas (caspasas)
asociadas con lisosomas. especificas.
No depende de energia (ATP) Depende de energia (ATP)

Flores-Pérez, 2002.
Receptores de membrana celular que median la apoptosis.

Fas o Apo-1, nombre de diferenciacion (CD95), y es una proteina
transmembrana tipo II glicosilada de aproximadamente 43kD que se expresa
constitutivamente en gran variedad de tejidos normales y lineas tumorales (Tucek-
Scabo et al, 1996).

El Fas/Apol es miembro de la superfamilia de los Factores de Necrosis
Tumoral (TNF), entre los que se encuentran los receptores TNF tipo I y 1II, el
receptor del factor de crecimiento neuronal (NGF), CD40 y CD27 (Itoh et al, 1991;
Oehm et al, 1992).

El ligando del Fas/Apo-1 es una proteina de membrana tipo III de 40kD
miembro de la familia del TNF que estd altamente expresado en linfocitos
activados (Suda et al, 1993). La unién del Ag de membrana Fas/Apo-1 con su
ligando y con anticuerpos antagonistas, es una de las vias de inicio de sefiales para
la apoptosis (Cascino et al, 1994). Existe una relacién estrecha entre la participacion
del ligando Fas y la citotoxicidad mediada por los linfocitos T CD8+, mecanismo
efector de gran importancia en la respuesta inmune antitumoral (Kagi ef al, 1994).

El Fas y el FasL participan en la muerte de linfocito T activados al final de una
respuesta inmune, en la muerte de células infectadas o cancerosas por los
linfocitos Tc y NK, en la muerte de células del sistema inmune que participan en
una inflamacién en sitios inmunoprivilegiados, como el ojo, el testiculo o el



péncreas y la muerte de los hepatocitos en la hepatitis B fulminante (Roseto y
Brenner, 1999).

Genes Bcl-2 y Bcl-X en la regulacién de la apoptosis.

El Bcl-2 (B cell leukemia/lymphoma 2 gen) fue el primer proto-oncogen
detectado y fue asociado con procesos malignos de las células B. Este gen facilita el
aumento de la supervivencia de la célula transformada y de este modo aumenta la
posibilidad de futuras aberraciones genéticas que pueden conducir a la aberracién
maligna (Binder et al, 1995; Oltvai et al, 1993). La expresion de este gene en algunos
tipos de cancer es marcador de mal pronoéstico (Osborne y Schwartz, 1994, Binder
et al, 1995).

Los miembros de la familia Bcl-2 estan integrados por: Bcl-2, Bax, Bad, Bcl-
Xs, Mcl-1; actuando algunas como promotoras y otras como inhibidoras de las
sefiales de apoptosis (Boise et al, 1993; Boise et al, 1995).

El gene Bcl-2 es capaz de inhibir la apoptosis inducida por glucocorticoides,
irradiacién con rayos X y, deprivacion de factores de crecimiento o la muerte
asociada a procesos de diferenciacion celular (Boise et al, 1993; Boise et al, 1995).

En los adultos, Bcl-2 se expresa en multiples 6érganos, tales como el sistema
nervioso (especialmente en neuronas y ganglios sensoriales), linfocitos activados y
células plasmaticas, en ganglios linfaticos, células precursoras, en médula 6sea,
tejidos reproductores y una gran variedad de células epiteliales (Cory, 1995).

El Bcl-2 se expresa de manera importante durante estadios muy tempranos
de la diferenciacion de células B y T, también esta altamente expresado en la etapa
de diferenciacion final de los linfocitos; es por ello que las células en estadios
intermedios de desarrollo son mds susceptibles a la muerte celular (Cory, 1995).

Se ha observado que esta proteina inhibe la actividad de proteasas de la
familia ICE/ced-3, que constituyen uno de los elementos mas distales en la via
inductora de la apoptosis (Lopez-Hoyos, 1998).

Otros genes que estan involucrados en el proceso de apoptosis.

Los genes c-myc y nur-77, estan asociados con la induccién de apoptosis en
algunas células y el gen p53, cuyo requerimiento se produce en casos de dafio
genomico (Osborne y Schwartz, 1994).



