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El objetivo principal del trabajo fue determinar el tipos de células prepuciales (CP) de
animales seropositivos y seronegativos al virus de artritis encefalitis caprina (AEC) e
identificar en que tipo c€lulas se puede encontrar antigeno viral. Para lo cual se trabajo en
el modulo caprino y en el laboratorio de genética viral y biologia molecular FES
Cuautitlan UNAM, trabajando con seis animales machos; tres de la raza Toggenburg
seronegativos (-) (> de 7 meses al inicio de la investigacion) y tres Alpinos seropositivos
(+) (> de 1 afio) a la prueba de ELISA indirecta, la investigacion se realizo durante un
periodo de 12 meses. Para esto se realizaron lavados prepuciales con solucion de Hank's
cada 30 dias, las células colectadas fueron fijadas con acetona y metanol para
posteriormente ser tefiidas por la técnica de Papanicolaou. Encontrandose en los animales
seropositivos (+) células parabasales en un 9%, intermedias 39% y superficiales 51%,
ademas de neutrofilos 90%, linfocitos 6% y macrofagos 4% y en el caso de los animales
seronegativos (-) c€lulas parabasales en un 15%, intermedias 38%, superficiales 47%,
neutrofilos 90%, linfocitos 6% y macrofagos 4% respectivamente. Por otro lado al
analisis estadistico no se encontrd diferencias estadisticamente significativas entre
animales seropositivos y seronegativos con respecto a las proporciones de los tipos de
células estudiadas.

Paralelamente a los frotis fijados con acetona se les realiz6 un analisis inmunocitoquimico
con anticuerpos monoclonales que detectan la proteina p28 del virus de AEC.
Encontrandose un marcaje caracteristico en el citoplasma de las células intermedias y

superficiales del epitelio prepucial en los machos positivos.






La enfermedad de Artritis Encefalitis Caprina fue descrita por primera vez en el afio de
1974 (Pawlisch and Maes, 1984; James, 1990; Pudney and Montelaro, 1990) sin embargo
en ese entonces fue denominada como Sindrome de Meningoencefalitis en cabritos
menores de 4 meses y no fue sino hasta el afio de 1979 cuando se aisl6 el virus por
primera vez y se le denomino como Artritis Encefalitis Caprina (Crawford, et a, 1980); es
un virus persistente que al igual que Maedi Visna, frecuentemente cruza la barrera
interespecie (caprinos — ovinos) (Banks, et al, 1983; Shash, et al,2004%, ®), el primer
reporte de la enfermedad en México se realizd en 1983 (Nazara, et al, 1983) y fue
identificada hasta 1998 por la técnica de inmunodifusion radial y pruebas
histopatologicas e inmunohistoquimicas (Leyva, 1994; Leyva, et al, 1998). La
enfermedad tiene una distribucion mundial aunque presenta una mayor incidencia en
paises desarrollados como lo es Estados Unidos donde present6 entre el 31 y el 81% de

incidencia en estudios serologicos (Crawford and Adams, 1981; Cutlip, et al, 1992).

La Artritis Encefalitis Caprina (AEC) es una enfermedad del ganado caprino provocada
por un virus el cual es caracterizado por la produccion de lesiones inflamatorias cronicas
divididas en diversos cuadros clinicos (Bruguere —Picoux, 1984; Dawson and Wilesmith,

1985; Kennedy, et al, 1985; Avalos, et al, 1992).

a) Poliartritis proliferativa (Crawford, et al, 1980).

b) Neumonia intersticial cronica (Callapifia y Rivera, 2002).

c) Mastitis indurativa en cabras adultas por lo tanto hay una disminucion de la
produccion lactea y pérdida de peso progresiva (Smith and Sherman, 1994).

d) Cuadro de encefalomielitis proliferativa en cabritos de dos a cuatro meses de
edad (Dawson and Wilesmith, 1985; Nazara, et al, 1985; Grewal, et al, 1986;
Jackson, et al, 1991).

1.1 Generalidades del virus.



El virus de AEC pertenece a la familia: Retroviridae, subfamilia: Orthoretrovirinae,
género: Lentivirus (ICTV_2004). Es un virus envuelto, con pequefias proyecciones en la
superficie denominadas peplomeros (Murphy, et al, 1999), AEC es un virus ARN,
presenta capside, nucleocapside, nucleoide y una matriz proteica. Los viriones van de
esféricos a pleomorficos, miden de 80 a 100 nm de didmetro. Sus proyecciones de
superficie son densas, pequefias y se encuentran dispersas por toda la superficie, dichas
proyecciones miden 8nm de largo (Amorena, ef al, 2003; Bertoni, 2007). El nucleoide es
concéntrico. El centro es en forma de baston, o como un cono cortado. Contiene
glicoproteinas en una densidad de 1.13 -1.18 g cm’, su céapside contiene 35%
aproximadamente de lipoproteinas; el cual consigue de la membrana celular infectada,
ademas de contener un complejo ribonucleoproteico que se encuentra a su vez envuelto
por proteinas. En el interior del virus, el genoma esta compuesto de transriptasa reversa
de transferencia de la lisina (ARNt — lisina que es utilizada para iniciar la accion de la
polimerasa) y proteinas estructurales; es sensible al medio ambiente, al calor, los
detergentes y el formaldehido, su infectividad no se ve afectada por la radiacion (Hotzel
and Cheevers, 2003; Bertoni, 2007). El virus se integra al ADN celular por accion
enzimatica, siendo su principal célula blanco los monocito-macréfago en donde se
presenta en forma de provirus (Simard, 2002). Estas cé€lulas infectadas actian como
“caballo de Troya” capaces de propagar el virus en diferentes 6rganos, mientras eluden la
respuesta inmune del animal (Peterhans, 1999; Le Jan, et al, 2000; Lerondelle, et al,
1999; Rosadio, 1998; Amorena et al, 2003; Hotzel and Cheevers, 2003) el virus de
leucemia humana se replica en las mismas células y puede permanecer dentro de la célula
hasta por 7 afios (Shehu-Xhilaga, et al, 2007). Ademads se ha demostrado que las células
epiteliales del oviducto, células embrionarias, médula oOsea y células dendriticas
foliculares del tejido linfoide actian a modo de reservorio; las cuales son altamente
permisivas al virus, por lo que de manera importante juegan un papel relevante

en la transmision del virus (Hotzel and Cheevers 2003, Bertoni, 2007). (Figura 1).



http://Bertoni/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Ictv/index.htm

Figura 1. Estructura lentivirus. (modificada de www.niaid.nih.gov/daids/

dtpdb/VIRTARG.HTM). En la figura se aprecia la estructura lentiviral.

Los virus de inmunodeficiencia humana y del simio (VIH y VIS) infectan a linfocitos
CD4 lo que produce una importante inmunodeficiencia y otros como el virus de
inmunodeficiencia felina (VIF), infectan a los linfocitos B y CDS8. En los pequefios
rumiantes existe replicacion en células no linfoides como las epiteliales dicha replicacion
es especifica de cada tejido y depende de la maduracion de los macréfagos (Clements and
Zinc, 1996; Hotzel and Cheever, 2003). En ovejas se presenta la enfermedad conocida
como Maedi-Visna (MV) (De la Concha, 1999), la cual también tiene como células

blanco a los macrofagos.

