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RESUMEN

El diagndstico de Lentivirus de Pequefios Rumiantes (LVPR) en México se realiza
principalmente por serologia mediante inmunodifusion en agar gel (IDAG) y/o ELISA
indirecta. Las pruebas son importadas y el antigeno utilizado en éstas es extraido de
cultivos celulares o son proteinas virales recombinantes. El objetivo de este trabajo fue
replicar un LVPR silvestre, obtenido de una cabra naturalmente infectada y determinar
el tiempo Optimo de produccion viral. Se obtuvo una provision de virus a partir de
macrdfagos de sangre periférica co-cultivados con células de membrana sinovial de feto
caprino (MSFC). Se llevé a cabo una cinética de crecimiento viral a los dias 3, 5, 7,14 y
21 en células MSFC infectadas con una suspension concentrada del virus y se determind
el tiempo de aparicion de sincicios. Se semipurificd el virus de los sobrenadantes de las
células infectadas mediante un colchdn de sacarosa. Las proteinas del virus ya lisado
por accion de RIPA, acido dioxicolico y B2 mercapto etanol fueron separadas en un gel
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS) al 12% y se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa para realizar un Western blot (Wb).Los
resultados obtenidos muestran la presencia de sincicios a los dias 7, 14 y 21
encontrandose un mayor numero de sincicios y nucleos por célula al dia 14. Asimismo
se identificaron proteinas de 45, 66 y 135 kDa durante todo el experimento y una de
28 kDa sélo al dia 21, Ademas cuando se encontrd el mayor nimero de sincicios se
observo una mayor intensidad de las proteinas virales en el Wb. Se concluye que al dia
14 post-infeccién se obtiene la mayor produccién de antigeno de LVPR silvestre y

podria ser utilizado en el diagndstico de LVPR en México.



1. INTRODUCCION

La Artritis Encefalitis Caprina (AEC) y la Neumonia Progresiva Ovina o Maedi-Visha
(MV) son enfermedades infecciosas causadas por Lentivirus de Pequefios Rumiantes
(LvPR) (Narayan et al., 1993; Kim et al., 2004).

La AEC ha sido descrita en Estados Unidos, Canad4, Australia, Francia, Nueva
Zelanda, Suiza, Kenia, Gran Bretafia y México, entre otros paises. Tiene el riesgo de
difundirse a otras regiones a traves el comercio internacional de caprino (Trigo et al.,
1999; Baba et al., 2000).

El MV fue descrito por primera vez en Sudafrica, en 1915; posteriormente se report6 en
los Estados Unidos de Norteamérica en 1923 y 15 afios después en Islandia. A partir de
entonces la infeccién se ha reportado en la mayoria de los paises en donde se crian
ovinos incluyendo Bélgica, Canada, Francia, Alemania, Holanda, Espafia, Italia, Grecia,
Hungria, Bulgaria, Rumania, Suiza, Israel, Kirguisa, Rusia , Kenia, India, Sudéfrica,
Estados Unidos y Peru (Nord et al., 1998; Saenz , 2005 ).

1.1 Agente Etiologico

Los LVPR pertenecen a la Familia: Retroviridae, Subfamilia: Orthoretrovirinae del
género Lentivirus (Tablal).Poseen una forma icosaédrica, miden de 80-130 nm de
diametro, son virus que contienen una envoltura lipidica y un genoma de ARN de
cadena sencilla; tienen 3 genes estructurales que del extremo 5' al 3' del genoma se
denomina gag, pol y env; cuenta con tres genes reguladores (vif, vpr-like y rev) y unas
zonas ricas en sitios de union a factores de transcripcion denominadas LTR (Figura 1).(
Murphy,1999;Perdigones,2004).

1.1.1 Genes estructurales
El gen gag (Antigeno especifico de Grupo) contiene informacion para tres proteinas,

p25 (CA) proteina de la capside, pl4 (NC) proteina de la nucleocapside, p17 (MA)

proteina de matriz que une la capside y la envoltura .El gen pol (Polimerasa) contiene la


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Baba%20SS%22%5BAuthor%5D

informacidn necesaria para la sintesis de transcriptasa inversa (RT) que permite la
transcripcion del ARN virico en ADN (Perdigones, 2004; Saltarelli et al., 1990).

Tabla 1.Clasificacion Taxondmica de los Retrovirus

FAMILIA SUBFAMILIA GENERO ESPECIE
Retroviridae | Orthoretrovirinae Alfaretrovirus Virus del Carcinoma Aviar Mill Hill
tipo 2

Virus de la Leucosis Aviar
Virus de la Mieloblastosis Aviar
Virus del Sarcoma Aviar CT10
Virus del Sarcoma Fujinami
Virus del Sarcoma de Rous
Virus del Sarcoma de UR2
Virus del Sarcoma Y73

Betaretrovirus

Retrovirus Jaagsiekte del Borrego
Virus de Langur

Virus del Mono Mason-Pfizer

Virus del Tumor Mamario del Raton
Retrovirus del Mono Squirrel

Deltaretrovirus

Virus de la Leucosis Bovina
Virus Linfotrépico-T del Primate 1,2 y
3

Epsilonretrovirus

Virus del Sarcoma Epidermal de
Walleve

Virus de la Hiperplasia Epidermal del
Walleve 1y 2

Gammaretrovirus

Virus Leucemia Felina

Virus del Sarcoma Murino

Virus del Sarcoma Felino

Virus de la Leucemia del Mono
Oncovirus tipo-C del Cerdo de Guinea

Lentivirus

Virus de la Inmunodeficiencia Bovina
Virus Maedi-Visna

Virus de la Artritis Encefalitis Caprina

Virus de Anemia Infecciosa Equina
Virus de la Inmunodeficiencia Felina
Virus de la Inmunodeficiencia
Humana 1y 2

Spumaretrovirinae

Spumavirus

Virus Espumoso del Bovino
Virus Espumoso del Equino
Virus Espumoso del Felino
Virus Espumoso del Macaco
Virus Espumoso del Simio

(ICTV, 2009)




La proteasa (PR) actua sobre los precursores proteicos para escindir las proteinas, endonucleasa
y la integrasa (IN) la cual permite la insercion del ADN virico en el ADN de la célula
hospedera DUTPasa, lo que disminuye la frecuencia de las mutaciones de guanina a adenina
(Groner et al., 1982; Clavijo et al., 1996).

El gen env (Envoltura) codifica la glicoproteina gp160. En el interior de la célula hospedera, la
gp160 se une a la glicoproteina de superficie gp135 (SU) de un extremo que sobresale de la
particula virica; entonces la gp45 (glicoproteina de transmembrana TM) se encarga de anclar a
la gp135 a la envoltura (Saltarelli et al., 1990; Pepin et al., 1998).

1.1.2 GENES REGULADORES

El gen tat (transactivador) codifica para las llamadas proteinas transactivadoras. Este es
indispensable para la replicacion viral tanto in vivo como in vitro. Este gen procesa funciones
como la capacidad de bloquear el proceso del ciclo celular en la fase G (2). Aunque
frecuentemente se cree que las funciones que realiza son més parecidas al gen vpr (vp-like) el
gen vif (factor viral de infeccion) codifica una proteina reguladora Ilamada factor de
infectividad viral, gracias a la cual las particulas viricas adquieren su poder infectante. El gen
rev (regulador de la expresion de proteinas virales) produce una proteina de 19 kDa capaz de
atravesar la membrana celular que transporta ARN mensajero del ndcleo al citoplasma,
haciendo al ARNm viral disponible para la traduccion. Este gen es indispensable para la

replicacion viral (Saltarelli et al., 1990; Murphy et al., 1999).