El gene p53 es el encargado de bloquear la divisiéon celular cuando las
células han sufrido dafio en su material genético. Este bloqueo lo lleva a cabo
deteniendo las células en la fase G1 del ciclo celular, con el objetivo de que
produzca la reparacion del DNA antes de que se replique (Cohen, 1993; Meyn et
al, 1996). Este gene mantiene la integridad del genoma ya que estimula la
apoptosis en las células en las que el dafio en el DNA ha sido sustancial (Tanaka et
al, 1996). En diversos tipos celulares incluyendo los linfocitos, la sobreexpresion
de p53 conduce directamente a la apoptosis (Cory, 1995).

El gene nur77 se requiere para la apoptosis mediada por el receptor de
células T (TCR), no siendo importante en la muerte celular por glucocorticoides o
radiacién ionizante (Cory, 1995).

El producto de nur77 es una proteina que pertenece a la familia del receptor
nuclear de hormonas esteroides y su efecto en la apoptosis estd dado porque actta
como un factor de transcripciéon que regula la expresion de genes involucrados en
la muerte celular (Ntufiez et al, 1994).

La proteina Myc, que es producto del proto-oncogen c-myc. La
sobreexpresion del gen c-myc pudiera resultar en mitosis o apoptosis en
dependencia de la disponibilidad de otros factores que estimulan el crecimiento
celular (Cohen, 1993). De esta forma la expresiéon incrementada de Bcl-2 en
presencia de un aumento de c-myc provoca una inhibicion de la apoptosis
mediada por c-myc, lo que explica la cooperaciéon que se produce entre ambos
genes en el origen de las neoplasias (Cory, 1995).

Mecanismos bioquimicos de la apoptosis.

La fragmentaciéon del DNA ha sido observada a partir de la activacion de una
endonucleasa endégena nuclear dependiente de Ca?* y Mg?*. Esta enzima
selecciona sitios rotos de DNA localizados entre las unidades nucleosomales
generando fragmentos de DNA mono y oligonucleosomales. Estas fibras de DNA
rotas pueden ser identificadas con un marcador libre de 3-OH terminal con
nucledtidos modificados en wuna reaccion enzimatica. La deoxinucleotidil
transferasa terminal se utiliza como un marcador de fibras de DNA mediante una
polimerizacion catalitica de los nucledtidos con 3-OH terminal (Boehringer, 1998).
(Figura 4)



Figura 4. Aspectos bioquimicos de la apoptosis.

Por otra parte en una célula saludable, las caspasas permaneceran como
proenzimas o zimégenos, y deben ser activadas mediante la degradacion de
determinados sitios ricos en aspartato propios de la proteina, liberando asi dos
fragmentos de un peso molecular aproximadamente entre 10 y 20kDa, los cuales
posteriormente serdn ensamblados en el tetrdmero, que formard en complejo
enzimatico activo.

Este mecanismo de activaciéon de caspasas puede darse de dos formas: La
autoactivacion que se denomina, autocatalisis, o la activaciéon indirecta por otras
caspasas ya activas.

Papel de la apoptosis en el sistema inmunitario.
El 95% de los timocitos son destruidos en el timo por mecanismos de

apoptosis, proceso denominado selecciéon negativa (deleccién clonal), el cual
elimina la existencia de clones T autorreactivos (Jondal et al, 1995, Davila, 2002).



En médula 6sea existe un proceso similar de delecion de clones B
autorreactivos en el estadio B inmaduro por entrecruzamiento de la
inmunoglobulina de superficie en ausencia de sefiales coestimulatorias (Schwartz,
1993). Los linfocitos T maduros pueden sufrir apoptosis, lo que corrobora su
inmunorregulacion. Entre los factores que pueden inducir apoptosis de células
maduras estan: los glucocorticoides y las radiaciones gamma, la estimulacién del
complejo TCR/CD3 por anticuerpos monoclonales, Ags nominales vy
superantigenos y la estimulacion de los receptores CD2, Fas/Apo-1 y TNF
(Osborne y Schwartz, 1994, Cohen y Duke, 1992).

El mecanismo de apoptosis y su relacion con las mitocondrias.

Una gran variedad de eventos claves en apoptosis estin focalizadas en las
mitocondrias. Estos incluyen: La liberaciéon de activadores de caspasas (por
ejemplo: Citocromo C), cambios en el transporte de electrones, pérdida potencial
mitocondrial transmembranal, alteraciones en el proceso de Oxido-Reduccion
celular, participacion de la familia de las proteinas pro y antiapoptéticas Bcl2
(Villaroel y Couve, 1999; Oltvai et al,1993). (Cuadro 1V).