1.2. Caracteristicas del virus de AEC.

Presenta un ARN de cadena sencilla segmentada en 2 bandas (Narayan and Clements,
1989; Pudney and Montelaro, 1990), posee un genoma complejo con la presencia de los
genes estructurales esenciales gag, pol y env, complementados por genes regulatorios-
accesorios tales como tat, rev y vif. El gen gag se encarga de la codificacion de antigenos
(Ag) estructurales internos o grupales; pol codifica enzimas como la transcriptasa reversa

(TR) y env que produce las proteinas de la envoltura viral (Rosadio, 1998) (Figura 2).



Ademas posee las terminales largas repetidas (LTR) donde se acoplan los genes antes
mencionados, estas terminales ademas, de ser componentes importantes en el proceso de
integracion en el ADN (provirus), contienen secuencias utilizadas para la adherencia e
iniciacion de la sintesis de la cadena negativa del ADN proviral, con sitios de uniones
complementarias especificas para el ARN de transporte de la lisina (ARNt-lisina). Ya
integrados en el genoma celular, los LTR se convierten en promotores de la transcripcion
viral ya que contienen secuencias de adherencia para la transcriptasa viral ya que son
sitios de uniones complementarias especificas para el ARN de transcripcion de lisina
(ARN lisina) y adoptan caracteristicas de verdaderos promotores para la transcripcion
debido a que contienen secuencias potenciadoras y secuencias de adherencia para la
transcriptasa viral (Clements and Zinc, 1996; Bertoni, 2007), secuencias potenciadoras
que ayudan al propio genoma de AEC el cual es similar al ARN mensajero (ARNm) de
las células eucariotas, que es modificado en la fase posterior a la transcripcion
adicionandose una estructura metilada en un extremo (denominado 5°) por medio de
“capping” (encapsulados) (Hotzel and Cheevers, 2003; Bertoni, 2007), la cual es
importante para la unién en los ribosomas celulares necesarios para la traduccion
gendmica. Simultdneamente en el otro extremo se adiciona una “cola” de nucleétidos de
adenosina poliadenilada (Poli A), que confiere estabilidad y previene la degradacion del
ARN viral. El genoma puede producir nueva progenie utilizando los marcos de lectura

abierta (Open Reading Frames ORFs) que producen varias proteinas virales.
1.3. Ciclo viral.

Para que la replicacion viral se realice de manera eficiente se requiere de la presencia del
gen tat su ausencia produce un salto durante el transporte de RNA en citoplasma y por lo
tanto es indispensable para una replicacion eficiente. Los genes regulatorios estan
encargados de la produccion de proteinas no estructurales pero necesarias para la
replicacion viral. El gen tat del AEC es similar al gen tat de VIH describiendo la
activacion transcripcional actuando en las repeticiones de las terminales largas del virus,

codifica proteinas de la capside (CA), matriz (MA o p16) y la nucleocapside (NC o p14).



Figura 2. Genes retrovirales. (Modificado de Cabrera, 2001). Genes comunes para todos
los retrovirus ubicados en secuencias de terminales repetidas (LTR) que no codifican
proteinas, solo expresan otros genes; gag, pol y env codifican componentes virales (Aguilar,

et al, 2003; Rosadio, 1998)

Otros estudios, sin embargo modifican esa interpretacion y muestran que el gen fat se
encuentra presente en dos partes del genoma el virus posee funciones como la capacidad
de bloquear el proceso del ciclo celular en G2 (etapa donde comienza la condensacion de
los cromosomas y el ensamblado de las estructuras especiales requeridas para la mitosis)
ademas de amplificar la replicacion a través de la proteina pl4 que ejerce sus funciones
en una region especifica del LTR estimulando entre 500 y 1000 veces la replicacion
génica, de manera similar con el gen vpr del VIH; el gen rev factor de regulacion
selectiva con efectos diferenciales, su presencia o ausencia controla la expresion de los
otros genes reguladores si no se produce esta proteina el virus produce selectivamente
proteinas reguladoras inhibiendo consecuentemente la produccion de genes estructurales;
en presencia de dicha proteina bloquea la produccion de proteinas regulatorias
permitiendo la produccion de viriones (Jackson, et al, 1991). Finalmente, el gen vif el
cual se encuentra dividido en dos subunidades y se ubica entre los genes pol y env posee
una esencial eficiencia en la replicacion viral in vitro y especialmente in vivo; otros
estudios muestran que interacta con proteinas celulares, sugiriéndonos actividades

similares en otros retrovirus actuando paralelamente con su equivalente, la ausencia de



este gen produce la perdida de la capacidad citopatica cuando se le trabaja in vitro en el

laboratorio (De la Concha, ef al, 1996). (Figura 3).

Figura 3. Ciclo viral. (Modificado de:

http://bioinformatica.uab.es/biocomputacio/treballs02-03/RSantaol). Replicacion desde su

entrada a la célula pasando por la transcripcion y la traduccion, hasta la maduracion.

La replicacion viral puede dividirse en 2 etapas:

a) Etapa temprana inicia al unirse a los receptores especificos celulares valiéndose
de la glicoproteina de superficie. Las membranas virica y celular se fusionan (env
codifica dos proteinas externas del virus denominadas de superficie (SU) y
transmenbranal (TM) y realizan un papel importante en la internalizacion del
virus)(De la Concha, 1999) permitiendo la entrada de la nucleocépside en un
proceso denominado como denudacion, las enzimas viricas se asocian al ARN del
huésped esta fase constituye un periodo de latencia que se mantiene hasta que un
estimulo externo activa la expresion y replicacion viral (Cabrera, 2001).

b) La etapa tardia inicia con la transcripcion de ARN viral a partir del ADN viral
integrado en la célula huésped donde se incluyen las LTR (Cabrera, 2001), se
genera una copia por medio de la TR, se activa ARNasa hebra (H) de la TR la

cual degrada la hebra de ARN y casi simultdneamente emplea la del ADN ciclico


http://bioinformatica.uab.es/biocomputacio/treballs02-03/RSantaol

(ADNCc) como molde para sintetizar una segunda hebra de ADN, convirtiéndolo
en bicatenario. Se une al complejo nucleo-proteico, pasando al ntcleo celular vy,
mediante la Integrasa (IN), el ADN viral se integra (provirus) en el genoma
celular, donde puede permanecer por un tiempo indefinido (Clements and Zinc,
1996). La fase de trascripcion genética, origina ARN utilizado como genoma del
nuevo virion y ARNm para las poliproteinas. Las proteinas de gag y pol se
asocian con el ARN viral formando un nticleo “core” intracelular, las proteinas de
env se insertan en la membrana plasmatica de la célula para su posterior salida de
la célula por gemacion, durante la cual el virus adquiere una doble capa lipidica en

su superficie. (Rosadio, 1998).
1.4. Patogenia.

Las lesiones articulares a nivel de carpos producidas por AEC manifiestan inflamacion
periarticular por acumulacion de liquido sinovial y en casos severos mineralizacion de
tejidos, hilos de fibrina y destruccion macroscopica articular. Histopatologicamente la
membrana sinovial presenta hiperplasia, notoria hipertrofia de las microvellosidades
sinoviales; infiltracion masiva de células mononucleares en la tinica intima y subintima
de los vasos sanguineos y angiogenesis; también se produce una infiltracion ectdpica de
células mononucleares en tejido linfoide deformando los centros germinales de linfocitos
B y activando los mantos de linfocitos T. Ocurre gran expresion de células plasmaticas y
linfocitos B alrededor de los foliculos que se dispersan por las vellosidades inflamadas de

la membrana sinovial (Crawford and Adams, /981, Milhau, et al, 2005).

