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RESUMEN

Con el fin de determinar el efecto del virus de artritis encefalitis caprina en el aparato reproductor, se
mantuvieron durante 10 meses 14 machos caprinos divididos en 4 grupos. Grupo | control negativo (n=3),
grupo Il infectados con una cepa mexicana (n=3), grupo lll machos naturalmente infectados (n=5). y grupo
IV infectados con la cepa de referencia de la American Type Culture Collection (ATCC) (n=3). Los animales
no presentaron diferencias significativas en el diametro escrotal ni e el pH, motilidad, color, volumen o
malformaciones microscopicas del semen. Al estudio patologico macroscopico los grupos LIl y IV no
presentaron alteraciones. En el grupo I, un animal presentd un abceso en la cabeza del epididimo derecho,
con un contenido cremoso y amarillento, y en el grupo lll, dos animales presentaron éstasis espermatica,
uno con hidrocele que contenia liquido seroso y otro con edema en la cabeza del epididimo derecho. Todos
fueron evaluados a inmunodifusion, ELISA, inmunotransferencia y PCR. En el liquido seminal y suero se
detectd la presencia de anticuerpos que reconocieron proteinas virales con pesos de 14, 16, 19, 25, 27, 71,
90 y 135 kilodaltones. La presencia viral se detecto con la inoculacion de liquido seminal en cultivo celular
y posterior analisis por PCR, reconociéndose fragmentos caracteristicos de 287 pares de bases especificos
correspondientes al gen gag. El analisis histopatologico no demostro dano o alteracion del  aparato
reproductor significativo en ningun grupo. con excepcion de uno de los animales infectados naturalmente,
que presento formacion de sincicios en la vesicula seminal, caracteristico de la infeccion viral en cultivos
celulares. En la mayoria de los animales infectados como en los no infectados se encontro ligera infiltracion
de células mononucleares, macrofagos activados englobando espermatozoides y formando células gigantes
en el epididimo, vesicula seminal, ampula y glandulas bulbouretrales A la histoquimica en la mayoria de
los animales infectados se observaron evidencias de presencia viral en las células epiteliales de las
glandulas anexas. Es posible concluir que el virus no produce alteraciones patologicas macroscopicas o
microscopicas, sin embargo esta presente en el tejido epitelial con la posibilidad de diseminarse por via

seminal

Palabras claves: artritis encelalitis caprini. aparato-reproductor, liguido seminal.
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Abstract

The aim of this study was to detemminate the effect of the Caprine arthnitis encephalitis virus in the reproductive
apparatus. Fourteen males goats were divided in 4 groups during 10 months. a) Group | ( Negative control n=3
), b) Group |l ( Infected with a native strain n= 3 ) c) Group Il ( naturally infected n=5) , d) Group IV ( Infected
with ATCC strain n= 3). All of the animals did not present any significant differences in the scrotal diameter, pH,
mobility, color, volume, nor macroscopic alterations in the semen. The macroscopic pathological study showed
that groups I, 11l, y IV kept stable, but from group Il, one male presented a creamy yellowish abscess on the right
epididimis head. In the group Ill, 2 animals presented spemnatic stasis, one presented a hidrocelle with serose
liquid inside, and the second one: an oedema on the right epididimis head. All of them were evaluated by
immunodiffusion. ELISA, Western Blot and PCR. In the seminal liquid and sperm, antibodies against viral
proteins with 14, 16, 19, 25, 27, 71, 90 and 135 kDa were detected. The viral presence in seminal liquid was
found in cellular culture and the fragments of 287 pairs of bases specific of the gen gag were detected by
PCR. No damage was found in any male at the histopathological analyses, but one in the group of the naturally
infected presented syncytia in the seminal vesicle. Most of the infected and non infected animals showed slightly
infiltration of mononuclear cells as well as activated macrophages with spermatozoa inside. On the other hand,
giant cells were found in the epididimis, seminal vesicle ampula and bulbouretral glands. Viral presence was
demonstrated in epithelial cells of seminal vesicle, ampula and prostate by histochemical methods So, it is
possible to say that the virus does not produce neither macroscopic nor microscopic pathological alterations,
although, it is possible to disseminate the virus by the seminal route.
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1. Introduccién

La artritis encefalitis caprina (AEC) es una enfermedad que fue reconocida en los
Estados Unidos por Cork et al., (1974) quienes describieron un sindrome de
encefalomielitis en cabritos de 2-4 meses de edad, y no fue sino hasta 1979
cuando se aisld el virus de los mismos rebaros con artritis y encefalomielitis
denominandose virus de la artritis encefalitis caprina (Crawford et al.,, 1980;
Adams y Crawford 1980), la enfermedad repercute economicamente en los
rebafos por su presentacion clinica con una reduccién de la vida uatil de los
animales disminucion de la produccion de leche y anulacion de venta de
reproductores (Peretz et al., 1993), ha emergido como una importante y costosa
enfermedad en las cabras (Smith y Sherman 1994).

La AEC es una enfermedad con distribucion mundial, que afecta principalmente
a cabras productoras de leche en los paises industrializados, Francia, USA,
Canada vy Australia entre otros, con prevalencias de un 65% a 81% (East et
al., 1987 Crawford y Adams1981., Adams 1984); otros paises, como Noruega,
tienen un 42%, mientras que paises como Kenya y México presentan
prevalencias de un 4-5%, en animales de produccion semi-intensiva (Adams et
al., 1984, Nord et al,1998 ., Baba et al 2000).

La AEC se reporto serolégicamente por primera vez México en 1983 (Nazara et
al,1983: a y b), y la caracterizacion de la enfermedad fue hecha por los mismos
autores (Nazara et al,, 1985: c). Los estudios serolégicos se realizaron en la

zona norte, centro y sur de México y reportaron un 27.1% de prevalencia, en



animales de importacion y mientras las cabras criollas resultaban negativas
(Nazara, et al.,1985). Gay et al., 1986, reportan el primer aislamiento del virus en
México. Posteriormente se identificd la presencia del virus de AEC, por medio
de estudios serolégicos, histopatolégicos, inmunocitoquimicos y ultraestructurales
(Leyva et al.,1988), y recientemente su aislamiento en células de membrana
sinovial y su identificacion por medio de la prueba de reaccion en cadena de la
polimerasa (Daltabuit et al., 1999). Actualmente la AEC se encuentra enlistada
en el Grupo 3 de enfermedades, plagas exdticas y enzooéticas de notificacion
obligatoria en los Estados Unidos Mexicanos (Diario Oficial, 5 Marzo de 1999).

Esta enfermedad se caracteriza por ser afebril y poliartritica en adultos, con
mastitis e induracion de la ubre, problemas neumonicos y menos frecuentemente
encefalomielitis en cabritos, (Rowe y East 1997). El diagnéstico seroldgico de la
enfermedad se realiza a partir de suero, leche y calostroy el aislamiento viral a
partir del DNA de las células blanco, monocitos-macrofagos, donde se le
identifica en forma de provirus (East,1993). La principal via de diseminacion es
por calostro y leche, algunos investigadores sugieren que el virus de AEC puede
eliminarse por el fluido seminal (Whinney 1997). Por lo tanto no se descarta la
transmision venérea tal como lo reporto Travassos et al., (1998a.,1999b) y como
sucede con otros retrovirus como el de la inmunodeficiencia humana (Vorhis et
al., 1991), imunodeficiencia bovina (Nash et al. ,1995), el Maedi-Visna (De la
Concha et al.,1996) y la leucemia felina (Jordan et al.,1999). Tampoco se ha

documentado el efecto viral en tejido reproductor del macho, sin embargo,



estudios realizados por Grewal ef al.,1986, reportan una seroprevalencia mayor
en machos que en hembras. Por otro lado, Ali, 1987 reporta un posible efecto
del virus de AEC en el utero de cabras seropositivas, evidenciando una
hiperplasia de foliculos linfoides, con infiltrado de linfocitos. Recientemente,
Lamara, 2001 confirma por estudios in vivo e in vitro una eficiente replicacion del
virus de artritis encefalitis caprina en células de la granulosa, sugiriendo que

dichas células pueden servir como reservorias del virus.

1.2. Clasificacion Taxonémica

La artritis encefalitis caprina es una enfermedad viral, el virus infecta a
vertebrados perteneciente a las especies caprinas y ovinos, pertenece al
genero Lentivirus, familia retroviridae (Murphy et al., 1999; ICTV, 1999).

La Familia de los retrovirus tiere 7 géneros: Alfaretrovirus, Betaretrovirus,
Gamaretrovirus, Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus, Lentivirus y Spumavirus.

En el género de los lentivirus se encuentran: el virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 y 2, virus de la inmunodeficiencia de primates: mono verde
africano, sooty mangabey, rhesus, chimpancé, mandriles y el virus de
inmunodeficiencia felina. En todos estos la célula blanco es el linfocitos T. En
tanto el virus de la inmunodeficiencia bovina, virus de anemia infecciosa equina,
virus de maedi-visna en ovinos y el virus de artritis encefalitis caprina, tienen

como célula hospedadora la serie monocito-macréfagos, sin evidencias de



inducir inmunosupresion como sucede con otros retrovirus (Robinson y Ellis 1986;

Murphy 1999; Peterhans 1999; Chebloune et al., 2000). (Cuadro 1)

Cuadro 1
Lentivirus y sus células huésped.

ENFERMEDAD HUESPED NATURAL | PRINCIPAL CELULA MANIFESTACION
BLANCO CLINICA
Maedi-visna Ovino Monocito/macréfago Neumonia,encefalitis, mastitis,
artritis
Artritis encefalitis caprina Cabra Monocito/macréfago Artritis ,Neumonia, mastitis,
encefalitis
Anemia infecciosa equina Equino Monocito/macréfago Fiebre,anemia,asintoméaticos
Inmunodeficiencia humana Humano Linfocito CD4+ Deficiencia inmune
Monocitos/macréfagos
Inmunodeficiencia felina Gatos CD4+ y CD8+ finfocitos Deficiencia inmune
Linf.B,monocito/macréfago
Inmunodeficiencia del simio Monos Linfocito Deficiencia inmune
Monocito/macréfago
Inmunodeficiencia bovina Bovinos Linfocitos Ty B Infeccion subclinica
Cel. T Gama- Delta Deficiencia inmune
Monocitos-macréfagos

Fuente: Pepin et al.,1998.