Cuadro IV. Proteinas antiapoptoéticas y proapoptoéticas.

Proteinas antiapoptéticas Proteinas proapoptoticas
Bcl-2 Bax

Bcl-xL Bak

Bcl-w Bcl-x8

Mcl-1

NR-13

A-1

Lippincott, 1998.

Los efectores de la apoptosis estan representados por enzimas intracelulares
(proteasas) denominadas caspasas. Las caspasas llevan a la apoptosis haciendo la
proteolisis sobre un ntimero discreto de proteinas. Ademas:

a) Destruyen los inhibidores naturales, como el inhibidor de la ADNnucleasa
llamada CAD/Icad permitiendo a esta nucleasa fragmentar el ADN.

b) Desregulan los dominios regulatorios y cataliticos de las enzimas esenciales
en la regulacién del citoesqueleto celular, como la gelsolina, la FAK (por

focal adhesion kinase) y la PAK2 (por p21-activated kinase 2).

De esta manera sistemédtica estas enzimas hacen que la célula corte sus
contactos moleculares con sus vecinas, reorganizando el Ccitoesqueleto,
suprimiendo la replicacion del ADN y su reparaciéon, fragmentando el ADN,
destruyendo la estructura nuclear y finalmente induciendo cambios en la



membrana celular que presenta moléculas (la fosfatidil serina, la anexina, un
receptor de la trombospodina y ciertas glicoproteinas) que atraen a los macréfagos

y de esta manera los cuerpos apoptéticos son fagocitados (Roseto y Brenner,
1999).

Las proteinas antiapoptoéticas tales como la Bcl-2, Bcl-xL y la oncogénica Abl
pueden mantener la supervivencia y la clonogenicidad en la fase de estos
tratamientos. (Villaroel y Couve, 1999)

Algunas proteinas pro apoptoéticas tales como Bax, una proteina de muerte
celular de mamiferos que tiene como blanco la membrana mitocondrial, puede
inducir su dafio y las células mueren atin cuando las caspasas sean desactivadas.

Mecanismos que utilizan las mitocondrias para disparar la muerte celular
programada.

% Interrupcién del transporte de electrones en la fosforilacién oxidativa y en la
produccién de ATP.

La irradiacién induce apoptosis en timocitos y una interrupcion del transporte
de electrones, probablemente en el paso de citocromo b-c1/citocromo c (cito c). La
ceramida (un segundo mensajero implicado en el sefialamiento apoptético)
interrumpe el transporte electrénico en el mismo paso tanto en células como en
mitocondrias aisladas. La unién a Fas también conduce a la interrupciéon de la
funcién de citocromo c en el transporte de electrones.

% Liberacion de proteinas que disparan la activacién de proteasas de la familia
de las caspasas.

Durante la apoptosis el citocromo c es liberado por las mitocondrias y es
inhibido por la presencia de Bcl-2 en estos organelos. El resultado es la activacion
de caspasa 9 la que es luego procesada y activa otras caspasas para orquestar la
ejecucion bioquimica de las células (Villaroel, L y Couve, 1999).

Una vez que el citocromo c es liberado, este predispone a la célula a morir
tanto por un mecanismo apoptoético rdpido, que involucra la activaciéon de caspasas
por el gene Apaf-1, o un proceso necrético més lento debido al colapso del
transporte de electrones, que ocurre cuando el citocromo c es producido
nuevamente por las mitocondrias, resultando en una variedad de secuelas
deletéreas incluidas en la generacion de radicales oxigeno libre y una disminucién
de la producciéon de ATP (Villaroel, L y Couve, 1999).

% Alteracion del potencial de oxidacién-reduccion celular (redox).



Todo factor que disminuya la eficiencia en el acoplamiento de la cadena de
transporte de electrones, incrementa la produccién de superdxidos. Tanto los
superdxidos como la peroxidacién de lipidos se ven notablemente incrementados
durante la apoptosis inducida por una gran cantidad de estimulos. Sin embargo, la
generacion de ROSs (especies de oxigeno reactivo) constituird un evento
relativamente tardio que ocurre cuidndo las células se han embarcado en un
proceso de activaciéon de caspasas. En este sentido, los intentos por estudiar la
apoptosis bajo condiciones de anoxia han demostrado que algunos estimulos
proapoptéticos, funcionan en ausencia de oxigeno. Esto demuestra que los ROSs
no son condicion propia de la apoptosis (Villaroel, L y Couve, 1999).