Las pruebas hematologicas revelan linfopenia en cabras con afecciones cronicas y no asi
en animales con manifestaciones tempranas donde no se observan variaciones
significativas en el conteo sanguineo. En el liquido cefalorraquideo se observa una
marcada pleocitosis, el liquido sinovial se observa opaco, de color pardo y viscoso; y
presenta cuentas irregulares de células (entre 100 a 20,000 células/mm*) donde mas del 90

% de éstas eran células mononucleares (Trigo, 1991).

Los niveles de anticuerpos alcanzan su punto mas alto a partir de los dias 21 y 35 post
infeccion hasta alcanzar un maximo entre los dias 49 y 77 para luego tener un descenso

hasta el dia 271 (Trigo, 1991).
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1.5. Signeos clinicos.

1.5.1. Artritis.

La manifestacion mas evidente es la forma artritica que se manifiesta en animales
mayores al afo de vida, con perdida progresiva de peso, pelo escaso en la zona de
afeccion, pueden sufrir abscesos, ulceraciones, dermatitis, aumento de volumen
considerable de las articulaciones carpianas y osteomielitis por permanecer postradas; lo
que trae como consecuencia disminucion de la movilidad (Castillo y Hernandez, 2004),
dicha articulacion se encuentra blanda en las etapa iniciales y a medida que la enfermedad
progresa puede ser debilitante, acompafiada de perdida de progresiva de peso; el tejido
periarticular al igual que la capsula sinovial se mineraliza dando como consecuencia el
endurecimiento de los miembros esta afeccion se presenta de forma bilateral en la
mayoria de las ocasiones; esta afeccion puede alcanzar a ligamentos y tendones y se
puede llegar a encontrar osificacion (anquilosis). Las articulaciones se tornan rugosas e

irregulares y endurecen las articulaciones (Trigo, 1991).

En orden de importancia y frecuencia las articulaciones carpianas son las mas afectadas,

seguidas de las metatarsianas y las femorotibiorotulianas (Trigo, 1991). (Imagen 2).

Imagen 1. Artritis. (Imagen proporcionada por el Dr. Humberto Alejandro
Martinez Rodriguez). En la imagen se aprecia la articulacion carpiana con una

marcada inflamacién en el miembro izquierdo.
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1.5.2. Mastitis.

La mastitis indurativa es una manifestacion clinica importante en AEC, la cual se conoce
como enfermedad de las ubres duras lo que es semejante a la bolsa dura en MV la que
afecta a ovejas; dicha afeccion se manifiesta en las cabras seropositivas en animales
mayores de 12 meses. Su manifestacion inicia entre el 1°y el 3* dia postparto (Castillo y
Hernandez, 2004), se detecta cuando a la palpacion son localizados nddulos de
consistencia dura, lo que se denomina como mastitis intersticial por infiltracion en
glandula mamaria con leucocitos y células mononucleares, lo que ocasiona un descenso
en la produccién y en la calidad de la leche hasta del 15%, o una agalactia total sin
regreso a las condiciones normales (Crawford and Adams, /987). Aunque el principal
problema de esta manifestacion es el contagio del virus por la via lactogénica (calostro y

leche) a las crias (Imagen 1).

E

Imagen 2. Mastitis indurativa. (Caparros, et al,
2005) en este animal se aprecia un animal con

mastitis aun mas marcada en el medio derecho.

1.5.3. Leucoencefalomielitis.

Se presenta en cabritos de entre 2 y 4 meses de edad, inicia con cojera y ataxia, seguido
de debilidad en los miembros, paralisis, opistotonos e hiperestesia; el animal mantiene el
apetito; posteriormente, arquea el cuello, con movimientos en circulo, pedaleo, la fiebre
solo se presenta cuando interviene un agente bacteriano secundario, por lo general el

animal muere y si sobrevive presenta secuelas neurologicas (Trigo, 1991). (Imagen 3).
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Imagen 3. Leucoencefalomielitis. (Donada por el Dr. Humberto
Alejandro Martinez Rodriguez). En esta imagen se muestra a un cabrito

con problemas nerviosos.

1.5.4. Bronconeumonia intersticial.

De manera inicial la neumonia intersticial linfocitica multifocal se asocia su
manifestacion nerviosa en animales jovenes y adultos. Cuando afecta otros organos,
como el tejido pulmonar, dafia de manera especial los l6bulos caudal y craneoventral, los
bronquios presentan inflamacion y proliferacion de linfocitos, células plasmaticas y
macrofagos (Castillo y Herndndez, 2004; Trigo, 1991). Los animales se vuelven lentos;
al desplazamiento continuo su respiracion aumenta y su frecuencia es mas notoria, al
progresar la infeccion; la respiracion se vuelve mas dificil, a pesar de que los animales
siguen comiendo hay emaciacion progresiva, pueden presentarse infecciones secundarias
por bacterias; en estos casos los animales presentan fiebre y el animal puede morir debido
a la anorexia y las infecciones secundarias; pero esta no es la afeccion mas frecuente en el
ganado caprino y si lo es para el ganado ovino en MV. Del pulmoén afectado de las
cabras, en especial los macrofagos que se obtienen de un lavado representan un
importante sitio de replicacion viral in vivo (Crawford and Adams, /981, De la Concha,

et al, 1996) (Imagen 4).
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Imagen 4. Bronconeumonia intersticial. (Imagen donada por el Dr.
Humberto Alejandro Martinez Rodriguez). Notese el grado de emaciacion en

un animal que ha padecido la enfermedad de manera cronica.

En el VIH, la infeccién y la posterior expresion del virus muestra que es capaz de
reactivarse en contacto con leucocitos en sangre; los pacientes con VIH presentan
vasculitis y lesiones del endotelio, lo que nos dice que las células endoteliales son
reservorio para el virus. En AEC estas células no son un reservorio pero su infeccion
contribuye a la diseminacion en tejido mamario (Lechat, et al, 2004; Yasunaga and
Matsuoka, 2007), se ha reportado la transmision del virus de MV de ovejas a cabras de
manera artificial inoculando el virus de AEC de manera intra-articular en ovinos
provocando artritis y recuperando el virus de articulaciones tanto inoculadas como no
inoculadas hasta por cuatro meses y también se han observado saltos oveja-cabra en
rebafios mixtos(Banks et al, 1983; Shah, et al, 2004%, °; Bertoni 2007; Gijerset, et al,
2007), lo cual también se ha obtenido de manera experimental in vivo por Morin, et al,

2003.

1.6. Transmision.

El virus de AEC se transmite principalmente a través de la ingesta de calostro y/o leche
(de hembras infectadas) por el cabrito (Crawford and Adams, /981), existe también la via
horizontal que se da por el contacto directo prolongado de animales infectados a otros

animales susceptibles a través de fomites y maquinas de ordefio (Crawford and Adams,
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1981; Lerondelle, 1989), se ha observado el potencial riesgo de transmision por el manejo
inadecuado de material infectado con sangre (Narayan, et al, 1983) y no se descarta la
transmision sexual, debido a que aun siendo detectado el virus en el aparato reproductor
de machos caprinos y semen (Martinez, 2003), no se ha demostrado que los animales
presenten lesiones (Trujillo, ef al,2004a) por lo que pudieran considerarse como animales

sanos y utilizarse como sementales.