1.2.1 Morfologia

El virus de AEC se presenta como viriones envueltos, ligeramente pleomérficos,

esféricos de 80-100 nm de diametro, con superficie de apariencia rugosa, con

pequenas proyecciones, de aproximadamente 8 nm, dispersas regularmente en

toda la superficie. Nucleocapside isométrica, nucleoide concéntrico en forma de

baston o forma de cono truncado. ( Robinson y Ellis 1986; Murphy 1999,

ICTV,1999 ).




1.2.2 Propiedades fisicas y fisicoquimicas
Densidad buoyante de 1.16-1.18 g cm’ en sucrosa; el virion es sensible al calor,
detergentes y formaldehido. La infectividad no es afectada por las radiaciones

El virion contiene 35% de lipidos y 3% de carbohidratos (ICTV.,1999).

1.2.3 Acido nucleico.

El virion que contiene 2% de acido nucléico. El genoma es diploide, consistente
en dos moleculas lineales de ARN de sentido positivo de 7-11 kp. La longitud
total del genoma es la de un monémero de 9189 nucleédtidos. Acido nucléico
encapsidado con dos copias empaquetadas por particula en forma de dimero,

unido por puentes de hidrogeno (ICTV 1999).

1.2.4 Proteinas

El viridn contiene 60% de proteina. Las proteinas estructurales del virién son 6
principales, la gp135 yla gp de 120 kilodaltons (kd) proteinas glicosiladas de
envoltura presentes en la superficie, codificadas por el gen viral env. La Gp 41,
es una proteina transmembranal de envoltura glicosidada, también codificada por
el gen env. P24 es una proteina de capside, no glicosilada. La P17 es una
proteina de matriz no glicosilada. La P11 es una proteina de capside no
glicosilada. Proteina especifica de grupo, del gen gag. Ademas de 4 proteinas no
estructurales, una P66 kd, transcriptasa reversa (RT) codificada por el gen pol,

P32 integrasa (IN) que ayuda a la integracion del provirus , codificada por el gen

11



pol; P14 proteasa (PT) esencial para la maduracion e infectividad, codificada por
el gen pol. La dUPTasa, enzima codificada por el gen pol, importante en la
replicacién, invasion y patogénesis del virus de AEC. Ademas de una Rnasa H,
enzima necesaria para la replicacion genomica (Turelli ef al.,1996; Millar et

al.,2000).(Figura 1)

1.2.5 Organizacion genémica

El virus se caracteriza por tener 3 genes codificados en el siguiente orden.

5°'gag - pol - env 3". gag (antigeno especifico de grupo), pol precursor de la
transcriptasa reversa , integrasa , proteasa Rnasa Hy dUTPasa y env precursor
de antigenos de envoltura con glicoproteinas de superficie y matriz
respectivamente (Gp135, Gp120, Gp41). Ademas de los genes auxiliadores tat de
10 kd promotor de la transcripcion localizado dentro del la porcion 5° LTR, vif
de 29 kd (antes gen Q, el cual es requerido para una eficiente produccion viral) ,
rev de19 kd importante en el transporte del ARNm del nacleo al citoplasma, RRE
elemento de respuesta que lleva ARN al sitio de union del mismo, localizado en
el gen env. Las proteinas del gen gag y po/ son mas conservadas , no asi las del
gen env y genes reguladores (Robinson y Ellis 1986; Saltarelli et al.,1990;
Harmache et al., 1995; Turelli y et al.,1996; Pepin et al.,1998) (Figura 1)

La parte final 5° del genoma tiene un cap con secuencia de tipo
1m7G5ppp5 GmpNp. La parte final 3° de cada mondémero contiene una poli-

adenina. La parte 3’-terminal tiene estructuras parecidas al ARNt. El genoma



tiene duplicaciones terminales largas (LTR de 449 bases de longitud) en 3
regiones: U3, R, y U5 de 287,85 y 78 bp respectivamente. La regién U3 tiene
elementos promotores necesarios responsables de la transcipcion del provirus,
la region R contiene sitios de iniciacion de la transcripcion y la region U5 es la
primera parte del genoma que puede ser transcrita en forma inversa (Pepin et
al ,1998., Saltarelli et al.,1990; ICTV 2000) (figura 1 ). Asi mismo el genoma del
virus de AEC tiene pequefios marcos de lectura abiertos, denominados ORF

(marcos abiertos de lectura) entre el gen poly env (Saltarelli et al., 1990).

Figura 1

Organizacion genémica del virus de AEC

gag pol env
<3 vif tat RRE — 3’
R [uslug = : Ll f=A—us [us| R
LTR \ / LTR
e
dUTPasa
L PR | RT | | IN ]

Los genes auxiliadores no los presentan todos los retrovirus, ademas tienen
genes reguladores adicionales, que codifican para las llamadas proteinas

accesorias, sin embargo, los que se han identificado, se relacionan con
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replicaciéon viral temprana y/o tardia, transcripcion viral y produccion viral
(Emerman y Malim 1998). Una de las caracteristicas por las que se distinguen los
lentivirus de otros retrovirus, es la marcada complejidad en su genoma viral ya
que no todos tiene los genes accesorios con propiedades bioldgicas y de

patogenicidad (Chebloune et al., 2000) (cuadro 2).

Cuadro 2. Principales Genes auxiliadores de los retrovirus

Virus Rev tat vif vpr  vprivpx  vpu nef ORF
L M (MURINO) NO NO NO NO NO NO NO NO
HIV-1(HUMANO) |+ > + + NO + + NO
HIV2 (HUMANO) |+ ¥ + NO > NO " NO

IS (MACACO) + + T NO + NO + NO

IF (FELINO) + NO + NO NO NO NO A

AlE (EQUINO) + + NO NO NO NO NO S2
AEC (CAPRINO) |+ + + NO NO NO NO +

M/V (OVINO) + * . o NO NO NO NO NO

IB (BOVINO) + + + NO NO NO NO NO

LM=leucemia-murina;HIV-1=Inmunodeficiencia-humana-tipo1; HIV2=Inmunodeficiencia-humana-
tipo2; IS=Inmunodeficiencia del simio; |IF=inmunodeficiencia felina; AlE=Anemia infecciosa
equina; AEC=artritis encefalitis caprina; M/\V/=Maedi/Visna y {B=Inmunodeficiencia bovina
Fuente: Saitarelli et al., 1990., Millar et al.,(2000)

14




1.2.8 Receptores de retrovirus

El virus de AEC produce en cultivos celulares un efecto citopatico, caracterizado
por la formacion de sincicios, generados por la fusiéon de células infectadas con
células susceptibles, presumiblemente debido a la interacciéon de la envoltura
glicoprotéica viral con receptores celulares glicosilados. En el caso del virus de
AEC se sugiere que el ligando de la glicoproteina de envoltura (gp135) del virus
tiene una interaccion especifica con un receptor complejo o un receptor de
superficie en células de membrana sinovial (Hullinger 1993). Sin embargo, el
tropismo del virus de AEC por receptores en otros tejidos no se tiene claro. La
glicoproteina de superficie gp135 parece ser analoga a la gp120 del virus de la
inmunodeficiencia humana en linfocitos, monocitos-macréfagos, que interacciona
con CD4, miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, por lo que el
supuesto receptor del virus de AEC, también podria pertenecer a esta
superfamilia, sin embargo, la infeccion de linfocitos no ha sido reportada en AEC
(Moore 1993; Hullinger et al., 1993). Estudios realizados con el virus de Maedi-
Visna de pequenos rumiantes sugieren que el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad tipo Il es su receptor. Sin embargo los receptores de AEC
parecen utilizar receptores celulares diferentes (Jolly y Narayan 1989). Por otro
lado la entrada del virus de AEC en macréfagos pudiera estar dada por un
fenomeno de macropinocitocis, como sucede en caso del virus de

inmunodeficiencia humana tipo1, 6 con la ayuda de la subunidad transmembranal



de la envoltura viral, involucrada en la entrada del virus a traves de la fusion

membranal (Bénit et al., 2001, Maréchal et al.,2001). (cuadro 3)

Cuadro 3
Receptores de retrovirus en Linfocitos
CD4 CCRS5 CXCR4
INMUNODEFICIENCIA 3 " +
HUMANA 1
INMUNODEFICIENCIA + + ¥
HUMANA 2
INMUNODEFICIENCIA + + NO
DEL SIMIO
INMUNODEFICIENCIA NO NO +
FELINA
MAEDI/VISNA NO ? 2
ANEMIA INFECCIOSA NO ? ?
EQUINA
ARTRITIS NO NO NO
ENCEFALITIS
CAPRINA

Fuente: Pepin et al., 1998., Sommerfelt,1999; Weiss,2000. Millar et al., 2000.

1.3 Caracteristicas Clinicas
La artritis encefalitis caprina (AEC) es una infeccion que produce una
enfermedad persistente, que no siempre produce las tipicas manifestaciones

clinicas, dando lugar a animales aparentemente sanos, solo el 35 % de los




caprinos infectados muestran la signologia caracteristica del padecimiento
(Dawson y Wilesmith,1985; Smith y Randall, 1988; Rowe y East, 1997).