Sin embargo, los ROSs pueden ser generados bajo condiciones de virtual
anaerobiosis, por lo que su rol en apoptosis no puede ser excluida (Villaroel, L y

Couve, 1999). (Figura 5).

Especies de oxigeno reactivo y su rol en apoptosis (Figura 1).
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(Villaroel y Couve, 1999).



Apoptosis y virus.

Cuando un virus invade una célula busca que su nuevo huésped produzca
Unicamente las proteinas que son vitales para producir mas virus.

Esto llevaria a la muerte de la célula y por lo tanto a su propia destruccion.
Y por esto algunos virus han evolucionado para inhibir la muerte celular
programada de las células infectadas. Algunos virus producen proteinas similares
al inhibidor de la apoptosis Bcl-2 o degradan proteinas responsables de la
apoptosis como p53 y las proteasas parecidas a ICE. El huésped para defenderse de
estd invasion por los virus produce los linfocitos T citotoxicos que destruyen las
células infectadas mediante la activacion de enzimas que llevan a la necrosis
celular (Jiménez, 2002). La muerte de los linfocitos lleva a que las células
citotéxicas también disminuyan ya que requieren de una sefial enviada por los
linfocitos T cooperadores para evitar su suicidio. Sin embargo, los linfocitos T
cooperadores de los pacientes con SIDA presentan grandes cantidades de Fas antes
de ser activadas (las células producen normalmente cierta cantidad de Fas) y
podrian morir prematuramente antes de cumplir su funcién (Jiménez, 2002).

Por otra parte, algunos virus inducen la muerte celular programada
mediante la accién directa de wuna proteina: Adenovirus, Alfavirus vy
Circovirus(Murphy et al, 1993).

El Herpesvirus humano tipo 8 gracias a que presenta un factor regulador de
interferon(IRF), una interleucina (IL6) y la proteina Bcl-2 homologa, puede inhibir
la induccién de apoptosis de la célula hospedera (Lennette, 1999).

Los virus de Estomatitis Vesicular (VSV) e Influenza (Inf), son inductores de
apoptosis a través de sefiales no conocidas totalmente. En particular el virus de
Influeza es totalmente citotoxico en células MDCK y humanas; mientas que el
virus VSV induce apoptosis accion citopatica en células Vero y Hela. (Riva et al;
2001).

In- vitro se ha demostrado que él virus de Maedi-Visna induce muerte
celular en células del plexo coroideo de la oveja, por un mecanismo que esta
fuertemente asociado a caspasas activas (Duval et al; 2002), como se menciono
anteriormente uno de los mecanismos por los cudles la célula puede llevar a cabo
su muerte es por medio de la liberacion de la cascada de caspazas. Los virus que
causan un aumento en apoptosis son: VIH y Adenovirus. (Roseto y Brenner; 1999).



OBJETIVO GENERAL.

» Demostrar que el virus de Artritis Encefalitis Caprina causa muerte celular
programada (apoptosis) en glandulas anexas (ampula, glandula
bulbouretral y vesicula seminal) del aparato reproductor de machos
caprinos infectados.

OBJETIVO PARTICULAR.

> Demostrar que existe diferencia entre los animales infectados naturalmente,
inoculados con la cepa de referencia ATCC y los inoculados con la cepa
FESC.

JUSTIFICACION.

» Demostrar que el virus de Artritis Encefalitis Caprina se encuentra en el
aparato reproductor de machos caprinos y con ello se fortalece la teoria de
que la via venérea puede ser una forma de transmisioén de la enfermedad.

HIPOTESIS.

Si se infectan grupos de animales con diferentes cepas de Virus de Artritis
Encefalitis Caprina entonces se encontrarda un aumento de la muerte celular
programada (apoptosis) presente de manera normal en las glandulas anexas
(@mpula, glandula bulbouretral y vesicula seminal) del aparato reproductor de
machos caprinos. Ademas de encontrar diferencias entre cada uno de los 6rganos
estudiados y entre cada grupo de animales.

El presente trabajo es parte de un proyecto denominado “Efecto del Virus de
Artritis Encefalitis Caprina en el aparato reproductor de Machos Caprinos”
subsidiado por el CONACYT con namero de clave 34964-B.