1.2 REPLICACION VIRAL

Cuando la particula virica entra en contacto con una célula susceptible, se produce un
anclaje de la gp135 (SU) con los receptores celulares, produciéndose la fusion entre la
membrana celular y la envoltura virica. Tras esta fase de adsorcion y penetracion, la
nucleocapside queda liberada en el citoplasma y es entonces cuando comienza el
proceso de retrotranscripcion.En el citoplasma de la célula del hospedero la
transcriptasa inversa transcribe el ARN virico en una doble cadena de ADN,
prolongando ambos extremos del genoma virico con las LTR, consiguiendo penetrar en
el nacleo celular. Posteriormente, la endonucleasa/integrasa inserta la copia de dicho

ADN en el ADN de la célula. Cuando el genoma viral estd integrado en el genoma



hospedador recibe el nombre de provirus (Saltarelli et al.,1990; Mselli-Lakhal et al.,
2000).

gpl35 su
Gen env
gp45 T™M
Gen env
pl7 MA
Gen gag
p25 CA
Gen gag
pld NC
Gen gag

p10 PRO
Gen pol

p66 RT

Gen po/
p32 IN
Gen pol

PRO RT DUTPA INT
P66 = p32

Figura 1 .Morfologia y estructura de los Lentivirus de Pequefios Rumiantes

p: proteina, gp: glicoproteina, gag: antigeno especifico de grupo, pol: polimerasa, env: envoltura, Vif:
factor de infectividad viral, Tat: transactivador, Rev: Regulador de la expresién de proteinas virales,
Int:iintegrasa, MA: matriz, CA: capside, NC: nucleocapside, SU: superficie, PRO: proteasas,

RT:transcriptasa inversa y INT: integrasa/ endonucleasa, Tomada de Ramirez (2002).



La zona en la cual se localiza el punto de integracion es aleatoria y cada célula solo
integra una copia del genoma virico (Petursson et al., 1976; Narayan et al., 1993).

El provirus queda completamente estable dentro del genoma celular y dependiente de la
maquinaria de transcripcion celular, propiciando una produccion viral baja. Mas tarde,
las llamadas proteinas transactivadoras, codificadas por el gen tat, pueden incrementan
los niveles de expresion del virus (Groner et al., 1982; Cann et al., 1997).

La mayor parte de las proteinas codificadas por gag y pol se sintetizan en los
polirribosomas libres del citoplasma celular a partir de una molécula completa de ARN,
mientras que las proteinas de la envoltura lo hacen en el reticulo endoplasmico rugoso
quedando unidas a la bicapa de la membrana celular (Kim et al., 2004;Dunham, et al.
,2008).

El ensamblaje se da cuando el precursor gag se une por su extremo carboxi-terminal
(futura proteina NC) con el ARN genomico y por su region media (futura proteina CA)
con otras proteinas viricas, por su extremo amino terminal (futura proteina MA) con la
membrana celular. Al mismo tiempo, las proteinas de la superficie, que ya se
encuentran en la estructura de la membrana celular del reticulo endoplasmico rugoso, se
incorporaran al conjunto y se libera por gemacion una particula virica inmadura. Tras
una protedlisis final en la propia particula virica, el virion madura (Quérat et al., 1999;
Perdigones ,2004).

intesis de proteinas o
o v Liberacion
° ° Ensamblaje ~ s

o o

Retro-transcripsion RT
Doble cadena sencilla de DNA

Adhesién

Nucleo

A <G / \ Integracién a DNA
r, { w cadena huésped

A

RNA

Célula Huésped -

Figura 2. Ciclo de replicacion de los Retrovirus
Modificado de Zapata et al., 2006.



1.3 VARIABILIDAD GENETICA

La replicacion viral conlleva una alta frecuencia de mutaciones puntuales, no obstante
los genes gag, pol y ciertas partes del gen env estan conservados. Sin embargo, otras
partes del gen env, principalmente en las regiones que codifican los sitios en donde se
unen los anticuerpos, son altamente variables. También existe una elevada frecuencia de
recombinacion entre genomas de retrovirus en células doblemente infectadas, dando
lugar a las llamadas cuasiespescies, las cuales se definen como una poblacion de
variantes antigénicas entre las cuales sélo una predomina. Su presencia se atribuye a que
la polimerasa del ARN tiene altos porcentajes de errores y carece de mecanismos de
correccion; esto influye directamente en el tamafio y en la integridad de la
cuasiespescie, teniendo como resultado una gran heterogeneidad genética. El tipo de
virus que infecta originalmente a la célula persiste en el animal, coexistiendo con las
nuevas variantes. Esta variabilidad no es sdlo un instrumento del virus para evadir la
respuesta inmune del hospedador, si no también puede estar involucrado entre las
infecciones cruzadas entre ovinos y caprinos. EXisten estudios de transmision
bidireccional de los LVPR en hatos mixtos de ovejas y cabras seropositivas a CAEV y
también se ha aislado este mismo virus en hatos de Gnicamente ovejas (Morin et al.,
2003; Shah et al 2004; Erhouma et al., 2008).

La existencia de una gran variabilidad genética en los LvPR ha dado como
consecuencia un gran namero de estudios que describen las relaciones filogenéticas
entre ellos, siendo una herramienta que permite estudiar la relacién histérica entre los
genes virales, tratando de establecer un ancestro comin. Basados en las secuencias
genéticas de gag y pol de diferentes aislados, se ha dividido a los LvPR en cinco
grupos genéticos designados con las letras A -E, los cuales difieren genéticamente entre
un 25% y 37% entre si y éstos, a su vez, se dividen en subgrupos para el caso de los
tipos A, B y E. Se han descrito nueve subtipos para el tipo A, de Al - A9; para el tipo B,
se han identificado tres subtipos, de Bl — B3; finalmente para el subtipo E se han
descrito dos subtipos E1 y E2 (Shah et al., 2004).Tabla 2.

En México se han reportado estudios de secuenciacion en pequefios rumiantes y se ha
detectado infeccion cruzada entre ovejas y cabras por LVPR en un rebafio mixto,
encontrando que el virus que circulaba en el rebafio pertenece al subtipo de B1,



comunmente identificado en cabras, compatible con virus del tipo artritis y caprinos
encefalitis (VAEC) el cual se pensaba que solo se presentaba en cabras (Ramirez et al.,
2010).



Cuadro 2. Clasificacion de LvPR segun el tipo genético considerando las regiones genéticas gag y pol (,Sahah et al., 2004, Reina et al.,2006, Reina et al.,2009 Gjerse et
al.,2009, Park JE et al .,2010,)

Grupo propuesto A
Subtipo Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9
Caracteristicas Virus Aislado en | Aislado en Aislado | Aislado | Aislado en | Aislado | Aislado en Aislado en
parecido a Norte Portugal, ensuiza | en Suiza | el surde en Italia de Italia de
MV de América de | Suizay de de Francia del | Suiza caprinos ovinos
Francia ovinos Sudafrica de | caprinos | caprinos. | caprinosy de
aislado de caprinos y y ovinos. caprinos
caprinos y ovinos. ovinos.
ovinos.
Grupo propuesto B C D E
Subtipo Bl B2 B3 El E2
Caracteristicas Aislado en | Aislado de Aislado de Aislado de Identificado | Aislado en Aislado en
Portugal, ovinos del ovinos en cabray en ovinos Italia de Italia de
Espafa sur de Italia. ovinos en en Espafiay | caprinos caprinos
Suiza, Franciay Noruega Suiza
Sudaéfrica, Espafia
Chinay
Corea de
caprinos y
ovinos



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Park%20JE%22%5BAuthor%5D

1.4 TROPISMO CELULAR DE LvPR

Los miembros pertenecientes al género Lentivirus presentan diferencias en el tropismo
celular y en el desarrollo de la enfermedad, por lo que se distribuyen en dos grupos: el
primero comprende al Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH),Virus de la
Inmunodeficiencia del Simio(VIS) y Virus de la Inmunodeficiencia Felina (VIF), los
cuales se replican en macrofagos, causando un sindrome de inmunodeficiencia
adquirida y una enfermedad 6rgano-especifica afectando pulmones , sistema nervioso
central (SNC) y tracto gastroenterico . El segundo grupo esta formado por El Virus de la
Anemia Infecciosa Equina (VAIE) y Lentivirus de Pequeiios Rumiantes (VAEC y
VMV); en eéstos, el virus se replica predominantemente en macréfagos, infecta a
linfocitos y causa una enfermedad Organo-especifica en glandula mamaria, SNC,
pulmon vy articulaciones (Zapata et al, 2006; Reina et al., 2009; Mochizuki H et al.,
2011).