AEC provoca una enfermedad persistente en cabras y al igual que MV (De la Concha
1999), frecuentemente cruza la barrera interespecies ovejas-cabras, el virus de AEC esta
referido a pequefios rumiantes y su via de transmision mds frecuente es la vertical
(Amorena, et al, 2003; Clements and Zink, 1996). La via de infeccion sexual no debe ser
descartada, aun cuando no existen estudios de la deteccion del virus en células
prepuciales, pero si en el semen de caprinos infectados (Amorena, et al, 2003), al igual
que otros lentivirus como el VIH; donde su principal via de transmision es la sexual
habiéndose detectado en prostata, vesiculas seminales y uretra (Crawford and Adams,
1981; Yasunaga and Matzuoka, 2007); asi como en la inmunodeficiencia del simio y la
inmunodeficiencia bovina, se ha comprobado su transmision por via sexual (Hotzel and
Cheevers, 2003).

Los lentivirus poseen una alta sensibilidad en cuanto a la selectividad de células blanco,
permanecen indefinidamente en sus hospedero y tienen especificidad de especie. Utilizan
a las células hospedero para producir sus proteinas contenidas en el DNA viral. Sin
embargo las células blanco difieren en cada familia viral; los lentivirus prefieren células

indiferenciadas, como monocitos y linfocitos.

En los rumiantes los lentivirus se situan en los monocitos sanguineos de manera latente y
solo se expresan en la maduracion a macrofago en los distintos tejidos del organismo
como pulmoén y glandula mamaria causando lesiones en estos. El tropismo viral a éstas
células es el punto débil de los lentivirus. Para la transmision de la infeccion se requiere
de la presencia del antigeno en la sangre para que circule por el organismo tomando en
cuenta que este tipo de células migran a través de vasos sanguineos y atraviesan
endotelios en procesos patologicos (Lechat, et al, 2004); esta caracteristica permite la
unica oportunidad de controlar la enfermedad, adoptando un adecuado protocolo para
evitar la transmision entre los animales (Shehu-Xhilaga, et a/, 2007). En el VIH el riesgo

de una infeccion se puede esta presente durante la relacion sexual con un compafiero
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infectado; el virus puede introducirse en el cuerpo en las paredes de la mucosa vaginal,
vulva, pene o recto (Amorena, et a/, 2003; Meiering and Linial, 2001; Calattini, et al,
2006). Las lesiones prepuciales o las del tracto genital incrementan la cantidad de células
inflamatorias que pueden portar el virus y pueden favorecer la diseminacion de la
enfermedad por via venérea, por lo que es posible que la convivencia de los machos con
un comportamiento sexual activo actiie como un mecanismo potencial de difusion de la
enfermedad (Jackson, et al, 1991). El (VIS) y el virus de inmunodeficiencia
simio/humano (VISH) han mostrado reaccién positiva a anticuerpos en testiculos y
epididimo; lo cual sugiere infeccion en el tracto genital del macho; también fueron
localizados linfocitos T y macrofagos en intersticio testicular al incremento de la
espermatogénesis y se detecto (VIS y VISH)en los mismos sitios en machos prepuberes
infectados y con insignificante infiltraciéon de células mononucleares (Shehu-Xhilaga, et
al, 2007); en estos retrovirus la célula blanco son los macréfagos al igual que en AEC

donde se detecto su la presencia del antigeno en los mismos sitios.

Algunos lentivirus muestran capacidad para replicarse en células epiteliales de diferentes
organos, inclusive las del tracto reproductor de hembras, el intestino y el colon; ademas
de que el virus de AEC no solo infecta monocitos, sino que también puede replicarse en
células epiteliales de glandula mamaria de la cabra y otros sitios, con ausencia de
lesiones, lo que puede ocasionar que animales infectados pasen desapercibidos y
continten transmitiendo la enfermedad. Se ha demostrado la presencia del antigeno viral
en vesicula seminal, dampula y glandula bulbo uretral (Martinez, et al, 2005), lo que
sugiere que puede estar presente en otros sitios del aparato reproductor. En estudios
recientes se ha demostrado la presencia en semen de forma intermitente lo que sugiere
que existen efectos estacionales (Trujillo, et al, 2004b) La frecuencia de la enfermedad
depende de las diferentes razas de cabras, lo que es de gran importancia genética (Lechat,
et al, 2004), las cabras infectadas con AEC presentan anticuerpos IgGl de manera
predominante en respuesta a las glicoproteinas de superficie del virus, a diferencia de las
cabras asintomaticas que presentan [gG2. Las cabras crénicamente infectadas desarrollan
anticuerpo IgG1 (Cheevers, ef al, 1997, Amorena, et al, 2003) el cual actia durante la
fase preclinica de la infeccion de artritis, las cabras que desarrollan la fase inflamatoria
preclinica unida a las lesiones de la fase inicial lo que puede suprimir la respuesta de los
anticuerpos; por lo que el virus es predecible por la respuesta inmune a las glicoproteinas

de superficie del virus de AEC, lo que indica que el desarrollo de la enfermedad depende
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de linfocitos Th2 inmunes a AEC y la respuesta inmune obedece a las respuestas
preventivas al progreso de la enfermedad. El progreso de la enfermedad depende de la
fuerza de la respuesta inmune de Th2.

Otros estudios demuestran que 70% de los infiltrados en lesiones inflamatorias contenian
IgG1 y células plasmaticas. (Trujillo, et al, 2004a). Al inocular el anticuerpo se da una
activacion de los monocito-macrofago, complemento y la produccion de una respuesta
inflamatoria por citocinas e interleucinas, que contribuyen a la activacion de linfocitos T
y B, la degradacion de los componentes de tejidos suaves incrementa la produccion de las

inmunoglobulinas antiglicoproteinas de superficie ( Trujillo, et al, 2004a).

1.7. Células epiteliales.

En general conforman el tipo mas diverso de células del organismo en cuanto a funciones
como: primera barrea de defensa, soporte del organismo, secreciones endocrinas,
exocrinas, absorcion y catabolismo gastrointestinal; excrecion hepato- renal y funciones
neurosensoriales (Garcia, et al, 2007).
Varian en tamafio y forma dependiendo de su localizacion anatomica y su funcion.
(Appendini, ef al, 1993).
De estas nos enfocaremos en el tipo de epitelio estratificado plano, el cual se caracteriza
por poseer varias capas celulares donde la mds externa manifiesta una forma aplanada
(Garcia, et al, 2007).
De este tipo de epitelio se encuentran tres variedades:

1.- no queratinizado

2.- queratinizado

3.- paraqueratinizado
El tipo de células en las que se enfoco el estudio fueron las del epitelio no queratinizado.
El cual posee una funcion de proteccion, se ubica en superficies himedas como la region
vestibular de la cavidad nasal, la cavidad bucal, el es6fago, la cornea, el tejido conjuntivo
y regiones externas del aparato genital del macho y de la hembra y tejidos urinario y
digestivo (cabe mencionar que el epitelio traqueal y pulmonar es del tipo
pseudoestratificado cilindrico con células caliciformes lo que quiere decir que es un

epitelio simple) (Garcia, et al, 2007).