La AEC se caracteriza por afectar diferentes tejidos y ser afebril; en cabritos se
puede observar una paralisis ascendente, acomparada de ataxia del tren
posterior que progresa rapidamente a una paralisis irreversible consecuencia de
una leucoencefalomielitis (Adams et al, 1984; Murphy et al, 1999). La forma
clinica mas constante ocurre en animales adultos de 2-9 afos de edad, que
presentan una artritis cronica unilateral o bilateral de caracter prolongado y
progresivo, con afeccibn de tejidos periarticulares principalmente de
articulaciones carpales, mientras que la alteracion en las articulaciones
metacarpo-falangiana, escapulo-humeral, coxofemoral y atlanta-occipital es
menos frecuente. Se observa un incremento de volumen de la articulacion en la
fase inicial, de consistencia blanda, dolorosa y caliente al tacto, pero al transcurrir
la enfermedad el tejido periarticular se endurece y en casos avanzados llega a
deformarse (Heckert,1992., Peretz, 1993 Petturson et al., 1990).

La presentacion neumoénica puede presentarse como neumonia intersticial
crénica, que se establece en los I6bulos caudales y craneoventrales, situacion
que se acompana por disnea y emaciacion, es afebril y persiste el estado de
alerta (Dawson, 1987).

Otra manifestacion clinica de la AEC es la mastitis intersticial, la cual produce
una induracion de la glandula mamaria (ubre de madera) a nivel de la cisterna

de la leche (Peretz et al., 1993), provocando a su vez atrofia, sin edema, pero
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con inflamacién, que afecta la produccion de calostro y leche (Rabinson y Ellis
1993). Esta afeccion se presenta principalmente en los primeros tres dias
posparto; sin embargo también puede presentarse una mastitis subclinica, con
hipertrofia de nodos linfoides retromamarios (Dawson1987; Petturson et al.,1990;
Heckert ef al.,1992).

La afeccion reproductiva reportada clinicamente ha sido la metritis y/o
endometritis, caracterizada por no ser pirogénica y mantener al animal con buen

apetito y con actitud alerta (Dintel y Morein, 1990).

1.4. Patogenia

El virus de la AEC es absorbido en el intestino en la célula blanco infectada,
monocito que contiene el genoma viral en forma de provirus; cuando el monocito
se convierte en macroéfago, se induce la transcripcion del ARN proviral,
provocando la replicacion y excrecion de particulas virales (Narayan y Clement
1989). Asi el virus puede migrar en células infectadas, como en un “caballo de
Troya”, hacia el sistema nervioso central del cabrito, donde produce una visible
malacia focal en la substancia blanca, con focos de células mononucleares
inflamatorias y desmielinizacion. (Hasse, 1986; Peterhans, 1999; Murphy 1999).
La primo infeccion ocurre mayoritariamente por el paso de macrofagos infectados,
presentes en el calostro, la leche, la sangre, o de otras secreciones, que ya en el
sisitema permiten que el virus se disemine en el organismo y alcance pulmones,

articulaciones, glandula mamaria y aparato reproductor, donde permanece
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latente, hasta que los procesos hormonales o inflamatorios propicien la
multiplicacion del provirus y la produccion de particulas virales en 1 a 3 meses
en los animales jovenes (Peretz,1993; Saunders, 1998).

Las lesiones en articulaciones son el resultado de una fuerte respuesta inmune
con infiltrado de células inflamatorias, que provoca hipertrofia e hiperplasia de las
vellosidades de la membrana sinovial con formacion de foliculos linfoides
(Narayan et al., 1992; Perry et al.,1995); conforme progresa la enfermedad la
membrana sinovial y el tejido conectivo periarticular presentan fibrosis, necrosis y
mineralizacion; en casos avanzados la destruccion del cartilago se da por la
accion de condrocitos que elaboran factores de degradacion muy parecidos a los
que se producen en la artritis reumatoide ( Haase,1986; Trigo,1991., Leyva et al_,
1988).

En el pulmén el gran infiltrado de linfocitos y monocitos en la pared alveolar
interfiriere con el intercambio gaseoso, provocando una neumonia intersticial
(Russo et al., 1993).

La glandula mamaria es otro 6rgano blanco del virus de artritis encefalitis caprina,
ya que la continua presencia de monocitos-macréfagos con genoma viral en la
zona, por procesos inflamatorios relacionados con mastitis permite que el
monocito al convertirse en macrofago realice la transcripcion viral del genoma vy
por consiguiente la replicacion activa (Kennedy- Stoskopf et al., 1985., Lerondelle

et al.,1989., Narayan y Clement 1989).



La transcriptasa viral se puede encontrar en tejidos que presentan inflamacion
como el cerebro, cordon espinal, pulmén, articulacion y glandula mamaria, sin
embargo, el ARN viral también se puede encontrar en areas sin inflamacion
como endotelios de vasos que irrigan cerebro, zonas perifoliculares del bazo y en
células localizadas en las criptas epiteliales del intestino delgado, tubulos
renales y glandula mamaria (Zink et al., 1990).

En el tracto genital de la hembra Ali en 1987, describe una hiperplasia linfoide
folicular en el utero de cabras con serologia positiva, atribuyendo la lesién a la
posible presencia del virus. La AEC es una infeccion multisistémica compleja,
que puede tener diferentes grados de patogenicidad, dependiendo de la cepa
viral (Cheeveers,1988., Blondi et al.,1989); Perrin en 1997 reporta al menos 7
variantes del virus identificadas en Francia.

Algunos lentivirus han mostrado capacidad de replicarse en células epiteliales de
diferentes origenes incluyendo el tracto reproductor, intestino y colon de
pequenos rumiantes, sugiriendose que la infeccion no solo ocurre en monocitos
sino también en células epiteliales de la glandula mamaria de la cabra, aun en
ausencia de efecto citopatico (Carpenter y Chesebro, 1989; Yahi et al, 1992
Zhang vy et al., 1997., Jan et al.,2000., Mselli-Lakhal et al., 2001).

El tropismo del virus pareciera estar dado por la migracion de
monocitos/macréfagos infectados a zonas de inflamacién, sin embargo, se ha

reportado la presencia del virus de AEC en células de la granulosa, las cuales
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pueden servir durante |la fase subclinica de la infeccion como reservorios del virus
(Lamara, 2001).

El aparato reproductor del macho caprino con presencia normal de células
inflamatorias que aumentan en situaciones de origen traumatico o por otras
infecciones, puede incrementar el riesgo de replicacion y diseminacion viral, ya
que se incrementa el aporte de sangre a la zona y la migracién de macréfagos

(Rowe y East 1997).

1.5. Inmunidad

La infeccion por el virus de artritis encefalitis caprina se identifica por la
presencia de anticuerpos séricos especificos. Las inmunoglobulinas aparecen de
3 a 6 meses 0 mas, de la infeccion neonatal y persisten variablemente después
de cada reactivacion viral ;asi mismo la tasa de anticuerpos anti-AEC varia con el
estado hormonal del animal (Peretz et al.,1993., Souriou, 1998).

La transmision pasiva de anticuerpos por medio del calostro, leche, o suero no
protege contra la infeccion. Cabras experimentalmente infectadas con virus de
AEC producen una respuesta humoral detectable por ELISA 40 a 60 dias
posinfeccién, alcanzando un titulo maximo entre el dia 49 -77, decreciendo a
partir de este momento, pero siendo aun detectable a los 9 meses posinfeccion
(Robinson y Ellis 1986). Si se presenta una reactivacion viral se lleva a cabo una

seroconversion serica en un periodo de 1-2 meses (Rimstand et al., 1993).



Por otro lado la inmunidad celular dada por los linfocitos en calostro o leche de
madres infectadas y excretoras del virus tampoco tiene un papel protector (Peretz
et al,, 1993., Leroux y et al, 1997). A diferencia de otros retrovirus la replicacion
del virus de AEC no afecta la respuesta inmune, sin embargo participa en el
desarrollo de lesiones vy en el incremento de transformacidon de monocitos a
macréfagos, propiciando la replicacion viral y amplificando el fenémeno, con una
fuerte respuesta de anticuerpos precipitantes, principalmente contra
glicoproteinas de superficie, pero con ausencia de anticuerpos neutralizantes.
Esto permite la persistencia del virus aun en presencia de respuesta inmune
(Robinson y Ellis 1987., Clements et al., 1988., Kemp et al., 2000).

Uno de los factores que permite evadir la respuesta inmune es la variacion
antigénica, que puede contribuir al progreso de la enfermedad, o a la
diseminacion viral a otros organos o tejidos del organismo en forma de provirus
dentro de macro6fago infectados Blondin et al.,1989., Knowles et a/.,1991.,Valas et
al., 2000).

Una de las respuestas inmunes mas estudiadas, ha sido la lesiéon articular, la
cual provoca una continua activacion de células plasmaticas en el espacio
subsinovial, con gran aumento de IgG1, incremento de células mononucleares,
con disminucién de fluido articular, acumulo de focos linfoides, con células tipo,
CD4, CD8, linfocitos gama delta (yA) y macréfagos que expresan el complejo
mayor de histocompatibilidad tipo Il, con produccién de interferon alfa. El cuadro

es muy semejante a la de artritis reumatoide en humanos. (Zink et al., 1987, Zink



y Narayan 1989., Wilkerson et al., 1995). Por otro lado predomina la respuesta
inmune humoral (tipo Il), con niveles bajos de linfocitos CD4, aspecto que puede
contribuir a la patogénesis de la AEC (Perry ef al., 1995., Von Bodungen et al.,
1998).

Los animales infectados pueden presentar seroconversion y conforme avanza la
infeccién la enfermedad se hace persistente, con o sin presentacion de cuadro
clinico. Este comportamiento viral puede ser ocasionado por variantes del virus o
por caracteristicas genéticas del huésped (Narayan 1989).