1.5 TRANSMISION

El virus se transmite principalmente por via calostral. La transmision se ve favorecida
por el reclutamiento de células mononucleares infectadas en la glandula mamaria. De
este modo, la cria puede ser infectada con su primera toma de calostro, ya que su
intestino presenta una alta permeabilidad a los productos ingeridos en las primeras horas
de vida (Blacklaws et al., 2004).

Otras fuentes de infeccion son por agua de bebida y/o comida contaminada con
secreciones corporales y aerosoles. Se presentan frecuentemente en animales en
condiciones de hacinamiento donde la sobrepoblacion del corral y la mala ventilacion
pueden facilitar la exposicion al virus; no se descarta la “transmision iatrogénica” que
se da por el uso de agujas infectadas y tatuadores (Blacklaws, et al, 2004., Pisoni, et al.,
2007).

El ambiente uterino se sospecha como una manera de infeccion para el feto ya que se
han reportado casos en los que varios animales recién nacidos separados de la madre al
momento del nacimiento, alimentados con leche pasteurizada y sustitutos de leche

presentaron infeccion; asimismo, se ha podido aislar el virus de corderos obtenidos por

10


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mochizuki%20H%22%5BAuthor%5D

cesarea , aun despues de haberlos mantenido aislados por 8 a 9 meses, encontrando una

seroconversion (Cuplin et al., 1981;Blacklaws et al.,2004; Reina et al., 2009).

Algunos autores sugieren la presencia del virus en células mononucleares en el semen
y esto puede verse facilitado en procesos inflamatorios como los ocasionados por la
presencia de la bacteria Brucella ovis co-infectando el tracto reproductor del macho,
causando una epididimitos atrayendo ala zona de inflamacion leucocitos y macréfagos
infectados. Asimismo, existen estudios recientes que han demostrado la eliminacion
intermitente de ADN proviral de LVPR en el semen, que junto a el contacto hembra-
macho, pueden ser un factor relevante en la transmision. (Blacklaws et al., 2004;
Martinez et al., 2004; De la Concha, et al, 2006; Reina et al., 2008).

1.6 PATOGENIA

Las infecciones por lentivirus son crénicas y generalmente transcurren varios afos entre
el momento de la infeccién y la manifestacion de signos clinicos; Anteriormente se
pensaba que estos virus producian una infeccion latente sin existir replicacion viral por
largos periodos de tiempo. Recientemente se ha estudiado en animales recién nacidos el
virus proveniente del calostro. Este virus pasa a las células mononucleares como
provirus en las placas de Peyer y posteriormente viaja a ganglios mesentéricos via
linfatica (Brodie et al., 1994; Pretziuso et al., 2004).

Las células dendriticas juegan un papel importante en la transferencia del virus al tejido
linfoide, viajando por la linfa aferente hasta los ganglios correspondientes, en donde el
virus puede replicarse y pasar al torrente sanguineo, distribuyéndose a diferentes

organos (Nayaran et al., 1987; Ramirez, 2010).

En el animal infectado se estimula el sistema inmune dando lugar a la sintesis de
anticuerpos, produciendo seroconversion. Tras una viremia inicial, la infeccion entra en
un periodo de latencia que puede durar semanas 0 meses. Posteriormente el virus al

replicarse puede ser captado por células presentadoras de antigenos.
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Estas Ultimas se rodean de linfocitos a los que presentan los epitopos, dando lugar a
focos de inflamacion con infiltracion linfocitaria que se observan en tejidos blancos las
cuales inducen la aparicion de signos (Petterhans et al., 2004; Gijerset et
al.,2007).Figura3.

Sinologia clinica

Seroconversién

] l
| |

T r

Infeccion Inicio de las lesiones Muert
Latencia uerte

Figura 3. Evolucion de la infeccion de LvPR
Tomado de Ramirez 2010.

1.7 RESPUESTA INMUNE

La respuesta inmune puede ser a mediano Yy /o largo plazo, mediante procesos
inflamatorios que pueden facilitar la persistencia del virus en el hospedero y aumentar
los efectos patoldgicos del virus. Las células blanco son las de la linea monocito-
macrofago, junto con las células dendriticas. Estas células son las primeras en captar
antigenos y presentarlo a los linfocitos T especificos. La infeccion en el macréfago
puede causar una inadecuada repuesta en el sistema inmune, no sélo hacia los LVPR,

sino también a otros patogenos (Zink et al., 1987; Ding et al., 1997).

La maduracion de monocito a macrofago estd asociada normalmente con infiltracién a
los tejidos, la cual esta intimamente relacionado con un aumento de replicacion viral.
Sin embargo, las células infectadas en forma latente (monocitos) son capaces de
diseminar el virus a diferentes drganos, permitiendo eludir la respuesta inmune del
hospedador. A este mecanismo se le denomina “El caballo de Troya” (Pétursson et al.,
1985; Van Maanen et al., 2010).
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La respuesta humoral, induce la sintesis de anticuerpos especificos fijadores del
complemento y neutralizantes. Los primeros anticuerpos en aparecer, ya sea por una
infeccion natural o experimental, son los anticuerpos precipitantes, siendo la deteccion
de estos anticuerpos entre las semanas 1 y 8 post infeccion. Los anticuerpos
neutralizantes se detectan entre el primero y quinto mes post-infeccion, asimismo se ha
demostrado que los virus altamente citoliticos producen una mayor respuesta de
anticuerpos neutralizantes (Sihvonen et al., 1981; Klein et al., 1985; Pepin et al., 1998).

Sin embargo se considera que los anticuerpos neutralizantes no son eficientes para
eliminar la enfermedad, ya que los LVPR tienen una alta capacidad de mutacion que
propicia la aparicion de variantes antigénicas. Asimismo, algunos epitopos virales
pueden ser “secuestrados” por moléculas de carbohidratos y pasar desapercibidos por el

sistema inmune del hospedador (Kennedy et al., 1986; Ramirez ,2010).

La respuesta celular se presenta entre 1 y 4 semanas post infeccion y vuelve a los
niveles basales después de 4 semanas. Este reconocimiento es posible gracias al
complejo mayor de histocompatibilidad, las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de tipo Il se encuentran en las células presentadoras de antigeno
(CPA), tales como las células dendriticas, fagocitos mononucleares o linfocitos B (LB).
Como respuesta al reconocimiento de los complejos antigeno-CMH, los LT CD4+ se
generan estimulos para la proliferacion y diferenciacion de linfocitos T vy linfocito B
(Griffin et al., 1978; Perdigones., 2004).