Este tipo de epitelio esta dividido en 4 estratos:
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a.- Estrato de células basales: Son células poliédricas de nticleo voluminoso con
gran actividad de células en mitosis.

b.- Estrato de células parabasales: Son varios estratos de células poliédricas con
nucleo ligeramente menor.

c.- Estrato de células intermedias: Son de mayor tamafio y mas aplanado que las
anteriores, con pocos organelos, abundancia de glucogeno y granulos de
queratohialina.

d.- Estrato de células superficiales: Son aplanadas, con nucleo picnético o en

cariorrexis y con pocos organelos y glucogeno (Garcia, et al, 2007).

1.7.1. Funciones.

Proteccion: Revisten o recubren a distintos érganos protegiéndolos del medio externo y/o
interno. A la desecacion; como en el caso de la piel, para evitar la pérdida de humedad y
que el organismo absorba agua, los epitelios estratificados queratinizados protegen de
forma mecanica, fisica, antibacteriana y contra las radiaciones solares y las sustancias
quimicas, dan proteccion contra el desgaste; como en el esofago.  Absorcion:
Incorporacion activa o pasiva de sustancias hacia los liquidos tisulares y vasculares.
Transporte: Esta funcion la ejercen los epitelios ciliados. Secrecion: Elaboran sustancias
que recubren la superficie epitelial. Intercambio: Esta funcion esta reservada al epitelio
plano simple alveolar. Sensorial: en los 6rganos de los sentidos (Garcia, et al, 2007;

Appendini, et al, 1993).

1.8. Macrodfagos.

El monocito posee capacidad fagocitica y un sistema lisosomal desarrollado de manera
normal, no posee capacidad de replicacion. El monocito en el torrente sanguineo puede
estar regulado por las necesidades del organismo (inflamacioén, isquemia, necrosis,
apoptosis, etc.) lo que reduce la circulacion, facilitando a su vez la extravasacion de los
monocitos en el sitio de interaccion, es en este sitio donde madura a macrofago, lo que
conlleva a un incremento en el tamafio celular y un mayor desarrollo del sistema
lisosomal y del contenido enzimdtico ademas de un incremento mitocondrial y
metabolico. Su vida media puede ser larga (meses—afios) dependiendo de las necesidades,

si no hay actividad mueren por apoptosis (Abbas, et al, 1991; Celada, 1994). Los
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macrofagos fagocitan y eliminan microorganismos (bacterias, virus, parasitos),
macromoléculas y células dafiadas o muertas evitando que viertan su contenido
citotdxico; pueden también eliminar células tumorales mediante la secrecion de perforina
y granzima, citocinas como el factor necrosante de tumores alfa (TNF-a)). Durante la
respuesta inmune adquirida mediada por células, los macréfagos funcionan como células
presentadoras de antigeno y participan en la eliminacion de antigenos extrafios durante la
respuesta inmune (Comalada, 2002); sin embargo, el virus de AEC permanece en el ADN

celular en forma de provirus (Abbas, et al, 1991; Travassos, 1998).

1.9. Diagnostico.

Se basa en los signos clinicos de la enfermedad, estudios radioldgicos que permiten
identificar la mineralizacién y erosion de las superficies articulares (Simard, 2002),
pruebas de serologia como: Inmunodifusion en agar gel, ELISA, Inmunotransferencia y,
pruebas de biologia molecular como la reaccion en cadena de la polimerasa o reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR o RT-PCR) la cual detecta ADN proviral,
dichas pruebas sirven también para la deteccion de la mastitis subclinica ocasionada por
AEC.

Histologicamente se detectan lesiones inflamatorias en cerebro, médula espinal y
meninges. De manera perivascular se localizan linfocitos, macrofagos y células
plasmaticas con infiltracion adicional en medula blanca y con proliferacion en células
gliales, a nivel de glandula mamaria se observa una infiltracion intralobular extensiva e

hiperplasia linfoide adyacente a los ductos lactiferos (Trigo, 1991).

1.9.1. Papanicolaou.

La técnica de Papanicolaou se utiliza principalmente para el diagnéstico clinico del virus
del papiloma humano, debido a las diferentes coloraciones que se pueden presentar entre
estructuras, pero esta prueba no se limita solo a la deteccion de este virus o a
tumoraciones.

Para la realizacion de dicha prueba se utilizan tres colorantes (la hematoxilina de Harris
que se utiliza para tefiir nucleos y citoplasma, EA y OG 6 las cuales se utilizan para tefiir

citoplasma otorgandole tonos desde el naranja hasta el rosado violaceo).
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1.9.2. Inmunocitoquimica.

Esta técnica permite la identificacion sobre muestras tisulares o citoldgicas de uno o mas
segmentos provirales como la proteina p28 (Buendia, et al, 2005) caracteristicos de
distintos retrovirus para su diferenciacion (Delgado, et al, 2007; Muioz, et al, 2004;
Quezada, ef al, 2004). La aplicacion directa de anticuerpos policlonales o monoclonales
sobre secciones celulares permite la localizacion microanatdmica de su expresion y su
correlacion con los pardmetros morfoldgicos, aumentando la sensibilidad y especificidad
del estudio y proporcionando informacion adicional esencial en muchos casos. Esta
técnica se ha utilizado para el diagnostico de diversas etiologias con una gran precision

como MV (Storset, et al, 1997; Benavides, et al, 2006) y VIS (Miller, 1998).

1.10. Diagnostico diferencial.

Las distintas manifestaciones de la enfermedad se deben distinguir de entre un cuadro
amplio de otras afecciones:

La Mastitis inducida por AEC se debe diferenciar de otras causas de mastitis cronica,
como las ocasionadas por heridas o por una infeccion bacteriana que invade la glandula
mamaria. Entre las bacterias que suelen ser causantes de mastitis en ovejas y cabras
pueden citarse los siguientes: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactia,
Streptococcus uberi, Streptococcus disgalactea, Mannheimia haemolytica, Escherichia
coli, Corynebacterium pseudotuberculosis y Mycoplasma sp.

La artritis de debe diferenciar de la ocasionada por Mycoplasma, clamidias, brucelosis y
afecciones por heridas o el manejo inapropiado de los animales (De la Concha, et al,
1996).

La leucoencefalomielitis se debe de diferenciar de Listeriosis, poliencefalomalacia y
deficiencia de cobre. En sus estadios iniciales, las formas neurologicas de AEC se
pueden confundir con abscesos en el sistema nervioso, traumas, lesiones por migracion
parasitaria aberrante y degeneracion axonal. Este cuadro también se debe diferenciar de
scrapie en cabras por medio de examen histopatoldgico del cerebro (Trujillo, et al, 2004;
Sofianidis, et al, 2006; Acutis, et al, 2006).

La forma pulmonar de AEC se debe diferenciar de otras enfermedades respiratorias
cronicas tales como abscesos pulmonares y mediastinicos causados por Corynebacterium

pseudotuberculosis, neumonia supurativa crénica, neumonia verminosa, neumonia
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enzootica ovina y adenomatosis pulmonar ovina (Jaagsiekte). (Trujillo, et al, 2004; De la

Concha, 1996).