Sin embargo no tiene la caracteristica de una enfermedad inmunosupresora o
con deficiencias marcadas del sistema inmune (Robinson y Ellis 1986., Peterhans
1999., Chebloune et al., 2000). Estudios sobre poblaciones de linfocitos
circulantes en cabras infectadas con virus de artritis encefalitis caprina, indican
que éstas no se ven afectadas o nu se encuentran diferencias significativas con
respecto a las cabras sanas (Mérida et al.,1995., Grezel et al., 1997., Jolly et al_,
1997). Lo que si se ha encontrado en animales infectados con AEC es una baja
en la actividad de células asesinas naturales (NK), factor que podria contribuir
al establecimiento de una infeccion persistente (Mdurvwa et al., 1994). Los
macrofagos infectados expresan el complejo mayor de histocompatibilidad tipo |l
(CMH 11) con la ayuda del llamado interferon lentiviral que estimula la produccién
de prostaglandinas(PGE2), que a su vez dan lugar a una replicacion viral
restringida, por la inhibicion de la proliferacién de monocitos infectados. Cuando

se incrementa la activacion viral, aumenta la expresion de CMH I, estimulando a



su vez linfocitos CD4, y consecuentemente producen mas citocinas vy
proliferacion de linfocitos T, hasta dar una respuesta linfocitaria proliferativa
(Zink et al.,1987., Zink y Narayan1989). Se ha observado que animales artriticos,
cronicamente infectados, con caquexia y pérdida de pelo presentan una elevada
produccién del factor de necrosis tumoral alfa (TNF alfa). Por otro lado existen
estudios que reportan que el virus de AEC puede modular las funciones
accesorias de macrofagos infectados in vivo e in vitro y producir una
desregulacion de las citocinas producidas durante el curso de la enfermedad.
(Mdurvwa 1994., Werling et al., 1994., Adeyemo et al.,1997., Lechner et

al.,1997).

1.6 Transmisién

La AEC se transmite principalmente en forma vertical a través del calostro y la
leche (Adams et al., 1983., Ellis 1983., Ellis et al., 1986., Gasking 1990). No
obstante, existen potencialmente otras rutas de diseminacibn como son: la
perinatal, intrauterina, por secreciones vaginales durante el nacimiento, loquios
de cabras infectadas posparto, secreciones salivales y respiratorias de la madre
al cabrito, por contacto intimo entre las cabras atraves de secreciones
infectadas. (Ali 1987., Rowe y East 1997., Rowe 1999). Se sabe que las
maquinas ordenadoras o las manos y toallas que contaminen la leche, pueden
ser potenciales diseminadoras del virus, ademas de las células epiteliales de

glandula mamaria contenidas en la leche, (Crawford y Adams 1981., East et al.,



1993., Lerondele1989., Mselli-Lakhal et al., 1999). Se reconoce el papel que
pueden jugar vectores mecanicos como jeringas, tatuadores, instrumentos o
equipos de descorne contaminados con pequefas cantidades de sangre, que
pueden vehiculizar monocitos infectados, (Narayan et al., 1983., Gendelman et
al., 1985).

La transmision venérea via semen es factible, como ocurre con el sindrome
de inmunodeficiencia humana, el virus de la inmunodeficiencia bovina, la leucosis
bovina, el Maedi-Visna, el virus de leucemia felina (Nash et al., 1995., Ali 1987,
De la Concha 1996., Rowe y East 1997 ; Travassos ef al.,1998 a y 1999 b). La
presencia de células inflamatorias en el semen o prepucio incrementa el riesgo
de transmision. La convivencia de machos infectados en época de celo
incrementa el riesgo por la monta entre ellos, ademas del riesgo que implican sus
secreciones respiratorias, orina y saliva (East et al., 1992). Rowe y East (1997)
reportan la presencia de virus en células de moco estral y lavados prepuciales.
La transferencia de embriones de animales positivos a negativos se utilizé como
un alternativa para el control de la enfermedad, sin embargo estudios recientes
demuestran que el virus de AEC puede mantenerse en células de la granulosa in
Vivo € in vitro y éstas pueden servir como reservorios del virus durante su fase
subclinica (Lamara et al., 2001 ).

Experimentalmente la AEC puede reproducirse por infeccién via la glandula
mamaria, oral, intrarticular, intracerebral, intraperitonial e intravenosa con dosis

de 2x10 *’TCDI 5. La seroconversion es variable y la via mas rapida para



conseguirla es la intravenosa ( 4 semanas) (East et al, 1992., Rowe y East
1997).

Por otro lado, la transmision inter-especie de ovino a cabra y viceversa, ha sido
demostrada experimentalmente sin presentacion de signos clasicos de la
enfermedad, con excepcion de borregos mouflon donde se demostrd la
infeccion in vivo e in vitro. Este tipo de infeccion inter-especie puede resultar en
una nueva adaptacion del virus al hospedero y generar una nueva cepa viral, con
diferente grado de patogenicidad y/o un amplio margen de tropismo para otras
especies. (Sundquist et al., 1981., Chebloune et al., 1999., Guiguen et al., 2000

Rolland et al., 2000).

1.7 Diagnéstico

El diagnéstico de la AEC esta basado principalmente en la deteccion de
anticuerpos antivirales en suero, calostro o leche por una variedad de métodos |,
incluyendo la inmunodifusibn en agar gel (AGID), las pruebas
inmunoenzimaticas(ELISA) e inmunotransferencia (W B). La AGID tiene excelente
especificidad pero insuficiente sensibilidad. Las ELISAs basadas en antigenos
preparados de células infectadas o antigenos recombinantes, compuestos
principalmente de antigenos especificos de grupo (capside, glicoproteinas
transmembramales) y de glicoproteinas de envoltura viral, tienen buena
especificidad siempre y cuando la muestra a evaluar se diluya, para evitar

resultados falsos positivos. El WB es usado en forma muy similar a como se

26



emplea para el diagnéstico del sindrome de inmunodeficiencia humana, donde
se requiere evaluar sueros con resultados indeterminados y no es usado
rutinariamente para el diagnéstico de la enfermedad (Dahlberg et al.,1981.,
Houwers y Schaake1987., Guiguen et al., 1990., Whetstone 1991., Hecket et al.,
1992., Zanoni et al.,, 1994., Belov y Whallley 1988., Peterhans., 1999., Nord
1998., Kwang 1995., Clavijo 1995., Davis et al., 1997., Knowles 1997., Rowe y
East 1997., Souriou 1998., Baba 2000) . Por otro lado la identificacién del virus
requiere de pruebas mas sofisticadas que no son utilizadas rutinariamente por la
mayoria de laboratorios como métodos de diagndstico, sino como apoyo a
proyectos de investigacion como: Inmunoprecipitacion donde el antigeno viral es
marcado radioctivamente; reaccion en cadena de la polimerasa con sus diferentes
variantes (PCR, RT-PCR Nester-PCR, hibridizacion in situ), quimioluminiscencia e
inmunocitoquimica. (Zink et al, 1990., Gopal et al., 1993., Clavijo y Thorsen
1994., Leroux ef al.,, 1997., Storset., |997., Mselli-Lakhal et al., 1999., Guiguen
2000., Lamara et al., 2001).

Hay una serie de aspectos que se tienen que tomar en cuenta para considerar
una “prueba de oro” como método de diagnéstico de la artritis encefalitis caprina.
Entre ellos los antigenos del virus de Maedi Visna (p25. p27 gp135) que se usan
en algunas pruebas, la sensibilidad (falsos negativos) y especificidad (falsos
positivos) de la prueba, la variacion antigenica de algunas cepas, la pureza del
antigeno utilizado, la medicion de anticuerpos calostrales de la madre infectada

en el cabrito, la seroconversion poco definida en los animales infectados, el



aislamiento viral de portadores sanos con titulos bajos de anticuerpos, la
identificacion de provirus en células de calostro y leche, la susceptibilidad o
resistencia a la enfermedad por algunas razas, los diagnosticos para pruebas de
segregacion en hatos o los diagndsticos confirmativos de la enfermedad en casos
procedentes de areas libres de la misma por hallazgos clinicos, histopatolégicos
y/o inmunohistoquimicos. Aunado a esto el costo y la estandarizacion de las
pruebas utilizadas entre los diferentes laboratorios, puede ser frustrante para
clinicos, ganaderos y personal de laboratorio (Kirkl y Batty., 1987., Gopal et al.,
1993., Reddy et al., 1993, Zink et al., 1993., Dolf y Ruff 1994., Clavijo y Thorsen

1995., Storset 1996., Knowles 1997 ., Rosati et al., 1999).

1.8 Prevencién y control

Con el fin de evitar la alta prevalencia de la enfermedad en los hatos caprinos,
se requiere realizar una serie de medidas en cabritos, hembras ( ovocitos) y
machos (semen), en el manejo y tratamiento del calostro, uso de calostro de
hembras libres de artritis, segregacion de animales positivos por estudios
serologicos a diferentes intervalos, dependiendo de la incidencia en el rebano y
cuidado en el manejo de biosecreciones de los animales infectados ( Balha, 1995;
Rowe y East 1997; Saunders, 1998; Martinez et al., 2000). Solo el 35% de los
animales infectados presentan cuadro clinico de AEC y el resto actua como

reservorio y difusor de la enfermedad (East et al., 1987).