MATERIAL Y METODOS

1. MATERIAL BIOLOGICO.

Los cortes de tejidos (dmpula, vesicula seminal y glandula bulbouretral) incluidos
en parafina se obtuvieron de animales pertenencientes a cuatro grupos:

a)
b)
0
d)

Y

YVVVYVYYVY

Animales naturalmente infectados (n=5) Grupo L.

Animales inoculados con la cepa de referencia ATCC (n=3) Grupo Il
Animales inoculados con la cepa FESC (n=3) Grupo IIL

Animales negativos al virus (n=3) Grupo IV.

2. MATERIAL NO BIOLOGICO.

Kit para llevar acabo la identificacion de la muerte celular programada (In Situ
Death Detection kit.AP). Estd técnica tiene como principio: Marcar todas
aquellas células que presenten ruptura de su DNA mediante la activaciéon de
una endonuclesa endégena dependiente de Ca?" y Mg?*. Esta enzima selecciona
sitios rotos de DNA localizados entre las unidades nucleosomales. Estas fibras
de DNA rotas pueden ser identificadas con un marcador libre de 3°-OH
terminal con nucleé6tidos modificados en una reaccién enzimatica (Marcado con
Fluoresceina) (Boeringher, 2001, No. de Catalogo 11684809001; No de Lote
901612220).

Solucién amortiguadora pH 7.3-7.4 Solucioén de Fosfatos Buferada (PBS). Anexo
L

Triton X-100. (0.1%) (No. de Catalogo 34X100).

Etanol (96°, 90°, 80° y 70°).

Agua destilada.

DNAasa (1ml de PBS + 0.1mg de Cloruro de Magnesio).

Microscopio de Fluorescencia y Contraste de fases.

Xileno.

Citrato de Sodio (0.1%).

3. DESARROLLO DE LA PRUEBA.

a) Se realizaron cortes de 5mm de grosor a partir de las muestras incluidas en
parafina

b) Desparafinado: Los cortes en parafina se introdujeron en xileno por 12
horas.

¢) Rehidratacion: Dichos cortes se introdujeron en etanol a diferentes
concentraciones (96°, 90°, 80° y 70°). Por 5 minutos en cada concentracion.
Al terminar se introdujeron las laminillas en agua destilada.

d) Lavados: Se procedi6 a realizar dos lavados con la solucién amortiguadora
(PBS) pH7.3-7.4

e) Se afiadi6 la solucién detergente (Triton X-100 0.1% + Citrato de Sodio 0.1%
en PBS pH 7.3-7.4). Se dej6 en cdAmara hiimeda a temperatura ambiente por
ocho minutos.



f) Lavados: Se procedi6 a realizar dos lavados con la solucién amortiguadora
(PBS) pH 7.3-7.4

g) Se agrego6 el conjugado (deoxirribonucleotidil transferasa +base (uracilo) +
fluoresceina). Se puso a cada corte 25ul del conjugado y un cubreobjetos,
este con el fin de conservar la humedad. Se incub6 por una hora a 37°C en
camara htimeda.

h) Lavados: Se procedi6 a realizar dos lavados con la solucién amortiguadora
(PBS) pH 7.3-7.4 de manera enérgica.

i) Se procedi6 a cubrir las laminillas con cubreobjetos.

j) Se procedi6 a observar las laminillas en el microscopio de fluorescencia y
contraste de fases.

k) Se examind un corte de cada tejido de cada animal de los cuatro grupos
estudiados. Para establecer el porcentaje de apoptosis en cada corte se
observo un total de 200 células por campo.

*Al control positivo se le agregé una DNAasa (100ul) y se incub6 por 20 minutos a
37°C.

*Al control negativo no se agregé6 el conjugado, se dejé incubando en camara
htiimeda con PBS por el mismo tiempo que las otras laminillas.

4. ANALISIS ESTADISTICO.

Se realiz6 un anélisis estadistico bilateral de varianza o Prueba de Friedman la cuél
equivale al andlisis de varianza con dos vias de clasificacion usada frecuentemente
en modelos de bloques al azar que permite remover los efectos de los bloques de
un experimento. Los resultados son expresados como “Chi cuadrada de Friedman”
por lo que esta orden no sélo calcula el valor sino que también ofrece los grados de
libertad y el nivel de significancia; con lo cudl puede aceptarse o rechazarse la
hipétesis nula (Lopez; 1994).