Los LT CD8+ ejercen su funcion destructiva frente a células infectadas via péptidos
asociados a las moléculas del complejo mayor CMH tipo | y (Narayan et al., 1983;
Tosrsteinsdottir et al., 2007).

En los érganos blanco aumenta el CMH I, CMH 11 y linfocitos T CD8+, cuando hay
mayor expresion de antigeno, ya que favorece la expresion del virus a las células T,

provocando una linfocitosis proliferativa (Carey et al., 1993; Lujan et al., 1995)

Como se menciond, la infeccion por lentivirus en pequefios rumiantes produce una
alteracion en la produccién de interleucinas, las cuales estimulan células efectoras y

diferencia linfocitos. La interleucina tipo 2 (IL-2) actla de forma autocrina, pues es
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sintetizada por el LT CD4+ que actua sobre si mismo como factor de crecimiento. Los
macrofagos alveolares, (en cuyo interior se replican los LVPR ), incrementan la
expresion del ARNm de IL-8, de tal forma que a mayor cantidad de IL-8, mayor la
lesion pulmonar (Watt et al., 1992; Legastelois et al., 1998).

Los linfocitos T, al interactuar con macrofagos infectados, producen un interferén que
parece ser especifico de LVPR ovino (Narayan, et al, 1985). Dicho interferdn retrasa la
maduracion de los monocitos infectados a macrofagos, pero, al mismo tiempo es
quimiotactico para los linfocitos y aumenta la expresion de moléculas de clase Il en
macrofagos, los cuales sintetizan proteinas capaces de aumentar la transcripcion de
ARN virico. El aumento de este interferon esté relacionado con las lesiones producidas
por los LVPR (Narayan et al., 1983; Hermann et al., 2007).

1.8 SIGNOS CLINICOS

Se describen cuatro principales presentaciones clinicas:

A) Forma nerviosa: afecta con mayor frecuencia a los cabritos de dos a cuatro meses de
edad; se caracteriza por debilidad inicial del tren posterior y ataxia que afecta a una o
ambas piernas, seguidas por cuadriplejia y reflejos pupilares anormales. En ovejas
aparece en animales mayores a dos afios, mostrando retraso en la marcha a causa de
incoordinacién en el movimiento e inestabilidad, lo que provoca caidas mdaltiples,
Ilegando incluso a producirse la pardlisis de las extremidades posteriores y anteriores. El
animal se encuentra siempre alerta y responde a estimulos externos; no se observan

cambios en el consumo del alimento (Dawson, 1979; Trigo, 1991; Matthews, 1999).

B) Forma artritica: Afecta mas cominmente a cabras adultas (mayores de un afio de
edad), presenta generalmente cojeras y articulaciones aumentadas de tamafio. El virus
lesiona todas las membranas sinoviales incluyendo las articulaciones, tendones y
bursas. En ovejas mayores de dos afios se presenta inflamacién de las articulaciones de
los carpos, cadera y la fémorotibiarotuliana, clinicamente se caracteriza por la aparicion
de cojera, engrosamiento de las articulaciones, sobre todo las del carpo y tarso y

adelgazamiento cronico. (Oliver et al., 1981; Narayan et al., 1985).
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C) Forma mamaria: Afecta tanto a ovinos como a caprinos, se observa en animales de
entre tres y cinco afios, aunque en algunos casos puede reconocerse desde el afio de
vida. Si el proceso es Unicamente mamario, el curso clinico es prolongado ya que no
suele causar la muerte del animal. El signo clinico més evidente es la presencia de una
mastitis in-durativa difusa, bilateral, crénica, no dolorosa que se acompafia de un
aumento de tamafio de los nddulos linfaticos retromamarios. Las lesiones provocan una
disminucion en la produccion de leche que puede evolucionar hasta agalactia (Houwers
et al., 1988; De la Concha et al., 2006).

D) Forma respiratoria: es comdn en ovinos, los sintomas clinicos se desarrollan de
forma insidiosa; la enfermedad no resulta evidente hasta los 4 o 5 afios de edad, los
animales afectados presentan una pérdida de peso gradual, dificultad respiratoria que
evoluciona lentamente y en sus inicios puede ser visible solamente despuées del
ejercicio. La tos y el flujo nasal se pueden presentar en casos avanzados; se produce una
dilatacion de los ollares, extension del cuello para abrir la boca como consecuencia del
problema respiratorio (Dawson et al., 1980; Petterhans et al., 2004; Gjerset et al.,
2007).

1.9 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Los anticuerpos producidos frente a las infecciones por lentivirus no protegen contra la
enfermedad, sin embargo son indicadores de la infeccién. Entre las principales técnicas
seroldgicas que se han empleado para el diagnostico de anticuerpos en los LVPR se
incluyen la Inmunodifusion en gel de agar (IDGA), el ensayo de inmuno absorbancia
enzimatica (ELISA), y el Western blot (Wb) para la deteccion de antigeno se han
utilizado la inmunohistoquimica y para la deteccion de genes virales PCR e
hibridacion in situ (De Andrés et al., 2005).
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1.9.1 Prueba de Inmunodifusién en Agar Gel (IDAG)

Es la prueba seroldgica mas utilizada para estudios de rutina para efectos de regulacion
especifica por la OIE. Detecta anticuerpos contra el antigeno p25 del VMV , p28 en
CAEV y gp135 de ambos, con una especificidad de 76,3% y 98,3% en comparacion de
ELISA que tiene un 20% de especificidad; La prueba consiste en detectar anticuerpos
precipitantes en un medio de agar empleando antigeno viral soluble. La reaccion Ag-Ac

genera una linea blanca opaca de precipitado (OIE, 2004; De Andrés et al., 2005).

1.9.2 Ensayo Inmunoenzimaético (ELISA)

Las actuales pruebas de ELISA permiten una deteccion precoz de la infeccion y la
valoracion semicuantitativa de la tasa de anticuerpos, aunque para alcanzar este desarrollo
actual han sufrido una evolucion constante desde su descripcion. Se distinguen varias
generaciones de ELISA relacionadas con el tipo de conjugado y antigenos utilizados
(Juste et al., 2001; De Andrés et al., 2005).

La primera generacion utilizaba como antigeno virus completo procedente de
sobrenadantes de cultivos virales altamente purificados, y como conjugado sueros
policlonales. El principal problema era la aparicion de falsos positivos al coexistir proteinas
celulares copurificadas con las virales. Este problema se resolvia diluyendo la muestra,
pero al mismo tiempo disminuia la sensibilidad resultando en falsos negativos (Howers et
al., 1982; De la Concha et al., 2006).

La segunda generacion de ELISA utilizaba antigenos de gran pureza obtenidos por

recombinacion del ADN en cultivos bacterianos de_Escherichia coli , y el conjugado se

componia de anticuerpos monoclonales. Entre las proteinas recombinantes que se
utilizaban como antigenos destacaban las proteinas p25 (CA), y gp46 (TM) (Ortiz de
Lejarazu et al., 1998; Juste et al., 2001).

La tercera generacion utiliza oligopéptidos sintéticos de gran pureza estructural,

mejorando la especificidad, pero disminuyendo la sensibilidad. Estos son obtenidos de
capside y de envoltura (Saman et al., 1999; Gil et al., 2006; Reina et al., 2009).
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1.9.3 Western blot (Wb)

La técnica de Western blot se ha utilizado para analizar las respuestas de los anticuerpos
hacia las proteinas virales gp135 (SU), gp 44 (TM), p25 (CA), p17 (MA) y p14 (NC) en
suero de ovejas y cabras infectadas experimentalmente o de forma natural,
observandose que se pueden originar resultados falsos positivos. La técnica de Western
blot tiene un 80% de sensibilidad y especificidad, segun algunos autores, mas que la
prueba de ELISA que tienen 20% de sensibilidad y especificidad, por lo que el WB
resulta mas util como prueba confirmatoria ( Saman et al.,1999; Celer et al .,2001; D.
de Andre’s et al., 2005; Sanchez et al, 2005; Torsteinsdéttir S et al 2007;Ramirez,
2010).