El evitar una alta densidad de animales infectados y cabras susceptibles
disminuye la transmision horizontal (Rowe et al., 1992), sin embargo esto no es
facil de conseguir en explotaciones intensivas. Por otro lado, el uso de
inmundgenos experimentales contra esta enfermedad no permite controlar la
enfermedad, ya que exacervan los casos de artritis (Knowles et al., 1990; Vitu et
al., 1993., Russo et al.,1993.,) y no previene adecuadamente contra los desafios.
Sin embargo, Beyer et al., (2001) al inmunizar intradermicamente con un ADN
plasmidico que expresa proteinas del gen de envoltura , lograron inducir una
respuesta sérica de tipo TH2, en la cual predomina la 1gG2, el anticuerpo con
mayor eficiencia en los mecanismos de citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos, mecanismos que podrian controlar mejor al agente viral (MacConel-
lan et al., 2000., Beyer et al., 2001). Aunque, como ya se dijo, no existe una
vacuna comercial contra .a enfermedad, la respuesta inmune a este virus se da
principalmente de dos formas. La primera, que consiste en un bajo titulo de
anticuerpos hacia antigenos de superficie (SU- gp135) y transmembranales (TM-
gp 41), con una produccion de 1gG2 contra antigenos TM y una fuerte respuesta
de linfocitos T subclase CD4, caracterizada por la produccion de interferon gama,
con una baja carga viral. La segunda respuesta, caracteristica de animales
artriticos, asociada con elevada carga viral y un aumento de anticuerpos contr
gp135 en suero y liquido sinovial de tipo IgG1 principalmente y un aumento de
lifocitos T productores de IL-4 (Kemp et al., 2000; Beyer et al., 2001). Es

importante resaltar que el virus no produce inmunosupresion en los macrofagos,
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pero si una desregulacion en la produccion de citocinas, como es el caso de un
elevada produccion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF), que clinicamente se
manifiesta con caquexia en los animales infectados. El encontrar anticuerpos
contra este virus sin afectarse la respuesta humoral es un indicio de infeccion
(Robinson y Ellis, 1986 ; Lechner et al ,1997), por lo que las actividades
encaminadas a erradicar la enfermedad se apoyan en programas de acreditacion
oficial y voluntaria como los realizados en Australia, Nueva Zelanda, y Suiza,
con la ayuda de pruebas serologicas a intervalos iniciales de 6-12 meses y
posteriormente en forma anual, eliminando constantemente los reactores positivos

hasta limpiar el rebano (Robinson y Ellis., 1985. Vogt et al.,1999).

Se han sugirido las siguientes medidas para controlar y prevenir la AEC :

a) Prevenir la transmision perinatal, removiendo al cabrito al nacimiento sin que
entre en contacto con secreciones de la madre, en particular evitar que
ingieran calostro o leche

b) Prevenir la transmision por calostro o leche, para lo cual hay que calentar el
calostro y leche a 56°C por una hora.

c) Programa de vigilancia serologica a diferentes intervalos, dependiendo de la
incidencia de la enfermedad en cada explotacion, pero se puede hacer cada
seis meses.

d) Ordenar primeramente animales seronegativos.

e) Segregacion completa de animales seropositivos.
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f) Evitar el riesgo potencial de transmisidn iatrogénicas con agujas o
instrumental quirurgico, tatuadores y aretadores.

g) No utilizar semen de machos seropositivos, mucho menos con balanopostitis
o inflamaciones genitales.

h) No mezclar comederos o bebederos de animales infectados con los de
cabras libres de AEC.

i) No realizar transferencia de embriones de hembras seropositivas.

j) Desinfeccion con cloro al 2%.

Es pertinente evaluar a la cria, reproductores y semen antes de introducirlos en

hatos libres y realizarles monitoreos a diferentes intervalos, dependiendo la

incidencia de la enfermedad con el fin de confirmar su estatus seroldgico.

( Peretz, 1993; Balha, 1995; Rowe, 1999).

1.9. Epidemiologia

Aunque la enfermedad esta ampliamente distribuida a nivel mundial, prevalece
en paises de produccion intensiva de leche (Adams et al., 1984; East et al.,1987).
En Meéxico se ha descrito la AEC, sin embargo no se conoce el impacto y
distribucion real de la enfermedad en el ganado. A nivel mundial se desconoce el
impacto que juegan los sementales en la transmision de la enfermedad; asi
como, los cambios o alteraciones sobre su aparato reproductor (Nazara et
al. 1985; Gay et al.,1986; Nazara 1991; Avalos 1992; Leyva et al.,1998; Dean y

Nancy 1977; Daltabuit et al,1999). Aunque el virus de la AEC infecta
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principalmente células de la linea monocito-macréfago, puede replicarse en el
sinovio, glandula mamaria, sistema nervioso y pulmon. La edad es un factor de
riesgo a la infeccion, ya que la ingesta de calostro de hembras contaminadas
que contiene células portadoras del virus, puede infectar al cabrito por via
digestiva durante las primeras horas de vida; otro factor que favorece la
contaminacion de cabritos, es mezclar el calostro de todas las hembras,
incluyendo las seropositivas. El hacinamiento parece jugar un papel importante
en la diseminacion (Peretz et al., 1993). El largo periodo de presentacion clinica
de la enfermedad, favorece la convivencia en los hatos de animales
susceptibles con cabras infectadas (Rowe et al., 1992).

Existen informes de posible transmision en utero y por secreciones vaginales al
nacimiento (Rowe y East, 1997). Se puede decir que las fuentes de
contaminacion por orden de importancia son: calostrc, leche, sangre (tatuaje,
jeringas con restos sanguineos y descorne), secreciones y excreciones. Asi
también, las malas practicas higiénicas de ordefo propician el contagio. Otro
aspecto relevante en la posible difusion de la enfermedad por via venérea, se ha
demostrado que las células prepuciales del macho y semen pueden albergar al
virus, asi la presencia de células inflamatorias en semen o prepucio pueden
favorecer la distribucion de la enfermedad; ademas la convivencia continua de
machos con en actividad sexual, puede ser un mecanismo potencial de difusion
del virus (Rowe y East 1997). Travassos et al., (1998a, 1999b) describen la

eliminacion del virus en forma natural y experimentalmente en el semen de



machos infectados. En la transmision horizontal las hembras juegan un papel
importante en la diseminacion de la enfermedad, el virus se puede encontrar en
el moco estral y los loquios (East et al.,1993). Asi mismo, Lamara et al. (2001)
confirman que el virus puede replicarse en células de la granulosa, con la
consecuente probabilidad de diseminacién via ovocitos o embriones. Por otro
lado, se conoce que el virus puede producir un desequilibrio precoz de la
glandula mamaria en primiparas, disminuyendo su produccion lactea debido a la
induraciéon de la misma (Saunders, 1998). Sin embargo, algunos autores
reportan que los parametros productivos en cabras lecheras no son afectados

por el virus (Smith y Cutlip 1988; Greenwood et al.,1995).
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2. HIPOTESIS
El macho caprino tiene un papel relevante en la epidemiologia de la AEC. El virus
de la artritis encefalitis caprina es capaz de provocar alteraciones en el aparato

reproductor de machos caprinos y ser eliminado por el semen.

3. OBJETIVO GENERAL.
Establecer el efecto del virus de la artritis encefalitis caprina en el aparato
reproductor de machos caprinos y documentar la importancia del macho en la

posible transmision de la enfermedad por via seminal.

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES.

a) Aislar e identificar al virus de la artritis encefalitis caprina de un aislado en
México, en cultivo de membrana sinovial, confirmando su presencia por
inmunodifusién, ELISA, inmunotransferencia y reaccion en cadena de la

polimerasa.

b) Describir el efecto del virus de la AEC, en el aparato reproductor de machos
infectados natural y experimentalmente, por estudios clinicos, histopatologicos e

inmunocitoquimicos.

c) Detectar la presencia del virus y de anticuerpos especificos de AEC en el

semen de machos infectados natural y experimentalmente ,
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4.0 Material y métodos.

4.1. Identificacion de animales seropositivos al virus de la AEC.

Con la finalidad de obtener animales infectados por el virus de la artritis
encefalitis caprina, se buscaron animales (machos y/o hembras) seropositivos al
mismo en explotaciones caprinas del pais (Querétaro, Estado de México e
Hidalgo) con signos clinicos caracteristicos del sindrome artritico, utilizando para
ello la prueba de inmunodifusion y ELISA indirecta (Zanoni et al.,1994) (ver

apéndice).

De estos animales se seleccionaron 2 hembras del Estado de Meéxico,
confirmandose su seropositividad por una segunda evaluacion serolégica y
clinica, ademas de placas radiograficas de la articulacion afectada,
posteriormente fueron trasladadas a la FES-C UNAM, para el aislamiento del
virus e identificacion posterior con ayuda de las pruebas de inmunotransferencia

y reaccion en cadena de la polimerasa.

4.2. Aislamiento e identificacion del virus de la artritis encefalitis caprina
por medio del cultivo en membrana sinovial.

Se tomaron 20 ml de sangre con EDTA (20mg/ml) semanalmente de los animales
seropositivos, con el fin de obtener el paquete de células mononucleares en una
suspension de 2x10°%/ml por medio de un gradiente de densidad Ficoll-Hypaque

d=1.78g/ml (SIGMA), previa centrifugacion a 1500 g por 40 minutos a 4° C, el
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paquete celular se depositd en botellas Falcon por 2 horas a 37°C, con la
finalidad de separar células adherentes (monocitos-macréfagos) y poder eliminar
las no fijadas.Las células retenidas se mantuvieron en incubacion por un periodo
de 7 dias con medio Dulbecco sin sales de Ca™ y Mg™ en un medio con 10% de
suero fetal bovino y se incubaron con un 3-5 % de CO,. Posteriormente se
adicionaron a un monoestrato primario de membrana sinovial de feto caprino,
obtenido por el método de explante (segun la metodologia de Crawford et al.,
1998; Grewal et al., 1986), cambiando la mitad del medio de cultivo 2 veces por

semana, para luego observar la formacion de sincicios en un mes.

4.3. Produccion del inéculo viral del virus de AEC aislado en México

De los cultivos identificados como positivos, se colectd el sobrenadante asi como
las que se desprendieron, Las células removidas fueron sometidas a 3 ciclos de
congelacion y descongelacion previa congelacion y descongelacion; estas se
centrifugaron inmediatamente a 1500g por 15 minutos a 4°C, para luego ser
concentrado por ultrafiltraciéon con membranas de retencion de PM de 10.000 y
100 000. La identificacion del virus se confirmdé con inmunotransferencia
utilizando un suero monoespecifico contra el virus de AEC y la reacccion en
cadena de la polimerasa, utilizando para ello primers que amplificaron una region
de 287 pb del gen gag (Kirland y Batty 1987Belov y Whalley 1988) (ver

apeéndice).