1.11. Prevencion.

Separar a los recién nacidos de las hembras positivas antes de que ingieran calostro y
suministrar calostro de bovinos o de hembras negativas no utilizar semen de machos
positivos a la enfermedad, no mezclar edades, no se debe reutilizar el material

contaminado con sangre (Robles, et al, 2003; Trigo, 1991; Dawson and Wilesmith, 1985).
1.12. Control.

Se puede realizar el reemplazo de animales positivos (lo que representa la tercera parte
del rebafio), separar a los animales sospechosos, realizar pruebas serologicas a los
animales de reciente introduccion y se recomienda realizar pruebas seroldgicas a las crias

de cabras positivas y a todos los animales del hato cada seis meses.
1.13. Vacunacion.

Recientemente se ha probado una vacuna que produce una inmunidad cruzada utilizando
un monoémero de la envoltura de superficie (SU).  En esta vacuna utilizaron la
glicoproteina gp135 de SU, recombinante uniendo anticuerpos homologos y heterélogos
de suero caprino (Trujillo, et al, 2004b). En otro estudio Cheevers, et al, 2003 utilizando
plasmido con DNA env expresado de AEC inducido a las células (Thl) T “helpers” 1
obtuvo un incremento en la viremia con notable aumento de lesiones asociadas. Se han
obtenido resultados mas prometedores con una vacuna basada en una dilucion de AEC-
CO env (plasmido con el gen env imperfecto insertado); esta vacuna no inmuniza pero
baja los niveles de antigenos encontrados en sangre en la mayoria de los animales
vacunados de un hato; pero puede volver a la virulencia induciendo artritis de manera

exacerbada en los animales infectados (Hotzel and Cheevers, 2001).
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Es posible que el macho como semental, juegue un papel fundamental en la diseminacion
del virus de AEC, sin embargo, los estudios que se han hecho son en su gran mayoria en
hembras, restdindole importancia al macho. De ahi la importancia en la deteccion del
virus de AEC en las células epiteliales del prepucio, ya que se sabe que las células
epiteliales no solo son reservorio del virus sino que también hay replicacion de retrovirus

como son el de VIH, VIS y VISH en c¢lulas epiteliales del tracto reproductor.
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a) Obtener células epiteliales del prepucio caprino, para identificar, diferenciar y

cuantificar por medio de la tincion de Papanicolaou el tipo de células que se presentan.

b) Detectar en el citoplasma de células epiteliales el antigeno del virus de Artritis

Encefalitis Caprina mediante la técnica de inmunocitoquimica.
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Las células epiteliales del prepucio son permisivas al virus de Artritis Encefalitis Caprina,

siendo posible detectar antigeno viral en estas células.
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5.1 Obtencion de células epiteliales.

Se utilizaron tres machos caprinos adultos seropositivos (n=3) de la unidad caprina de la
FES-C, UNAM vy tres seronegativos (n= 3) los cuales se encuentran ubicados en el
modulo asignado al M en C. Arturo Angel Trejo Gonzalez, de razas Alpino y Toggenburg
respectivamente e inicialmente evaluados por la prueba de ELISA indirecta utilizando el

equipo de diagnostico del Instituto Pourquier de Francia.

Para muestrear a los machos se les realiz6 una limpieza y desinfeccion de la zona del
prepucio utilizando métodos de sujecion sin tranquilizante. La obtencion de células
prepuciales fue por medio de la introduccién de 10 ml de solucién de Hank's estéril sin
glucosa con antibiotico en el orificio prepucial, con un pH de 7.2, con una pipeta estéril
de 30 cm. de largo, se dejo la solucién de 15 a 20 segundos para la recoleccion de la
mayor cantidad de liquido. La solucién recolectada se deposito en tubos de plastico de
15 ml estériles. Las muestras se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos, para
posteriormente eliminar el sobrenadante, el contenido celular se fijo en portaobjetos con

alcohol metilico durante 10 minutos y se secaron al aire.

5.2. Técnica Papanicolaou.

Se utilizé la tincion de Papanicolaou y posteriormente se identificaron, diferenciaron y
cuantificaron las células obtenidas, a razon de tres muestras por macho por vez. El
muestreo se realizo cada 30 dias por un periodo de 12 meses.

De los resultados se obtuvo un promedio por tipo de células y por nlimero de muestreos y
se graficaron los resultados, posteriormente se les realizd una evaluacion mediante la
prueba de varianza analizando: seropositividad, el tipo de células y el tiempo transcurrido

a partir del primer muestreo (SPSS 12.0).

5.2.1. Procedimiento para la realizacion de la tincion de Papanicolaou.
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g)

h)

3

k)
D

Las laminillas se fijaron con OH metilico por 10 min y se secaron al aire.

Se rehidrataron con agua destilada por 1 minuto.

Se tifieron con hematoxilina por 1 min y posteriormente se elimino el exceso con
agua corriente.

Se aplicaron 2 lavados con OH etilico al 96% por 2 min cada uno.

Se sumergieron en una solucion de OG6 (orange Gal 1% en OH al 96%) por 2
minutos.

Se aplicaron 2 lavados con OH al 96% por 2 minutos.

Se sumergieron en una solucion de EA (eosina al 0.5%, pardo Bismark al 0.5% y
verde brillante al 0.5%) por 3 minutos.

Se aplicaron 2 lavados con OH al 96% por 5 minutos.

Se aplico un lavado con OH absoluto por 2 minutos.

Se sumergieron en una solucion de OH absoluto con xilol en una proporcion de
50/50 por 2 minutos.

Se sumergieron después en xilol, 2 bafios por 2 minutos.

Se montaron con resina y se dejaron secar para su posterior observacion.

5.3. Pruebas Inmunocitoquimicas.
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5.3.1. Inmunocitoquimica.

La técnica de Inmunocitoquimica se realiza mediante el bloqueo previo de la peroxidasa
enddgena y de proteinas utilizando para esto suero fetal caprino, suero anti raton- anti
conejo (los cuales pudieran interferir en la lectura) para este estudio se utilizo el antigeno
(anti p28 para la deteccion de AEC) marcado con peroxidasa, y la adicion del complejo
avidina-biotina para potencializar la unidén antigeno-anticuerpo, posteriormente se
adiciona un cromégeno (diamino-bencidina) para la deteccion del provirus,
manifestandose de con una coloracién marron, a continuacion se realizo una contratincion
con hematoxilina de Harris para una mejor observacion. Debido a que es una tincion
permanente, puede contrastarse y evaluarse al microscopio de luz; por lo que, el material
puede archivarse por afios y la intensidad de la reaccién permanece constante. Al utilizar

anticuerpos monoclonales se logra una mejor especificidad (Coll, 1993).

El antigeno viral de AEC se ha detectado en tejidos de diferentes o6rganos (pulmon,
cerebro, medula espinal, glandula mamaria y medula d6sea) en estudios realizados en
animales asintomaticos los cuales resultaron ser positivos al virus, por métodos similares
de inmunohistoquimica y en cultivos celulares por medio de inmunocitoquimica con el
antigeno monoclonal recombinante p17, p28 (Storset, et al, 1997; Milhau, et al, 2005;
Grossi, et al, 2005), ademas de haber detectado el antigeno por medio de la técnica de
Western blott, la presencia del virus se ha comprobado por medio de la técnica de PCR
realizada por Rodriguez, 2008, durante otro estudio a los mismos animales resultando

positivos.