En un estudio realizado en el estado de Querétaro y Estado de México se evaluaron 50
sueros de cabras resultando por ELISA un 66% positivo y 84% por Wb positivo. En
otro estudio utilizando las mismas pruebas, pero a partir de 70 sueros de carneros de los
estados de Puebla, Tlaxcala, Hidalgo, Estado de México y Zacatecas, se observd por
ELISA un 10% de animales positivos y por Wb un 77%; en ambas pruebas de ELISAS
fueron kits comerciales diferentes. En el caso de Wb se utilizaron proteinas autoctonas
de LVPR reflejandose una mayor sensibilidad al aumentan el ndmero de animales
positivos (Cruz, et al, 2005, Pérez ,2005). Otro estudio que confirma la importancia de
la utilizacion del Wb es el realizado por Ramirez (2002) en el que evallo una cinética
viral de proteinas antigénicas del virus de AEC y la mayor sensibilidad del Wb con
respecto a las pruebas de ELISA e IDAG con un banco de sueros caprinos.

La cinética viral permite determinar el tiempo 6ptimo en el que se obtiene mayor
cantidad de antigeno y la asociacion con la presencia de células gigantes multinucleadas
(Sincitios), Ramirez (2002) reporta que los mejores dias para cosechar el antigeno son
los dias 7, 14 y 21 después de la infeccion (pi), Siamard et al,2001 al dia 25 y Torres et
al., 2004 al dia 7, confirmandose mediante la técnica de WB; estos estudios permitieron

evidenciar proteinas virales como pl16, p14, gp 50, p25y gp 135 ,que de LVvPR.
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1.9.4 Inmunohistoquimica

Permite la deteccidn de antigenos proteicos virales mediante anticuerpos especificos, en
frotis y preparaciones de cortes histoldgicos; no son utilizadas para el diagnostico de
rutina en animales vivos por su baja sensibilidad (Amorena et al., 1997; Reina et la.,
2009).

1.9.5 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El uso de la PCR con fines diagnosticos se ha estudiado desde los afios 90 publicandose
los primeros protocolos de la técnica para la deteccion de fragmentos de &cidos
nucleicos de LVPR, considerandose una prueba sensible y especifica para el diagnostico
de células infectadas. La desventaja de esta técnica es su poco uso en el diagnostico
rutinario a Lentivirus y variabilidad genética de los virus (Torres et al., 2004; De
Andrés et al., 2005; Torsteinsddttir et al. ,2007; Barquero et al., 2011).

1.9.6 Hibridacién in situ

La hibridacion in situ tiene importancia en preparaciones histoldgicas ya que permite
detectar la presencia de ADN o ARN, pero s6lo es empleada con fines de investigacion
en estudio de patogénesis viral (Zink et al., 1999; Sanna et al., 1999; Gil et al.,2006;
Reina et al., 2009.)

1.9.7 Cultivo celular

El aislamiento de LvPR en cultivos celulares se lleva a cabo adicionando células
blancas de sangre de la linea monocito-macrofago, lavados bronco alveolares o
macerados de tejidos de animales infectados; observandose un efecto citopatico que
consiste en la formacion de sincitios, sincicio o cenocito(células gigantes
multinucleadas) , aunque en algunos casos puede no observarse bien, debido a que la
cepa viral no induce un claro efecto citopatico o bien porque el virus permanece latente
(Sihvonen et al.,1984 ; Torres et al.,2004 ; Sanchez et al., 2005 ; Pisoni et al., 2010).
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Las lineas celulares mas utilizadas para el cultivo de LvPR son los fibroblastos de plexo
coroideo de corderos, feto ovino, pulmén de ovino y membrana sinovial de cabra. Otro

tipo de células utilizadas son las células corneales ovinas entre otras (Tabla 3).

Tabla 3. Células susceptibles a la infeccion de LvPR

Membrana sinovial de feto caprino

Crawford et al, 1981

Monocitos-macréfagos

Dahlberg et al, 1981

Plexo coroideo, pulmon y rifion

Cheveers et al ,1988

Bazo de feto de cordero

Belov y Walley et al, 1988

Células corneales

Brodi et al, 1992

Testiculo de cabra Guiguen et al , 2000
Mselli-Lakhal et al , 2000
Lamara et al , 2001
Lamara et al , 2001
Craig ,et al ,1997
Grossi et al , 2005

Rodriguez, 2009

Células epiteliales de glandula mamaria

Cultivol® de células de la granulosa

Cultivo1° de células de oviducto caprino

Células endoteliales

Estroma de medula 6sea

Células epiteliales de prepucio

1. 10 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL.

La forma pulmonar clinica de MV y AEC se debe diferenciar de enfermedades
respiratorias cronicas como linfadenitis caseosa, neumonia supurativa crénica,
neumonia verminosa y adenomatosis pulmonar ovina (Jaagsiekte). La mastitis se debe
diferenciar de micoplasmosis cronica, asi como de de la forma artritica de este agente.
En sus estados iniciales, las formas neurologicas de MV o AEC se pueden confundir
con listeriosis, Scrapie y migraciones parasitarias aberrantes ( Trigo, 1991; Matthews et
al.,1999 De la Concha et al.,2006).
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1.11 CONTROL

En la actualidad no existe tratamiento para las enfermedades causadas por los LvPR, por

lo cual sélo se han implementado medidas de control, las cuales son:

1.-La aplicacion de medidas zoosanitarias, basadas en la eliminacion de animales
infectados.

2.-Monitoreo y determinacion de la prevalencia de la enfermedad mediante pruebas de
laboratorio como ELISA y PCR.

3.-Reemplazo total del rebafio infectado por animales libres de infeccion.

4.-Creacion de un rebafio nuevo, separado del rebafio original infectado.

5.-Compra anual de animales de reemplazo libres de LVPR.

6.-Reemplazo a partir de hijas de hembras seronegativas (Palsson et al., 1978; Houwers
et al., 1990; Nord et al., 1998; De la Concha et al., 2006; Reina et al., 2009).

1.11.1 Vacunacién

Se han desarrollado vacunas contra los LvPR de virus inactivado, atenuado,
recombinantes, antidiotipicas, de subunidades y péptidos sintéticos. Los resultados
obtenidos con estos inmundgenos han sido variables, como son: incremento de las
lesiones, disminucidén de la carga viral, aumento en el tiempo de la lesion. La variacion
en la proteccidn por anticuerpos de la vacuna de virus inactivado tiene un elevado riesgo
de inducir la enfermedad. Sin embargo, vacunas mas recientes presentan resultados
favorables de forma experimental. A la fecha no existen vacunas de tipo comercial
(Pearson et al., 1989; Harmache et al., 1998; Pepin et a.l, 1998 ; Reina et al., 2009;
Ramirez, 2010).