4.4. Animales experimentales

Se obtuvieron 14 machos caprinos con edades de 7 a12 meses, que fueron
evaluados para conocer su condicién con respecto al virus de AEC, siendo
negativos mediante las pruebas de inmunodifusion, ELISA,
iInmunotransferencia y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) tanto en
sangre como en cultivo de macrofagos, se distribuyeron de la siguiente manera:
Grupo 1) control no infectado tres animales de raza indefinida desprovistos de
anticuerpos contra AEC (criollos), Grupo IlI), tres animales seronegativos
infectados experimentalmente con la cepa de AEC aislada en México de raza
indefinida (criollos), Grupo |Ill), cinco animales no positivos naturalmente
infectados, tres de raza Toggerburg y dos Alpinos, Grupo IV) tres animales
infectados con la cepa de referencia de la American Type Culture Collection
(ATCC VR905 10° UFS /ml) de raza indefinida (criollos). Los animales infectados
experimentalmente recibieron una dosis de 10° unidades formadoras de sincicios
(UFS) x mililitro por la vena yugular.

4.5. Obtencion de suero y semen.

De cada grupo se colect6 sangre mensualmente de la vena yugular con la ayuda
de vacutainer, la cual fue centrifugada a 800g para obtener el suero vy
conservarlo a —20° C hasta su uso. Con la ayuda de un electroeyaculador con
salida de 1 Amper y 10-14 volts, se colectd semen de cada uno de los animales
mensualmente, evaluandose al mismo tiempo el diametro escrotal. Se registré en

el semen el porcentaje de viabilidad, volumen, color y pH, para luego centrifugar a
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600g por 20 minutos y separar la interfase de celulas espermaticas del liquido
seminal para este ultimo a -70°C para evaluaciones en cultivo celular y western

blott.

4.6. Pruebas serolégicas de seleccion.

Todos los animales fueron evaluados  serolégicamente por inmunodifusion
utilizando un “kit” comercial (immunodifusion CAEV/MMV Veterinary Diagnostic
Technology, USA) y por ELISA, utilizando un “kit” comercial (Chekit CAEV/MMV
Bommeli, Bern, Switzerland; Behring Diagnostic) de acuerdo al instructivo del
fabricante. ( Apéndice 1)

4.7. Inmunoelectrotransferencia (W B)

El suero y el liquido seminal de los machos en experimentacion, se evaluaron, al
inicio y al final del experimento, por la prueba de WB utilizado un antigeno viral
obtenido a partir de células de membrana sinovial de feto caprino (CMSFC)
infectadas con el virus de AEC aislado en México ( Clavijo A.& Thorsen, 1995).
Brevemente, medio Eagle DULBECCO con 10% suero fetal bovino, 1% de
glucosa, sales de Earle 25mM penicilina 100Ul por mililitro, 100p de
estreptomicina y 100 ug nistatina por mililitro, se inocularon 100ul del virus con
10° Unidades formadoras de sincitios y se incubé con 5% de CO2 en camara
himeda a 37°C por 15 dias; el medio fue clarificado por centrifugacion a 1500 g
durante 20 minutos Yy filtrado con membranas de 0,45 micras. El virus se purifico
después de 15 dias de incubacion mediante un colchon de sacarosa al 20% vy

ultracentrifugacion a 51,000g por 2 horas. La cepa de referencia de la ATCC, fue
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procesada de la misma manera. La electroforesis fue realizada en geles de
poliacrilamida al 12% (Laemmli, 1970) y las proteinas se transfirieron a papel de
nitrocelulosa en forma pasiva, para luego bloguear con albumina al 3%, y colocar
el primer anticuerpo en un volumen de 100 pl de suero o liquido seminal diluido
1/50 e incubado 2 hrs. a 37°C. Posteriormente se agreg6 un anticuerpo Anti-lgG-
Fc de cabra peroxidado para todos los grupos fue de esta ultima forma,
(Calbiochem-novabiochem corporation) (1/1000) por 2 horas, revelando
finalmente con diaminobencidina (Sigma immunochemical company) y peroxido
de hidrégeno (0.25%). Los corrimientos de suero o liquido seminal se hicieron con

el virus aislado en México y con la cepa ATCC.

4.8. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Utilizando la técnica de PCR, se identifico la presencia del genoma viral
(provirus), en el ADN de células de membrana sinovial infectadas con liquido
seminal. Esta prueba también se realizd a todos los machos, a partir de las
células blancas sanguineas (monocitos macrofagos) obtenidas antes y después
de la infeccion , con el fin de clasificarlos en los cutro grupos y cocultivadas con
céelulas de membrana sinovial (Clavijo A. y Thorsen, 1995). La extraccion de ADN
fue desarrollada usando un procedimiento comercial (Qiagen, Quiamp DNA
Blood) de acuerdo a su protocolo (Ver apéndice). EI ADN purificado fue analizado
con la ayuda de un espectrofotometro a 260/280 de absorbancia, con lecturas de

1.7-2.1 y con concentraciones de 50-100 ng por microlito. La amplificacion del
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provirus en el ADN, se realizo con la ayuda de una prueba diagnéstica
(PCR.SUPERMIX. Life Technology) (ver apéndice), utilizando para ello 20 pl de
DNA purificado mas 5 pl de cada iniciador, con las siguientes caracteristicas:
Iniciadores de una region conservada del gen gag oligo superior
5°CCAGGGAATCCAATGCTAGTAAAGC 3° (de 1355-1379 pb) y oligo inferior
3'CCTGGCCTTAATGCTTGTGCTAACAS" (1518 a 1642 pb), amplificando un
fragmento de 287 pares de bases, con las siguientes constantes: ciclos: 1.-
94°C/3 min. 2.- 94°C/1 min. 3.- 55°C/1minuto. 4.-72°C/2 minutos, 5.-repeticion del
paso 2, 34 veces, 6.- 72°C/5 minutos,7.-4° (Termociclador PCT-100
MJ.research.Inc.), hasta la realizacion de la electroféresis con 90-92 Volts por 45
minutos, en agarosa al 3% en agua destilada con 2ul de bromuro de etidio,

con10ul de DNA y utilizando como buffer de corrida TAE 1X (Gibco.BRL) .

4.9. Muestras de Tejido reproductor

Todos los machos fueron sacrificados a intervalos de 7 dias tiempo durante el
mismo mes, para un mejor control de muestras de cada grupo. Iniciando con el
grupo Il infectado naturalmente, seguido del grupo Il infectado con cepa aislada
en Meéxico, luego el grupo IV infectado con al cepa ATCC y finalmente el grupo
de los controles no inoculados. Se tomaron muestras de: testiculo, epididimo
(cabeza y cola), vesiculas seminales, glandulas bulbouretrales y ampula seminal.
que se fijaron en solucién de Bouin, para los estudios histopatolégicos y analisis

inmunicitoquimicos, los tejidos se incluyeron en parafina, con el fin de realizarles
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cortes de aproximadamente 4. de espesor utilizando un criostato y colectandose
en portaobjetos previamente desengrasados e impregnados con una pelicula de
agar, para una mejor adherencia del tejido, y se conservaron a temperatura

ambiente hasta su uso.

4.10. Procesamiento de las muestras para la inmunocitoquimica

Los cortes incluidos en parafina se desparafinaron en bano Maria de 70-90° C
durante 15', posteriormente fueron lavados con PBS. En ambas muestras se
procedié a eliminar la peroxidasa enddgena, cubriendo el corte con peroxido de
hidrogeno al 3% por una hora en camara humeda, lavando nuevamente con PBS
y bloqueando con albumina sérica bovina al 2% e incubando nuevamente una
hora en camara humeda a temperatura ambiente y lavando nuevamente con
PBS. A cada portaobjetos se agregaron 200ul de suero policlonal a AEC 1/50
(previamente evaluado a inmunotransferencia de una hembra positiva a la
enfermedad) y se incubé nuevamente en camara humeda durante una hora a
temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron con PBS 2 veces A
continuacion se agregé un anticuerpo monoclonal comercial anti-anticuerpo de
cabra peroxidado (anti-goat IgG-Fc Calbiochem Novabiochem Corporation) vy se
incubd de 60 a 90 minutos en camara humeda. La reccion se revelé con 5 mg de
diaminobencidina (Dab Sigma Chemical) en 10 ml de solucion reguladora Tris HCI
0.1 M, pH 7.6 y anadiendo 0.1 ml de H202 al 3%. Esta solucion se depositd

sobre los portaobjetos e incubo de 7 a 10 minutos, para luego lavar con agua
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destilada de 3-5 veces. Se observo la formacion de un complejo Ag-Ac de
coloracion café, lavando inmediatamente los frotis con agua destilada durante
cinco minutos y contrateniendo con hematoxilina de Harris, entre treinta a
sesenta segundos. Finalmente se lavaron con agua destilada durante cinco
minuto para luego deshidratar con alcohol etilico de 80%, 90%, 96%, y 100%, y
se aclararon con xilol por 2 veces. Utilizando como control positivo el suero de
los animales identificados por inmunodifusion, ELISA inmunotransferencia y PCR,
y como suero negativo de los animales controles negativos evaluados porlas
pruebas ya mencionadas. Como paso final se montaron las laminillas con resina
sintética para su observacion. (Anderson et al., 1994., Ellis et al., 1988 Storset et

al., 1997., Gendelman, 1997).



5.0 RESULTADOS

Se produjo un inéculo viral en membrana sinovial de feto caprino de un aislado
en el pais, asi como de la cepa de referencia ATCC a una concentracion de 1x10°
UFS/ml para reproducir la enfermedad inoculandolo por via intravenosa en 3

machos caprinos de 7-8 meses de edad, seronegativos a la AEC.

5.1. Caracteristicas clinicas genitales y seminales

Los datos encontrados en las evaluaciones testiculares y de semen no
demostraron variaciones significativas entre los diferentes grupos durante el
experimento, encontrandose una media del diametro testicular 24-31 cm, volumen

de eyaculado 0.5 a 1 ml, color cremoso, motilidad de 80-90% y de pH de 6.8-7.0.