5.3.2. Procedimiento utilizado para la técnica inmunocitoquimica.

a) Se fijaron las muestras en acetona por 10 min.
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g)

h)

3
k)
D

Se hidrataron con solucion buffer fosfatada (PBS) por 5 min

Se bloqueo de la peroxidasa endogena con perdxido de hidrogeno al 3% por 30
min a T° ambiente.

Se lavaron con PBS 3x5 min

Se bloquearon receptores inespecificos con suero fetal caprino en relacion 1:20 (1
parte de suero por 20 partes de PBS) por una hora.

Se lavaron con PBS 3x5 min.

Se agrego el monoclonal anti AEC » 1:200 (1 parte de monoclonal por 200 partes
de PBS-BSA (albumina sérica bovina)) = 1:10 =(1ul monoclonal anti p28 + 9ul
PBS — BSA 0.1%);> 50 ul (1:10) + 950ul PBS —BSA al 0.1% por 2 h.

Se lavaron con PBS 3x5 min.

Se adiciono Link (anti raton- anti conejo) 10 min.

(mouse/rabbit immunodetector HRP/DAB Detection System. Bio SB CA.USA)
Se lavaron con PBS 3x5 min.

Se agregd Avidina-Biotina por 10 min.

Se lavaron con PBS 3x5 min.

m) Se reveld en el microscopio con diamino-bencidina (DAB) 20 ul » cromogeno

n)
0)
p)
Q)

DAB.

Se inactivaron con agua.

Se contra tifieron con Hematoxilina por 1 min.

Se retiro el exceso con agua corriente, dos lavados.
Se sumergieron en carbonato de litio por 1 min.

Se lavaron con agua 1 vez.

Se sumergieron en OH 90% por 2 min.

OH 96% 2min.

OH 100% 2 min.

OH 100% + Xilol 50 / 50 2 min.

w) Sumergieron en Xilol por 2 min.

X)

Sumergieron en Xilol hasta montar con resina.
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6.1. Células prepuciales.

Las muestras de los lavados prepuciales se realizaron de acuerdo a lo planteado en el
punto 5 solo que en el muestreo VII, se perdid uno de los animales positivos por muerte
natural. Los conteos se realizaron con 2 observaciones mensuales en ambos grupos. Asi
el tipo de células que se obtuvo fue un promedio por tipo celular tomando en cuenta
animales seronegativos y seropositivos: asi seronegativos parabasales 15%, intermedias
38%, superficiales 47%; seronegativos neutréfilos 90%, linfocitos 65 y macrofagos 4%;
seropositivos parabasales 9%, intermedias 39% y superficiales 51%; seropositivos
neutrofilos 90%, linfocitos 6% y macrofagos 4%. Al andlisis de varianza utilizando el
programa SPSS no se encontrd una diferencia significativa entre los tipos celulares ni

entre los individuos positivos y negativo. (Fotos 1,2, 3 y 4).

Foto 1. Células epiteliales bajo la técnica de Papanicolaou. Enla
siguiente imagen se observa un grupo de células propias del epitelio

prepucial (I: intermedias, S: superficiales, L: linfocitos. 100 X).

Foto 2. Macrofago y neutroéfilos bajo la técnica de Papanicolaou. En
la imagen se observa un macréfago (MQ) y un conjunto de neutroéfilos (N).

100 X.
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Foto 3. Tonalidades adquiridas bajo la técnica de Papanicolaou. En
esta imagen podemos apreciar células intermedias, neutrofilos, macrofagos y

células parabasales (P). 100X.

Foto 4. Proporcion de neutrofilos y macréfagos. En la imagen
observo la proporcion de neutrofilos y macréfagos encontrados en los

muestreos. 100X.
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Grifica 1. Promedio de células parabasales. En la grafica se aprecia el promedio de
células parabasales encontradas en los muestreos realizados durante doce meses. Aun
cuando en las graficas los promedios se observan muy disparados, en algunos conteos, al

estudio bioestadistico no hay significancia.

Grifica 2. Promedio de células intermedias. Células intermedias encontradas en
los animales experimentales. De igual manera aqui se observan las proporciones

promedio de células intermedias encontradas en los muestreos realizados.

Graifica 3. Promedio de células superficiales. A medida que las células van
madurando el nivel de desprendimiento es mayor y en proporciones mas homogéneas

entre individuos.
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Grifica 4. Promedio de neutréfilos. En esta grafica podemos apreciar el promedio de
neutrofilos detectados durante los muestreos, observamos una uniformidad en el nimero de

células que se encuentran de manera regular protegiendo el epitelio.

Griafica 5. Promedio de linfocitos. Aunque en esta grafica las proporciones entre un

muestreo y otro parecen ser inconstantes, el nivel de significancia no fue relevante.

Grifica 6. Promedio de macréfagos. En esta grafica al igual que en la de

los neutrdfilos el nimero de células es constante en el epitelio.
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Desviacion | Error 95% Intervalo de confianza | Varianza entre
estandar | estandar de medias componentes
Limite mas | Limite mas
bajo alto
Leucocitos
Total 02806 | 00345 8972 9110
Modelo Efectos 02649 | 00326 8976 9106
fijos
Efectos al .00429 8946 9135 .00009
azar
Linfocitos
Total 02313 | 00285 0557 0670
Modelo Efectos 02209 | .00272 0559 0668
fijos
Efectos al 00341 0538 0689 .00005
azar
Macrofagos
Total 01338 | 00165 0299 0365
Modelo Efectos 01280 |  .00158 10300 0363
fijos
Efectos al 00196 0289 0375 00002
azar
Parabasales
Total 10043 | 01236 0964 1457
Modelo Efectos 09862 | 01214 0967 1454
fijos
Efectos al 01342 0915 1506 100039
azar
Intermedias
Total 11017 | 01356 3628 4169
Modelo Efectos 10952 | 01348 3628 4169
fijos
Efectos al 01395 3592 4205 00015
azar
Superficiales
Total 14908 | 01835 4447 5180
Modelo Efectos 15492 | .01907 4431 5196
fijos
fzfzf“’s al 01907(a) | 4394(a) 5233(a) -00191

Tabla 1. indice de varianza. Los resultados del indice de varianza muestran que el nivel de significancia es inferior al 0.0 %, lo que
indica que la diferencia entre los tipos celulares y los individuos positivos y negativos no es relevante (elaborada con el método estadistico

SPSS, Anova).
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6.2. Inmunocitoquimica.

A las muestras se les realizO un andlisis inmunocitoquimico con anticuerpos
monoclonales los cuales detectaron la proteina p28 del virus de AEC para evidenciar la
presencia del virus en las células colectadas, manifestandose la coloracion marrén
caracteristica en el citoplasma de células intermedias y superficiales del prepucio en los

animales positivos.

5

Foto 5. Células intermedias sometidas a la técnica de inmunocitoquimica. En la
fotografia se muestran células epiteliales de un animal positivo (I +: intermedia

positiva e I -: intermedia negativa). 100X.

Foto 6. Células epiteliales de un animal positive. Células epiteliales de
un animal positivo bajo la técnica de inmunocitoquimica (S: superficiales).