La enfermedad de Maedi Visna forma parte de la lista de enfermedades y plagas
exoticas de reporte obligatorio en México, ya que existe gran movilizacion de animales
en el mercado tanto nacional como internacional, haciendo inminente el riesgo de que
la enfermedad pueda introducirse y diseminarse en nuestro pais (Diario Oficial de la

Federacion, México ,1999).
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Por otro lado, el reporte de la artritis y encefalitis caprina no es requerido por ley .Este
depende de la voluntad del titular de los rebafios, ya que ésta es una enfermedad que una
vez que se aloja dentro de una explotacion es dificil de erradicar y causa estragos, como
la disminucion de ganancia de peso en los animales y baja de la produccién lactea,
resultado de la mastitis. Por tal motivo es de suma importancia el monitoreo frecuente
para evitar la entrada de la enfermedad a los rebafios (Torsteinsdéttir et al., 2007; Reina
et al., 2009).
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2. JUSTIFICACION

En México no se producen antigenos para ser utilizados en pruebas de diagndstico que
detecten anticuerpos a LVPR vy el diagndstico serologico sélo se realiza con pruebas
comerciales importadas. En el presente estudio se pretende estandarizar una
metodologia para producir antigeno que al menos identifique proteinas estructurales
codificadas por el gen gag (proteina de capside p25, proteina de nucleocapside pl4 y
proteina de matriz pl7) y el gen env (proteina transmembranal gp 44 y proteina de
superficie gp135) de LVPR a partir de una cepa autéctona, caracterizando las proteinas
antigénicas por Wb para conocer si pueden ser apropiadas para ser utilizadas en

pruebas diagnosticas.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la cinética de produccion de proteinas virales de una cepa silvestre de LVPR
(de origen caprino) en células de membrana sinovial de feto caprino (MSFC).
3.2 OBJETIVOS PARTICULARES
1) Aislar y replicar una cepa silvestre de LVPR a partir de co-cultivos de células de la
linea monocito-macrofago obtenidos de sangre periférica de cabras seropositivas

infectadas naturalmente en células de MSFC.

2) Replicar una cepa de referencia EV1 de origen ovino en cultivos celulares de MSFC

como control positivo.

3) Determinar las proteinas virales expresadas de cada una de las cepas de LvPR
mediante la técnica de Wh.
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4. HIPOTESIS

La produccion maxima viral de una cepa silvestre de LvVPR esta relacionada con una
mayor produccion y deteccion de proteinas virales, aunado con la presencia del efecto
citopatico caracteristico en células infectadas (sincicios). Por lo que, a partir de una
cabra naturalmente infectada con LVPR, es factible aislar una cepa autoctona (silvestre)
y replicar en células MSFC, permitiendo al virus producir en un periodo de 7 a 21 dias
sus principales proteinas virales, evidenciando éstas por medio de la prueba de Western
blot .
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5. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd en colaboracion con el Centro de Ensefianza Agropecuaria
(CEA), Laboratorio de Virologia, Genética y Biologia Molecular del campo 4 de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (FESC), UNAM vy el Laboratorio de
Inmuno-Virologia de la Unidad de Investigacion Médica en Inmunologia de Alta
Especialidad (UMAE) del Hospital de Pediatria del CMN Siglo XXI. IMSS.

5.1 Células

Se utilizaron cultivos primarios de células de membrana sinovial de feto caprino
(MSFC) con un alto nimero de pases (34) que fueron proporcionadas por el Dr. Alvaro
Aguilar Setién de la UMAE, IMSS. Las células se cultivaron en Medio Minimo
Esencial Glasgow enriquecido con 2mM de L-Glutamina, 1% de piruvatos, 1% de
solucion 1x de antibidticos/antimicético (10 000 U de penicilina, 10 000 ug
estreptomicina y 25 pg anfotericina / ml) y suplementado con 10 % de suero fetal
bovino. Las células fueron amplificadas hasta obtener 7 botellas de 75cm?. La cantidad
de células utilizadas para la infeccion fue de 9 x 10° células de MSFC /ml en 12 botellas

de 75 cm?.
5.2 Virus.

El aislamiento viral de la cepa silvestre (de origen caprino) de LVPR, fue a partir de un
grupo de 11 cabras del mismo hato naturalmente infectadas con, antecedentes clinicos y
diagnosticadas por IDAG y ELISA indirecta (Martinez, 2009), del modulo caprino de
la FESC UNAM. Del grupo de 11 cabras se seleccionaron tres , las cuales resultaron
positivas a las pruebas antes mencionadas y una cabra que obtuvo resultados negativos
se utiliz6 como control (Tabal 4), de las que se tomaron 20 ml de sangre periférica con
anticoagulante heparina (1:10) y se procesaron siguiendo la técnica modificada descrita
por Gorodezky, 2008. Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) se
separaron usando un gradiente de densidad en medio liquido (Ficoll hypaque d = 1.077
+ 0.001, SIGMA). Las CMSP se cultivaron en medio RPMI (suplementado con SFB al
4%) y siguiendo la metodologia de Campbell y Adams, (1992) se dejaron en cultivo por
14 dias, para permitir la maduracién de monocitos a macréfagos. Enseguida se co-
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cultivaron con células de MSFC vy se incubaron a 37° C en atmosfera de CO2 al 5%. Se
monitorearon diariamente hasta que la infeccion se detectd por la aparicion células
gigantes multinucleadas vy lisis celular, lo cual fue mas evidente en el co-cultivo de una
cabra con identificacion 78, la cual fue seleccionada para el trabajar el proceso completo
de aislamiento del virus silvestre. La caracterizacion del virus fue realizada como lo

describe Ramirez 2002.

Con la finalidad de comparar el comportamiento viral en las células se usé un LvPR de
referencia, la Cepa EV1 (de origen ovino), donada amablemente por la Dra. Beatriz
Amorena-Zabalza del Instituto de Agrobiotecnologia de la Universidad Publica de
Navarra, Espafia. Esta cepa fue propagada en células de MSFC, vy el sobrenadante se
colectd hasta que se observaron células gigantes multinucleadas y un 50% de lisis

celular.

5.3 Cinética de produccion de proteinas virales de la cepa silvestre de LvVPR en células
de MSFC infectadas.

Para el estudio de la cinética de produccion de proteinas viales se utilizaron 6 botellas
de 75 cm? con células de MSFC y un 60-70 % de confluencia que fueron infectadas con
1ml de sobrenadante de la cepa silvestre de LVPR en presencia de polybrene (8 mg/ml,;
Sigma Chemical Co.) durante 2 horas a 37° C, en atmdsfera de CO2 al 5%.

El seguimiento de la evolucion de la infeccidn se realiz6 por la observacion y conteo de
células gigantes multinucleadas y los nucleos presentes en ellas. Luego los
sobrenadantes de las células infectadas se colectaron respectivamente a los 3, 5, 7, 14 y
21 dias post-infeccién (pi) y se congelaron a -70%C hasta su uso. Para semi purificar el
virus dichos sobrenadantes fueron clarificados a 350 g por 15 minutos, éstos se
colocaron sobre 5ml de sacarosa al 20% y fueron centrifugados a 43150 g por 3 hrs.. El
virus obtenido en la pastilla de cada uno de los dias del estudio fue lisado por accién de
una mezcla de RIPA (0.05M tris HCI 0.15 M NaCl, 0.1% SD , 1% Triton X-100) ,
acido dioxicolico y B2 mercapto etanol para obtener las proteinas virales (Ramirez
2002).