5.2 Serolégia: inmunodifusién y ELISA

El grupo | de machos negativos no inoculados permanecio asi durante todo el
tiempo de estudio. Los animales del grupo Il infectados con la cepa FES-C,
seroconvirtieron a los 7 meses postinoculacién a inmunodifusion y ELISA. El
grupo Il formado por machos naturalmente infectados, permanecieron positivos
durante todo el estudio y finalmente el grupo IV infectado con la cepa de
referencia de ATCC, seroconvirtieron a los 3 meses, a las pruebas de

inmunodifusion, ELISA e inmunotransferencia. (Ver cuadro 4).
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Cuadro 4

SEROCONVERSION DE MACHOS INFECTADOS CON VIRUS DE
ARTRITIS ENCEFALITIS CAPRINA

MESES

GRUPOS 1# |22 |32 |42 | 5% | 67 |7° [8* [9® | 10°
1 . o . = = -
1l v e N 1o Lo =
111 + = A b
v = s + + + +
Grupo 1: Controles negativos,

Grupo 1l : Infectados con cepa FES-C.

Grupo lll : Infectados naturalmente.

Grupo IV : Infectados con cepa ATCC

[+ [+
+l+ |+
+l+|+]
++ |+

5.3 Inmunotransferencia de Sueros.

Los sueros evaluados de todos los grupos a excepcion del grupo | control
negativo, reconocieron las principales proteinas expresadas por el virus como es
la p27 y gp 135 que se han descrito en pruebas sexoldgicas (Cutlip 1977) (cuadro
5). Sin embargo, un animal del grupo | de los negativos reconocio la proteina,
p19, y todos la proteina p25. De los animales inoculados con la cepa aislada en
el pais (grupo Il), dos reconocieron la proteina p25 y los tres la glicoproteina de
envoltura gp135. Por otro lado, de los animales naturalmente infectados (grupo
lII), ninguno reconocié la proteina p90, sin embargo todos reconocieron la
proteina p16, p19 , p25 y la gp135 con excepcion de uno que varid segun la
proteina. Los animales inoculados con la cepa de referencia ATCC (grupo V),
todos reconocieron la p16, p25y p71 y solo 2 animales respondieron a la p90 y

gp 135. En forma general la respuesta a la proteina p25 se observo en todos los
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grupos de animales, ademas se detectd en la mayoria de los animales
anticuerpos contra proteinas p25, p71 y gp135, esto es proteinas del gen gag
pol y env. (cuadro 5). Es importante mencionar que el total de proteinas
reconocidas en el suero por todos los grupos fue de 52. Los animales infectados
tanto en forma natural como experimental detectaron por lo menos tres proteinas,
lo que permite confirmar su condicion de seropositivos al virus de artritis
encefalitis caprina (figura 2). Los anticuerpos encontrados en el suero, contra los
distintos componentes virales fueron diferentes en cada grupo, sin embargo
predominé la p25 y los animales infectados reconocieron, por lo menos 3
proteinas diferentes, predominando la p16, p19, p25, p71, p90 y gp135 (cuadro

4).
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Figura 2

PROTEINAS VIRALES IDENTIFICADAS POR SUERO DE ANIMALES INFECTADOS CON
ARTRITIS ENCEFALITIS CAPRINA POR INMUNOTRANSFERENCIA

Grupo | Grupo Il Grupo Il Group IV
Nodnf. FES-C infectados ATCC
natural

CN CP PM

Linea 1-3: grupo | animales no infectados

Lineas 4-6: grupo |l animales inoculados con cepa FES-C
Lineas 7-11: grupo Il animales infectados naturallmente
Lines 12-14: grupo IV animales inoculados con cepa ATCC
CN: suero control negativo

CP: suero control positivo

PM: marcador de pesos moleculares
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Cuadro 5
PROTEINAS DEL VIRUS DE ARTRITIS
ENCEFALITIS CAPRINA IDENTIFICADAS POR LOS SUEROS DE LOS
DIFERENTES GRUPOS DE MACHOS POR INMUNOTRANSFERENCIA

Grupos N°
Animales P16 P19 P26 P27 P71 P90 GP135 Proteinas
gag pol Env

No Infect. 1(1) - + + - - - - 2
1(2) - -+ - - = 2 1

1(3) * = + = . = - 1

C. FES-C Il (4) + 6. + - + - % 5
11 (6) + + + - + - + 5

Il (6) + + - = - - + 1

Nat. Infec. 1 (7) = + + - + - + 4
Il (8) I - 2

1l (9) + + + = + - + 5

11l (10) + + + - + - + &

1 (11) + 0+ o+ -+ - + 5

C. ATCC IV (12) + + + - g + * 5
IV (13) + + + - + + + 6

1V (14) =+ + + - + - - 5
Reactividad total 10 10 14 0 9 2 9 62

Proteinas codificadas por el gen gag: 16,19, 25.
Proteinas codificada por el gen pol: 71.
Prateinas codificada por el gen enve: 90,135

5.4 Inmunotransferencia de liquido seminal

Los anticuerpos encontrados en liquido seminal reconocieron principalmente las
proteinas virales p14, p16, p19, p25 p27, p71,p 90 y gp135 ( cuadro 6). En el
grupo lll de animales infectados naturalmente, (ver figura 3) se lograron identificar
anticuerpos contra las proteinas del gen gag (p25 y p27) pol (p71) y env (p90
gp135). Sin embargo un animal del grupo infectado con la cepa aislada en el pais,

solo presento respuesta a proteinas de los genes gag ( p16 y p19 p27) y env
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(p90 y gp135) (cuadro 6). Es importante mencionar que los animales inoculados
con la cepa ATCC (grupo V) produjeron anticuerpos hacia p19 y p25, pero uno
de ellos no reconocio a p90. Sin embargo los animales inoculados con la cepa de
referencia detectaron entre 4 y 5 proteinas virales de los tres genes. El grupo |l
de la cepa autéctona reconocio entre 3 y 6 proteinas. El grupo Illl de animales
infectados naturalmente reconocid 7 proteinas en la inmunotransferencia.
Finalmente, como se puede ver cuadro 6, el total de proteinas detectadas en el
liguido seminal fue mayor que las encontradas en suero, siendo un total de 63,
indicando que con la metodologia empleada es factible identificar animales
positivos usando el semen como muestra de diagnostico (cuadro 5 y 6).

En las evaluaciones de liquido seminal se observd que los grupos natural y
experimentalmente infectados reconocieron diferentes proteinas, por lo menos un
minimo de 3 proteinas, no siendo este <l caso en el grupo | control negativo

(cuadro 5y 6).
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Figura 3

INMUNOTRANSFERENCIA DE LIiQUIDO SEMINAL DE MACHOS INFECTADOS CON VIRUS
DE ARTRITIS ENCEFALITIS CAPRINA

Grupol Grupoll Grupolil Grupo IV
No-Inf. FES-C Infectados ATCC
Natural
CN CPPM
175
135 > Z
9% = !! 83
iWm o
3 475
'ﬁ 325
% —> - !§ 25
19 —» )
R
16 —p . & W 165
14 —p

1 23 45 67 8 91011121314 15 16 17

Lineas 1-3: grupo | no infectados

Lineas 4-6: group Il animals inoculados con cepa FES-C
Lineas 7-11: group llIl animales infectados naturalmente
Lineas 12-14: grupo IV animales inoculados con cepa ATCC
CN: suero control negativo

CP: suero control positivo

PM: marcador de pesos moleculares
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Cuadro 6

PROTEINAS DEL VIRUS DE ARTRITIS ENCEFALITIS CAPRINA IDENTIFICADAS POR
ANTICUERPOS EN EL FLUIDO SEMINAL

Grupo N°
Animales P16 P19 P26 P27 P71 P90 GP136 Proteinas
. gag pol env

No Infect. 1(1) - + - - - - - 1
1(2) - - - - 0

1(3) - - - - - - - 0

C. FES-C 11 (4) + - + + & - - 3
Il (5) + + + + - + 6

Il (6) - - + + - - + 3

Infect. 11 (7) + + * + - * + 6
Natural 1l (8) t: + + + + + + 7
1 (9) + + + + + + + 7

1l (10) + + + + + + + 7

1 (11) + + + - + + + 7

C.ATCC IV (12) + + # A + # + 6
IV (13) + + + + + + + 5

IV (14) + + + + + + - 5
Reactividad total 10 10 8 11 7 9 8 63

Proteinas codificadas por el gen gag : 16 ,19,25,
Proteinas codificadaspor el gen pol: 71,
Proteinas codificadaspor el gen env: 90,135.

5.5 Evaluacién en cultivo celular

La inoculacién de liquido seminal del ultimo muestreo al cultivo de CMSF produjo
sincicios, con excepcion de uno de los animales infectados naturalmente; este
se sacrificd a los 7 meses debido a su condicion fisica, encontrandose un

infiltrado purulento en articulaciones y médula de miembros anteriores; sin
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embargo se evalué el semen obtenido en el sexto mes, tanto en el cultivo
celular como en la inmunotransferencia. El efecto citopatico se evidencio
(sincicios) entre la octava y décima semana, en todos los animales infectados
con el virus de AEC

5.6 Reaccién en cadena de la polimerasa

Los resultados encontrados con la prueba de reaccion en cadena del polimerasa
permitieron confirmar la presencia de un producto amplificado, de
aproximadamente 287 pares de bases, que confirmo la presencia viral, en forma
de provirus, en las células infectadas con liquido seminal del los grupos II, lll y IV

en el 10° mes de muestreo (figura 4).

Figura 4. Reaccion en cadena de la polimerasa de CMSFC inoculadas con liquido seminal de
machos infectados con virus de artritis encefalitis caprina
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1: Marcadores de pares de bases; 2:control negativo; 3-7: infectados naturalmente; Cepas de
referencia ATCC 8 y-20; 9-11:infectados con cepa de referencia ATCC; 12 control negativo;
13.15:machos controies negativos; 16-18; infectados con la cepa FE-C.UNAM; 19:Control de
células de membrana sinovial fetal sin infecta; 20: control positivo ATCC.