DIAGRAMA DE FLUJO

GRUPO DE ANIMALES
GRUPO I (N=5)
GRUPO II (N=3).
GRUPO (N=3).
GRUPO (N=3).

OBTENCION DE MUESTRAS DEL APARATO REPRODUCTOR DE LOS
MACHOS (Ampula, vesicula seminal y glandula bulbouretral)
FIJACION DE ORGANOS EN SOLUCION DE BOUIN.

ﬂ

CORTES EN PARAFINA (5 micras).
DESPARAFINADO
XILOL 12HORAS.
REHIDRATACION.
ALCOHOL 96°,90°,80° Y 70° 5min. c/u.
AGUA DESTILADA (3-5 minutos maximo 4 horas).
SE LAVO CON PBS pH 7.3-7.4 (2 lavados).

SE ANADIO EL DETERGENTE (0.1%TRITON X-100 + 0.1% DE Citrato de
Sodio en PBS pH 7.3-7.4).
SE INCUBO EN CAMARA HUMEDA A TEMPERATURA AMBIENTE POR 8
MINUTOS.

SE LAVO CON PBS pH 7.3-7.4 (2 lavados).
*Control positivo: agregar una DN Aasa (1ml de PBS + 0.1mg cloruro de
Magnesio) 100microlitros por 20minutos a 37°C.

SE AGREGO EL CONJUGADO BOTE 1 (enzima +fluoresceina) BOTE 2(base)
(1:10), poner a cada corte un cubreobjetos para conservar la humedad y expandir
el conjugado a la muestra.

*Al control negativo no se le agreg6 el conjugado.
SE INCUBO POR UNA HORA EN CAMARA HUMEDA A 37°C.
SE LAVO CON PBS pH 7.3-7.4 (de manera enérgica)

SE OBSERVO AL MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA Y CONTRASTE DE
FASES.



RESULTADOS.

La prueba se realiz6 a 42 cortes (14 animales por 3 cortes) en parafina obtenidos a
partir de tejido procedente del aparato reproductor de machos caprinos (Ampula,
Vesicula seminal y Glandula Bulbouretral).

A cada corte también se le realizo6 la tinciéon de Hematoxilina-Eosina, con el
fin de comprobar la existencia de algin tipo de dafio celular en el tejido,
encontrdndose que los animales infectados con el virus no presentan en el tejido
del aparato reproductor ningtin cambio patolégico aparente.

De cada grupo de animales se tomaron como base 3-4 cortes, realizando el
conteo a cada uno de ellos de la siguiente manera:

GRUPO DE ANIMALES INFECTADOS NATURALMENTE

#% Ampula : 46 células apoptéticas (Figuras Ia y Ib)

# Ampula: 23 células apoptoéticas (Figuras IVa y IVb)

# Glandula Bulbouretral: 11 células apoptoéticas (Figuras Ic y Id)
# Vesicula Seminal: 28 células apoptoéticas (Figuras Illa y IIIb)
GRUPO DE ANIMALES INOCULADOS CON LA CEPA FESC.
# Ampula: 11 células apoptéticas (Figuras Ila y IIb)

# Glandula Bulbouretral: 29 células apoptoéticas.(Figura Ia y Ib)
# Vesicula Seminal: 65 células apoptoéticas (Figuras Ic y I1d)

# Vesicula Seminal: 66 células apoptoéticas (Figuras Ilc y IId)
GRUPO DE ANIMALES INOCULADOS CON LA CEPA ATCC.
# Ampula: 15 células apoptoticas (Figuras ITa y ITb)

# Vesicula Seminal: 124 células apoptoéticas (Figuras Ia y Ib)

# Vesicula Seminal: 56 células apoptoéticas (Figuras Ilc y IId)
GRUPO DE ANIMALES NEGATIVOS AL VIRUS DE AEC.

# Ampula: 26 células apoptéticas (Figuras Ilc y 11d)

% Glandula Bulbouretral: 44 células apoptéticas (Figuras Ia y Ib)
# Glandula Bulbouretral: 2 células apoptoéticas (Figuras Ila y IIb)
Se tomo el Bazo como control negativo (Figuras Ia y Ib) y el pulmén como control
positivo (Figuras Ila y IIb)

Con estos resultados se procedié a realizar el andlisis estadistico de la siguiente
manera:



Numero de células apoptéticas (%) !