Las proteinas virales de cada una de estas muestras fueron separadas mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes (SDS-
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PAGE). Posteriormente las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
segun la técnica descrita por Towbin y Staehelin, 1979. Los sitios de union
inespecificos de la membrana de nitrocelulosa fueron bloqueados con una solucion de
leche descremada al 5% con 0.2% de Tween 20, durante 2 hrs, a temperatura ambiente.
Enseguida la membrana se lavo 5 veces y se incubo por 1 h a 37°C con el anticuerpo
primario diluido 1:100 (suero de cabra positivo a LVPR previamente evaluado y
utilizado en trabajos anteriores que reconoce a las proteinas antigénicas de 14, 16,
28,37, 44, 51, 66, 90 y 135 kDa teniendo como control positivo la cepa del ATCC
75673, Ramirez 2002, Martinez 2003, Martinez et al, 2005). Posteriormente se lavo
nuevamente la membrana y se incub6 durante 1 h a 37°C con un anticuerpo secundario
(Rabbit Anti Goat IgG Fc Fragment Specific Peroxidase Conjugate, Calbiochem, Inc.
Co.USA) diluido 1:1000. Finalmente la membrana de nitrocelulosa fue revelada
utilizando como sustrato DAB (tetrahidrocloruro de 3,3"- diaminobenzidina). Los pesos
moleculares aproximados de las proteinas virales que fueron reconocidas con el suero
control positivo se determinaron siguiendo los célculos descritos por Ramirez 2002,
que consiste en determinar el nimero de milimetros por cada 1 kDa y luego se
multiplico por el ndmero de milimetros que habia recorrido cada proteina con

inmunoreactividad positiva.
Una cinética similar a la previamente descrita se realiz6 para la cepa referencia EV1y

se utilizé un cultivo de células de MSFC no infectadas. Cada experimento se llevo a

cabo por duplicado.
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6. RESULTADOS

Los resultados de la prueba de IDAG obtenidos de la evaluacion de 11 sueros de

cabras, de las cuales 10 mostraron cuadro clinico artritico, se muestran la tabla 4. La

cabra que no mostré cuadro clinico compatible con la infeccion por LVPR ni resultado

seroldgico positivo fue utilizada como control negativo. Fueron seleccionados 3

animales para aislar CMSP (47, 61 y 78) los cuales mostraron un cuadro compatible

con la infeccion por LVPR vy serologia positiva. Finalmente se decidid establecer el co-

cultivo para el estudio de la cinética de proteinas virales de la cepa silvestre con los

CMSP de la cabra 78, ya que en dicho co-cultivo se identificaron la mayor cantidad de

células multinucleadas por campo (de 3 a 4) después de 5-7 dias de cultivo. Dichas

células mostraron un minimo de 10 y un maximo de 19 nucleos. Ver Figura 4.

Tabla 4. Resultados de las pruebas de diagnostico practicadas a 12
clinico compatible con la infeccion de LVvPR

cabras con cuadro

Identificacion  del | Cuadro clinico asociado a | Resultado de la prueba ELISA

animal LvPR seroldgica (IDAG) o
indirecta

44 Sin cuadro clinico NEGATIVO NEGATIVO

41 ARTRITIS NEGATIVO NEGATIVO

47 ARTRITIS POSITIVO (2+) POSITIVO

61 ARTRITIS POSITIVO (1+) POSITIVO

67 ARTRITIS NEGATIVO NE

77 ARTRITIS NEGATIVO NEGATIVO

78 ARTRITIS POSITIVO (3+) POSITIVO

82 ARTRITIS NEGATIVO NE

94 ARTRITIS NEGATIVO NE

300 ARTRITIS NEGATIVO NE

375 ARTRITIS NEGATIVO NEGATIVO

IDAG=Inmunodifusion en agar gel

1+ = linea de precipitacion tenue

2+ = linea de precipitacion moderada

3+ = linea de precipitacion intensa

NE= No evaluada
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Figura 4. Células de MSFC multinucleadas después de 7 dias de co-cultivo con

macrofagos.

a) Cabra 44 control negativo, b) cabra 47 en la que se observa 1 célula multinucleada
/campo con 7 nucleos, c¢) cabra 61 en la que se observan 2 células multinucleadas /
campo con un minimo de 10 y un maximo de 19 ndcleos y (d) cabra 78 en la que se
observan 3 células multinucleadas /campo con minimo de 10 y maximo de 19 nucleos.
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En las células de MSFC infectadas con la cepa EV1 (de origen ovino) se observaron de
3-4 células multinucleadas /campo con 28 0 mas nucleos cada una a los 5 dias post-

infeccion. Figura 5.

Aumento 10x Aumento 20x

Figura 5.Células de MSFC multinucleadas después de la infeccion con la cepa de

referencia EV1 (origen ovino).

a) Células MSFC sin infectar.

b) Célula gigante con 28 nlcleos.
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Cinetica de produccion de proteinas virales de la cepa de referencia EV1 y silvestre de
LVvPR.

De los cultivos celulares evaluados los dias 3, 5, 7,14 y 21 se observaron los siguientes
resultados. Desde el dia 7 al 21 post-infeccion se registré la aparicion de células
gigantes multinucleadas durante la infeccion con la cepa EV1, presentando 5 células por
campo con 10 a 12 ndcleos. Durante la infeccion con la cepa silvestre se registraron 3
células gigantes multinucleadas por campo, con 9 a 12 ndcleos durante el mismo
periodo de tiempo, siendo visible esta al dia 14 p.i. Los nucleos estuvieron presentes
hasta el Gltimo dia de estudio, aunque la membrana nuclear ya no se observo definida.
(Tabla 5).

Tabla 5.Sincicios observados en la cepa silvestre y EV1

Dias post- | Cepa EV1 Cepa Silvestre

infeccion Sincicios/campo  Nucleos / célula | Sincicios/campo  Nucleos / célula
3 3 9 2 4

5 5 12 2 7

7 5 12 3 9

14 5 12 3 12

21 5 12 3 12
Control (-) 0 0 0 0

Para demostrar las diferentes proteinas virales que se produjeron durante la infeccion de
células MSFC con los virus EV1 vy silvestre de LVPR, se evalud el sobrenadante
cosechado a diferentes tiempos, reconociendo proteinas virales especificas utilizando
Whb. La inmuno reaccion revelo la presencia de proteinas, tanto para el virus de
referencia como el silvestre, las cuales oscilaron entre un peso molecular de 135, 66, 45
kilodaltons (kDa) siendo fuertemente evidenciadas al dia 5 y 14 pi respectivamente. En
el caso de la cepa silvestre so6lo se observd la proteina con un peso de 28 kDa al dia 21
pi. La relacion entre la presencia de efecto citopatico (sincicios) y la produccion de

proteinas virales en ambas cepas se muestra en las figuras 6y 7.
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Figura .6 Relacion entre la presencia de sincicios y proteinas virales evaluadas por WB
del virus silvestre de LVPR aislado en el rebafio caprino de la FES Cuautitlan

Dia 3 Dia5 Dia7 Dia 14
pi. pi. pi. pi.

CQ)

pi: post-infeccion

Dia 21
pi.

~ &— 28kDa
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Figura .7 Relacion entre la presencia de sincicios y proteinas virales de la
Cepa de referencia EV1(de origen ovino) de LVPR.

C() Dia3 Dia 5 Dia 7 Dia 14 Dia 21
o ; ; . .