100X.
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Foto 7. Contraste de coloracion entre una célula positiva y una célula
negativa. Marcaje especifico en célula intermedia por la técnica de

inmunocitoquimica 100X

Foto 8. Célula intermedia con marcaje positivo. Al observar los neutréfilos se
aprecia que no hubo marcaje inespecifico lo que indica que la prueba se realizé de

forma correcta. 1000X.

Foto 9. Células epiteliales de un animal negativo. Células epiteliales de un
animal negativo en donde no se observa la reaccion Ag — Ac de la técnica

inmunocitoquimica. 400 X. 41



10

Foto 10. Ausencia de reacciéon Ag-Ac en un animal negativo. Otro

conjunto de células de un animal negativo en donde no se observa reaccion

Ag-Ac. 100X.
Animales + Parabasales Intermedias Superficiales
4 11.1 6.0 6.2
5 0 2.7 3.9
6 0 3.0 3.9

Tabla 2.- Conteo promedio de células epiteliales marcadas.

Se realizaron conteos de células epiteliales marcadas de los animales positivos a AEC (a la prueba de

inmunocitoquimica), efectuandose un conteo de 100 células por muestreo; en cada cuadro se muestran

los promedios obtenidos por tipo de célula en el total de los conteos.
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La descamacion de células epiteliales es un proceso normal (Alzola, 2002). Este proceso
fisioldgico se da en el epitelio del aparato reproductor del hombre y de los animales
(Berkovitz, et al, 1995), de la misma forma sucede en los pequefios rumiantes (Acosta,
2006). De este modo podemos sefialar que los tipos celulares encontrados en las
muestras del tracto reproductor de los machos (tanto positivos como negativos)
corresponden a los que se encuentran en una citologia normal del epitelio prepucial de
otras especies como en el humano, el bovino y el ovino (Alzola, 2002); asi en este
estudio el nimero de neutrdfilos, linfocitos, macrofagos y células epiteliales de animales
seropositivos no mostraron una diferencia estadistica significativa en comparacion con los
animales seronegativos durante todo el periodo de estudio. Existen estudios sobre conteos
sanguineos de células leucocitarias en caprinos de Estados Unidos, el Reino Unido y
México, encontrandose mayor concentracion de linfocitos a diferencia de otras células, en
animales de diferentes edades (Smith and Sherman, 1994); sin embargo en este
experimento se denotaban mas células epiteliales superficiales y neutrdfilos en ambos
grupos, siendo que estos ultimos estan presentes en casos agudos de infecciones
bacterianas (ningun animal de este estudio presento un proceso infeccioso), ademas de
conformar la primera linea de defensa, tal como también se les reconoce a los macréfagos
en los tejidos. (Abbas, 1991; Celada, 1994; Comalada, 2002); en otros estudios Acosta
2006 no detectd diferencias significativas en el numero de células leucocitarias en
distintas partes del tracto reproductor del carnero. Otros investigadores llevaron a cabo
estudios en cabras Saanen determinando el nimero de células leucocitarias durante el dia
y observando que la concentracion cambia en promedio cada 3.5 hrs. durante el dia,
siendo mayor la concentracion en la tarde (Solis, et al, 1992), cabe sefialar que se toman

estas referencias debido a que no existen estudios similares en machos.

La técnica de inmunocitoquimica ha permitido detectar antigenos virales en diferentes
enfermedades (Toro y Llombart- Bosch, 2005), este método inmunohistoquimico
también a sido factible utilizarlo en aparato reproductor de hembra, con el fin de detectar
la proteina L1 del virus del papiloma humano (PVH) en biopsias de cuello uterino.
Buendia, et al/, 2005; utilizando la inmunohistoquimica detectdé la p28, en cotiledones

de cabras gestantes seropositivas al virus de AEC.

Las técnicas inmunocitoquimicas han resultado ser muy eficientes para la deteccion de

distintos antigenos como lo encontrado en otro estudio inmunohistologico realizado por
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Lertora, et al, 2003, que con un método semejante detecté el virus de Diarrea Viral
Bovina en biopsias de piel, obteniendo resultados positivos al monoclonal; asi como
también Benavides, et al, 2006; realizO pruebas inmunohistoquimicas con Ac
monoclonales anti p27 en cortes de pulmon de ovino embebidos en parafina detectando

los Ag virales de MV.

El ADN proviral de los lentivirus de pequefios rumiantes es eliminado de manera
intermitente en epididimo por el eyaculado seminal (Peterson, et al, 2008). Asi mismo
Martinez 2003; describe que el virus no parece producir efecto citopatico en ampula,
glandula bulbouretral y vesicula seminal, Ali Al Ahmad, et al/, 2008; Peterson, et al,
2008, en diferentes estudios han demostrado la presencia de lentivirus en glandulas
accesorias de machos ovinos y caprinos utilizando las técnicas de PCR, RT PCR,
Hibridacion in Situ y un conteo por Citometria de flujo. En el presente estudio no se
encontrd la presencia de sincitios ni anormalidades celulares tal como ocurre en tejido

sinovial (Trujillo, ef al, 2004a).

En la literatura no existen estudios parecidos en pequefios rumiante sobre la importancia
de las células epiteliales (parabasales, intermedias y superficiales) del prepucio caprino;
por lo que, se hicieron los comparativos con lo estudiado en hembras, lo reportado de

otras especies como el ovino.

Asi el antigeno viral de AEC se logrd detectar en las células intermedias y superficiales
del prepucio. El hecho de no observar lesiones ni producir alteraciones en las células
epiteliales, puede contribuir a la diseminacion del virus por animales con infeccion
subclinica (Yasunaga, et al, 2007; Shehu-Xhilaga, et al, 2007; Ali et al, 2007).  Asi
mismo Martinez, et al, 2005; Arcila et al, 2007 en diferentes estudios demostraron la
presencia de antigeno viral de AEC en vesiculas seminales por inmunocitoquimica,
ademas de que no encontraron lesiones por este virus, confirmando lo realizado en el

presente trabajo.

Al estudio inmunocitologico se detectd el patron marron en el citoplasma de las células
epiteliales en los animales positivos con la técnica de inmunocitoquimica apoyada con

anticuerpos, monoclonales contra la proteina p28 (Buendia, et al, 2005). Esta misma
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proteina ya fue detectada con anterioridad en tejido epitelial del aparato reproductor de

hembra (Ali Al Amhad, ef al, 2007), no asi en el tejido epitelial del prepucio.
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a)

b)

Se logro obtener células epiteliales del prepucio caprino mismas que se logro
identificar. Asi mismo se identificaron las diferentes morfologias y estadios de
las células prepuciales por medio de la técnica de Papanicolaou. No se encontro
diferencia significativa en el conteo leucocitario de  animales positivos
(serolégicamente) a AEC y animales negativos; por lo que podemos concluir que
la técnica de Papanicolaou es efectiva para las pruebas de diferenciacion e

1dentificacion celular.

Se detectd la presencia de antigeno viral por inmunocitoquimica en células
epiteliales intermedias y superficiales del prepucio caprino; por lo tanto esta
prueba es un método importante para la deteccion del provirus, aunque sus costos

la hacen poco accesible y solo puede ser utilizada con fines de investigacion.
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