G. VESICULA ,
GRUPO | ANIMAL |BULBOURETRAL|  SEMINAL AMPULA
1 11(5.5) 28(14) 4(2)
2 5(2.5) 16(8) 23(11.5)
1 3 15(7.5) 9(4.5) 3(1.5)
4 24(12) 30(15) 44(22)
5 11(5.5) 7(3.5) 2(1)
1 29(14.5) 18(9) 5(2.5)
2 2 13(6.5) 65(32.5) 11(5.5)
3 15(7.5) 66(33) 11(5.5)
1 13(6.5) 65(32.5) 11(5.5)
3 2 25(12.5) 124(62) 22(11)
3 14(7) 56(28) 15(7.5)
1 46(23) 29(14.5) 8(4)
4 2 2(1) 1(0.5) 1(0.5)
3 5(2.5) 16(8) 26(13)

1) Tomando en cuenta que 200 células equivalen al 100%




Con estos resultados se realiz6 la férmula siguiente:
X% = __ 12 E(Rj)?>-3n(k+1)
nk(k+1)
n = Numero de renglones.
K = Ntmero de columnas.
Ho= No existe diferencia significativa entre 6rganos.
Ha= Si existe diferencia significativa entre 6rganos.
Grados de libertad = 2
Nivel de significancia = 0.05 6 5.000%
Los resultados obtenidos nos sefialan que no existe ninguna diferencia significativa
entre 6érganos y tampoco entre grupos, esto se expresa de la siguiente manera p>
0.05 6 5.000%.

A continuacion se presentan las mejores fotografias donde se pueden observar las
células apoptoéticas y una comparacion con la técnica de HE, en donde se puede
observar que no existe dafio celular aparente en los tejidos.



CONTROLES POSITIVO Y NEGATIVO

Bazo Control Negativo

Pulmoén Control Positivo

Control negativo Control positivo
la Bazo Tunel [la Pulmén Tunel
Ib Bazo HE. lIb Pulmon HE.



Animales Infectados Naturalmente Tunel y H.E.

Ampula
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Animal I Glandula Bulbouretral Animal I d
Animal III a Vesicula Seminal
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Animales Inoculados con la cepa FESC Tunel y H.E.

L[]

Animalla Glandula Bulbouretral Animal I-l:.>

Animal I ¢ Vesicula Seminal
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Animal Il a Glandula Bulbouretral Animal II l:;

Animal II ¢ Vesicula Seminal o Aimél 11 d ]




Animales inoculados con la cepa ATCC Tanel y H.E.

Bt '- .' gkl ® Y o o
Animalla Vesicula Seminal Animal I b

Animal II a Ampula

a1

Animal Il ¢ Vesicula Seminal | Animal IId




Animales negativos al virus de AEC Tunel y H.E.

Animalla

P A e Y

Animl ITa Gléandula Bulbouretral- Animal .IIb

Animal Il c Ampula ~ Animal I d



DISCUSION

El estudio de la apoptosis busca entender las bases bioquimicas, cambios
morfolégicos con el fin de determinar los mecanismos que definen su iniciacién y
regulacion. A partir de este entendimiento, podremos conocer la biologia
molecular de las enfermedades y crear nuevas alternativas terapéuticas en areas
tan diversas como el cancer, transplantes, enfermedades autoinmunes y procesos
inflamatorios sistémicos (Sydney et al, 2002).

Por otro lado al analizar los resultados obtenidos en este estudio se observé
que no existe ninguna diferencia entre 6rganos, ni tampoco entre grupos. Por lo
que se puede demostrar que el virus de Artritis Encefalitis Caprina no causa o
acelera los procesos de muerte celular programada.

Se han publicado trabajos dénde se menciona que el virus de Artritis
Encefalitis Caprina de manera in vitro esta asociado con la induccién de apoptosis
en células de pulmén y membrana sinovial (Raya, 1997, Gendelman, 1997). Sin
embargo, no existen reportes del efecto del VAEC en aparato reproductor de
machos caprinos, por lo que puede proponerse el hecho de realizar cultivo celular
a partir de estos oOrganos, para de esta manera observar la muerte celular
programada normal, y después infectar estos cultivos con el VAEC y observar si se
aumento la presencia del proceso apoptético en dichas células. De esta manera se
podria pensar que in vivo después de cierto tiempo de infecciéon con el VAEC se
presenta el aumento de apoptosis en los 6rganos reproductores de machos
caprinos.