< < < €— €—135kDa

<« <« < <« <— 66kDa
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. . <€— 45kDa

pi: post-infeccion
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7. DISCUSION

Un signo clinico caracteristico en cabras infectadas por LVPR en México es la artritis, la
cual se encontro presente en los animales seleccionados para el presente estudio. Es
importante mencionar que la artritis en cabras no solo esta relacionada con la infeccion
por LVPR , este signo también es posible encontrarlo en animales infectados por
Clamydia psittacii., la cual se relaciona con abortos, en infecciones por
Corynebacterium pyogenes y Streptococcus pyogenes, en las que la artritis es de tipo
supurativa, infecciones por Mycoplasma , mycoides sub especie mycoides y
Mycoplasma agalactiae que causan conjuntivitis y poli artritis aguda e infecciones con
Brucella melitensis que ademas causa abortos, orquitis, epididimitis, esterilidad,

retencion placentaria. Otras causas no infecciosas relacionadas con artritis pueden ser

traumatismos Yy laceraciones. Cabe mencionar que ninguna de las cabras seleccionadas
presentd signos compatibles con las patologias antes descritas; adicionalmente estos
animales fueron positivos en pruebas serolégicas comerciales (IDAG Kit serodiagnostic
caev-IDG Caprine Arthritis- Encephalitis Virus. Institut Pourquier- Montpelier- France,
que se basa en la deteccion de anticuerpos contra la p28, ELISA indirecta (Maedi-
Visna / C.A.E.V Serodiagnostic Elisa Test Serum. (Institut Pourquier France), basada
en la deteccidn de anticuerpos contra p25 y un péptido transmembranal de MVV) las
cuales estan disefiadas para detectar la infeccion por LvPR (Piojan, 1986, Trigo, 1991,
Mattheus, 1999, Juste et al, 2001).

El efecto citopatico caracteristico en los cultivos celulares infectados demuestra la
replicacion de LVPR, con la formacién de sincicios (Simard et al., 2001; Torres et al.,
2004; Oliveira et al, 2008, Glaria et al., 2009, Reina et al., 2009). En el presente trabajo
fue posible la observacion de células gigantes multinucleadas a los 7 dias pos-infeccién
(pi.) a partir de los co-cultivos de células de MSFC con monocitos-macrofagos
infectados, igual a lo descrito por Brito y cols. (2007) quienes también encontraron en
co-cultivos pero de células de plexo coroideo caprino y con macrofagos obtenidos de
cabras infectadas naturalmente, la presencia de células gigantes multinucleadas en el
mismo lapso de tiempo. Sin embargo en el presente estudio ademas se cuantificaron el

numero de nucleos en las células gigantes.
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Por otro lado, se observo una relacion entre el nimero de sincicios y la deteccion de
proteinas virales, ya que a mayor presencia de células gigantes se evidencié una
reaccion mas fuerte en las proteinas virales en el Wb, al infectar células con
sobrenadantes de un aislado viral silvestre, reportandose la presencia de efecto
citopético hasta 21 dias pi; (Ramirez, 2002). En el presente trabajo en el co-cultivo se
utilizé polibrene como lo hizo Simard et al 2001, no obstante, se describe la
observacion de células gigantes a los 15 dias después de la infeccion en cultivos de
membrana de cornea con la cepa de referencia SK1679 (origen caprino), la posible
explicacién de esta variabilidad parece estar influenciada por el tipo de célulay el sub
tipo viral con las cuales fueron infectadas las células (Anderson et al., 1988).Con la
cepa WC-L de LVPR se ha encontrado una mayor presencia de sincicios al dia 14 post-
infeccion en células derivadas de membrana sinovial de feto , fibroblastos de piel y
plexo coroideo de ovinos (Torres et al.,2004;Glaria et al.,2009). Esto dltimo coincide

con lo encontrado en el presente estudio.

En una cinética de produccién viral realizada por Siamard (2001) y evaluada por Wb
se detectaron proteinas 10, 25y 42 kDa al dia 9 y 25 pi. en un aislado viral de origen
ovino. Por otro lado Ramirez (2001) describe una cinética de produccion viral similar en
la cual reconoce un total de 8 proteinas con un rango de de peso de 14 a 135 kDa al
dia 7,14y 21 pi.

Las proteinas descritas por Simard son las codificadas por dos genes virales, el gen gag
(proteina de céapside p25) y gen env (proteina de transmembrana gp45), difiriendo en lo
encontrado en el presente estudi6 que fueron dos proteinas codificadas con pesos
moleculares aproximados a las proteinas codificadas por el gen env (glicoproteina de
superficie gp135 y gp45), una del gen pol (transcriptasa reversa p66) y otra del gen
gag (proteina de capside p28) al dia 21 pi para la cepa de origen caprino Unicamente.

Esta variabilidad de expresion de proteinas ha sido descrita por Valas et
al.,2000, quien describe la diferencia en la expresion de proteinas en un lapso
de tiempo (1 a 2 meses). La aparicion de variantes de LvPR en los animales
(genéticamente y antigénicamente) puede ser una consecuencia de la recombinacion
genética y afectar la eficacia de deteccién de las pruebas diagnosticas (Ramirez et al.,

2010), en este trabajo sélo se reconocieron 4 proteinas con pesos moleculares similares
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a las descritos para los LVPR , una posible explicacion por la cual no se reconocio un
mayor nimero de proteinas pudo ser el uso de un anticuerpo primario de origen caprino;
en el Wb el cual no pudiera reconocer todas las proteinas de la cepa de origen ovino ya
que genéticamente los virus son parecidos pero difieren en algunas proteinas (Valas et
al.,2000; Glaria et al., 2009).

La formacion de sincicios (usualmente de 5-30 nucleos por célula) se da en un maximo
de 5-6 dias pi (poco tiempo después de la maxima produccion de virus), siendo el
resultado de un minimo nivel de umbral de replicacion del virus que ocurre en células
vecinas, causando la fusién de membranas celulares. Se ha demostrado que la sintesis
de ADN celular no se requiere para establecer la infeccion de LvPR. Con estas
consideraciones en este trabajo se evaluo la relacion de la presencia del efecto
citopético con la presencia de proteinas virales, obteniéndose una asociacion directa de
efecto citopatico con deteccidn de proteinas virales en la cinética realizada con el virus

silvestre ( Figura 6), lo que concuerda con lo descrito por Anderson y Cheevers, 1988.

También en este estudio se realizé una comparacion tanto del efecto citopatico como de
la presencia de proteinas virales durante la cinética de produccion viral entre un virus
aislado (cepa silvestre) y la cepa de referencia (EV1) encontrando una alta semejanza
en los resultados en cuanto al nimero de nucleos por células gigantes y proteinas virales

identificadas durante la cinética (Tabla 5 y figura 6)

Los resultados obtenidos en este trabajo establecen que el tiempo déptimo para la
cosecha viral es al dia 14, similar a lo descrito por Ramirez, 2002, quien reporta una
produccidn constante con tres picos maximos de produccion viral a los dias 7, 14 y 21
pi, lo que resulta relevante para la produccion de antigenos virales que puedan ser

utilizados en diferentes técnicas de diagndstico para los LvPR.
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8. CONCLUSIONES

1.-Se aislé y replicé favorablemente una cepa silvestre de LvPR a partir de co-cultivos

de monocitos-macréfagos en células de MSFC.

2.-La cinética de produccién de proteinas virales de la cepa Silvestre de LVPR
determind que la mayor produccién viral fue al dia 14 p.i. encontrando proteinas con

pesos moleculares de 45, 66 y 135 kDal y una de 28 kDal.

3.-Se encontr6 una relacién entre la presencia de células gigantes multinucleadas y la

produccidén de proteinas virales en ambas cepas.

4.-Se detectaron las proteinas con pesos moleculares aproximados a las proteinas
codificadas por el gen gag (p28 proteina de capside) solo en la cepas silvestre y del gen
pol (p66 transcriptasa inversa) y env ( gp45 transmembranasl y gp135 glicoproteina de
superficie) caracteristicas de los LVPR tanto en la cepa silvestre (caprino) como la EV1
(ovino), por lo que se puede deducir que las proteinas del aislado caprino pueden ser
usadas para la deteccion de LVPR tanto en ovinos como en caprinos con sus respectivas

reservas.
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