En futuros trabajos se podria estudiar la mucosa de tejidos tales como:
epididimo, testiculo, prepucio, escroto y uretra, para comprobar que en efecto de
manera natural existe muerte celular programada y analizar como esta actuando el
Virus de Artritis Encefalitis Caprina en estos tejidos, es decir si induce o inhibe la
apoptosis presente de manera natural en dichos tejidos.

Gonzalez (2000) menciona que la apoptosis en el tracto reproductor
masculino se ve favorecida por la disminuciéon de las hormonas FSH vy
Testosterona, lo cudl podria influir en los resultados obtenidos en este trabajo, sin
embargo estos pardmetros no se evaluaron en el presente estudio; por lo que
queda la pauta para trabajos posteriores en los cudles se tomen en cuenta los
niveles hormonales, la edad del animal y la época del afio en la que se tomen las
muestras. Ya que como se sabe las cabras presentan un fotoperiodo, en el cual
varian los niveles hormonales de acuerdo a la época del afio (Invierno/Primavera:
Bajan; Verano/Otofio: Suben). El presente trabajo se realiz6 durante invierno y
primavera.

En lo que respecta a la prueba de TUNEL tiene la ventaja de que puede
observarse en un microscopio 6ptico comun sin sistema de fluorescencia; ademas
se considera como una metodologia cuantitativa que se puede aplicar tanto en



suspensiones celulares como en tejidos procesados en parafina. (Flores- Pérez,
2002, Gavrielly, 1992; Gaffney et al, 1995).

Sin embargo, este método tiene desventajas, ya que se reducen los indices
de apoptosis a la interpretaciéon comparado con la técnica convencional de
Hematoxilina-Eosina  (Merino, 2001). A pesar de ello, es aceptado
internacionalmente como una prueba especifica para cuantificar el indice de
apoptosis asi se ha utilizado para la deteccién de apoptosis causada por otros
lentivirus como por ejemplo, el virus de Maedi-Visna en células del plexo coroideo
de ovejas infectadas con dicho virus, (Duval et al, 2002), por lo que en el presente
trabajo se tom¢6 en cuenta para utilizarla como una herramienta para la deteccion
de apoptosis en glandulas anexas del aparato reproductor de machos.

La confiabilidad de los métodos inmunohistoquimicos para el estudio y la
cuantificacién de la apoptosis, por la técnica de TUNEL, ha sido un tema muy
discutido en la literatura internacional y algunos argumentan que no marcan todas
las etapas morfologicas de la apoptosis, dejando la interpretacion al especialista
con mayor experiencia visual (Kerr, 1992, Dévila, 2002).

Actualmente se realiza la deteccion Inmunohistoquimica de p53 (proteina
inductora de apoptosis), ya que estd se expresa como una proteina nuclear, por lo
que se puede utilizar como un factor prondstico para la inducciéon de apoptosis,
como en algunos casos del cédncer vesical (Miyake et al, 2001). Para el caso de
Artritis Encefalitis Caprina, esta prueba se podria implementar para conocer mejor
la patogenia de esta enfermedad.



CONCLUSION.

En el presente trabajo se observé que no existe diferencia significativa entre los
grupos de animales inoculados o infectados con el virus de Artritis Encefalitis
Caprina y el grupo de animales negativos a dicho virus.

Con ello se descart6 la hipétesis de que el virus antes mencionado causa
incremento de la muerte celular programada (apoptosis) en el aparato reproductor
de machos caprinos, especificamente en glandulas anexas (dmpula, glandula
bulbouretral y vesicula seminal).



ANEXO1
SOLUCION BUFFER SALINA FOSFATADA (PBS)

SOLUCION A (1 litro)
NaCl 8g
CaCl22HxO 0.2g
MgCl> 6H20 0.13g
MgSO4 7H20 2g
Agua destilada 800ml
SOLUCION B
Naz HPO4 0.6g
KHPO4 0.6g
Glucosa 10g
Agua desionizada 450ml aproximadamente
SOLUCION C
Rojo de fenol (1%) 16ml
PROCEDIMIENTO
1) Disolver Los constituyentes en el orden enlistado.

N

=
N N N N e

Adicionar la solucién B en la solucién A.

Adicionar la soluciéon C en la mezcla del inciso anterior.
Aforar a 1000ml con agua desionizada.

Esterilizar por filtracién, presion positiva.

Almacenar en refrigeracion a 4°C.

@w
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Aida; Marinez; Garrido, 1994
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