5.7 Patologia:
Uno de los animales del grupo 3, infectado naturalmente, fue sacrificado debido
a problemas locomotores, ya que no se podia levantar y pasaba la mayor parte

del tiempo postrado, encontrandose un exudado purulento en huesos de la
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articulacién femorotibio-rotuliana de ambos miembros, identificandose como
agente causal al Staphylococcus epidermidis.

En la necropsia del grupo 1 (control no inoculado negativo) no se presentaron
cambios patologicos macroscopicos aparentes. En el grupo 2 (infectados con la
cepa FESC-UNAM), un animal presentd un absceso en la cabeza del epididimo
derecho, con contenido cremoso-amarillento, identificandose un Staphylococcus
epidermidis. En los animales del grupo 3 (naturalmente infectados), 2 de ellos
presentaron éstasis espermatica, uno con hidrocele que contenia liquido seroso
y otro con edema en la cabeza del epididimo derecho. En el grupo 4 (infectados
con virus de la cepa ATCC) no se presentaron hallazgos patologicos de tipo
macroscopicos ni en testiculos ni en glandulas anexas.

5.8 Histopatologia:

Los hallazgos en los animales infectados por el virus de AEC fueron poco
consistentes y escasos. En el grupo | (control negativo no infectado) en un
epididimo se observd empaquetamiento de espermatozoides sugestivo de
situaciones obstructivas y sin cambios patologicos en glandulas anexas (figura
5a); en otro animal control se presento infiltrado peritubular de mononucleares
con secuestros de epitelio germinal, mitosis aberrantes, y calcificacion en
testiculo y en el animal restante secuestro de espermatozoides en testiculo e
infiltrado de linfocitos, en dos de tres animales (2/3), vesicula seminal en tres
animales de tres (3/3) ampula dos animales de tres (2/3) y bulbouretrales (3/3)

(cuadro 7). En el grupo 2 (infectados con la cepa FESC-UNAM), en el ampula



del conducto deferente de un animal se observaron espermatozoides
empaquetados en los acinos con presencia de macréfagos (figura 5b) y en otro,
células mononucleares y material seminal en la luz de los acinos (figura 6a),
ademas de infiltrado de mononucleares en el epididimo (1/3), vesicula seminal
(3/3) y ampula (2/3) (cuadro 7).

En el grupo 3 (naturalmente infectados), se observaron células gigantes de tipo
cuerpo extrano asociadas a un tubulo en degeneracion en el epididimo y en
vesicula seminal sugestivo de infeccién viral por el virus de AEC (figura 6a y b);
el ampula deferente de un macho presenté macréfagos con material seminal en la
luz del acini, con presencia de células multinucleadas que habian fagocitado
espermatozoides (figura 7a), asi como infiltrado de mononucleares en testiculo
(1/5), epididimo (1/5), vesicula seminal (3/5), ampula (3/5) y bulbouretrales (1/5)
(cuadro 7). Grupo 4 ( infectados la cepa viral ATCC), un animal presentd
mononucleares en la luz del acini y células descamadas, ademas de infiltrado de
mononucleares en vesicula seminal( 3/3), con infiltrado de mononucleares en la
luz y células descamadas y ligera hemorragia ( figura 7b); las glandulas
bulbouretrales se encontraron sin cambio patolégico aparente, pero en un animal
se observaron mononucleares en tubulos de secrecidon y en el otro en

conductos. (2/3) (cuadro 7),
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Cuadro 7

HISTOPATOLOGIA DEL. APARATO REPRODUCTOR DE MACHOS CAPRINOS INFECTADOS CON

AEC
(D (1) (1 (Iv)
TEJIDO CONTROL. CEPA  INFECCION CEPA TOTAL
NEGATIVOS FES-C NATURAL  ATCC
alb ab ab alb
Testiculo 2/3 0/3 1/5 0/3 3
(alteraciones del epitelio germinal)
Epididimo 03 1/3 1/5 0/3 2
(dgeneracion de epitelios)
Vesicula seminal 3/3 3/3 3/5 3/3 12
(descamacion de epitelio)
Ampula 213 2/3 3/5 0/3 7
(secuestro de semen)
(. Bulbouretrales 3/3 0/3 1/5 2/3 6
(descamacion celular)
TOTAL 9 6 5 10

2/ : numero de animales afectados con infiltrado de mononucleares o macrofagos
/b : total de animales del grupo.
Testiculo: A; alteracion del epitelio germinal reduccion del espesor.y pérdida de continuidad, vacuolas intracitoplasmiticas, nucleos
picnaticos y bordes plasmaticos indistintos.
B; sin cambio patologico aparente
(:: -
D; Tubulos en degeneracion , secuestro de lentos en el epitelio germinal v mitosis aberrantes
Epididimo:A; epitelio delgado en degeneracion e hiperplasia con arreglo irregular de lamina basal
B; células multinucleadas .defectos en epitelio y espermatocitos en tibulos
Vesicula seminal: A; descamacion de epitelio, hemorragias v vasculitis.
B; descamacion epitelial.
C; descamacionepitelial.
D; descamacion epitelial.
f\['ﬂp\lla: 1 A; secuestro de material seminal
B; sin cambio patologico aparente

&
D: W
G.Bulbouretrales:A ;sin cambio patolégico aparente

B;
C:descamacion celular
D; sin cambio patolégico aparente
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Figura 5

Histopatologia de animales infectados con cepa FES-C.UNAM con virus de AEC

Figura 5a Figura 5b

>a) , Epididimo de macho Negativo; empaquetamiento de espermatozoides. sugestivo de situacion
destructiva (140X)
Sh) Ampula deferente, animal Inoculado con cepa FES.C,espermatozoides empaquetados en los acines
con algunos macrotagos (140x)

Figura 6

Vesicula seminal de machos infectados con cepa FES-C.UNAM y epididimo de naturalmente

infectados con virus de AEC

fil 6b

6u) Vesicula seminal, de macho inoculado con cepa FE-S-C. con Células mononucleares y material seminal
en la luz del acin glandular (140X HE)

6b) Epididimo de un animal naturalmente infectado, Células gigantes de tipo cuerpo extrano, tabulo en
degeneracion (140X HE).
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Figura 7

Ampula y vesicula seminal de macho naturalmente infectado e inoculado con cepa ATCC de AEC
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Figura 7a Figura 7b

7a) Ampula deferente de macho naturalmente infectado. con macréfagos con material seminal en la luz del
acini, con presencia de células multinucleadas que fagocitan espermatozoides (140x)

7b) Vesicula seminal de macho Inoculado con cepa ATCC: células mononucleares en la luz y células
descamadas, con hemorragia (140x).

5.9 Inmunocitoquimica

La reaccidon antigeno anticuerpo evidencio la presencia de antigeno viral, en
vesicula seminal, de los machos infectados naturalmente (grupo Ill), conla cepa
FESC-UNAM (grupo Il) y con al cepa de referencia de ATCC (IV), el grupo |
control resultd negativo (figura 8).

Las respuestas positivas en vesicula seminal se observaron en 3/5 de los
animales infectados naturalmente ( grupo lll) seguido de los infectados con la
cepa FES-C (3/3) ( grupo ll) y de la cepa viral ATCC (3/3) ( grupo IV) (cuadro 8).
Ademas se pudo observar respuesta positiva en glandulas bulbouretrales de los
machos naturalmente infectados (3/5) (grupo lll) y en los infectados con la cepa

viral ATCC 3/3 (grupo V). (Figura a,b,c,d)
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Cuadro 8

INMUNOCITOQUIMICA DE ANIMALES POR GRUPO Y ORGANO QUE PRESENTARON

RESPUESTA POSITIVA AL VIRUS DE AEC

CONTROL.  CEPA INFECCION  CEPA
NEGATIVOS FES-C NATURAL  ATCC
a/b a/b a/b a/b

Testiculo 0/3 0/3 0/5 0/3
Epididimo 0/3 0/3 0/5 0/3
Vesicula seminal 0/3 3/3 3/5 0/3
Ampula 0/3 2/3 3/5 0/3
G.Bulbouretrales 0/3 3/3 5/5 0/3
Total 11 8 6 0

&/ : namero de animales positivos a la reaccion de inmunocitoquimica

/b : total de animales del grupo
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Figura 8

Inmunocitoquimica de animales infectados con virus de AEC
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a) Vesicula seminal, negativo (140X HE )  b)Infectado naturalmente.vesicula seminal (100XHE)
mononucleares en intersticio

¢) Cepa FES-C, Vesicula seminal (140X HE) d) Cepa ATCC,Vesicula seminal (140X HE)
mononucleares en la luz del acino respuesta positiva en epitelio acinar
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6. Discusion.

El control de la artritis encefalitis caprina (AEC) se basa como en otras
enfermedades en poder detectar animales portadores vy eliminarlos de la
explotacion, con miras a erradicar la enfermedad (Vogt et al., 2000). Existen
diferentes formas de diagnosticar la enfermedad: demostracion clinica, serologia,
patologia, aislamiento viral y pruebas de biologia molecular (Nazara et al.,1985,
Perrin, 1991., Gopal et al., 1993 Mselli-Lakhal et al.,2000) Varias de ellas se
utilizaron en este trabajo, con el fin de integrar y valorar las pruebas en el
diagnostico de la enfermedad. Aunque la artritis encefalitis caprina presenta un
sindrome caracteristico, no es patognomonicos de la enfermedad. El control se
enfoca principalmente a las hembras, dejando en segundo término a los
sementales. No obstante, esta comprobado que el virus esta presente en los
machos y pueden actuar como portadores y ser importantes en la transmision
(Travassos et al., 1998a 1999b. Kiessling et al., 1987, Van et al.,1991; De la

Concha-Bermejillo et al.,1996; Nash et al.,1995; Jordan et al.,1999).

El diagnostico serolégico en machos no siempre resulta positivo, dada la
patogenia de la enfermedad, ademas se realiza a diferentes intervalos
dependiendo del estatus seroldgico de la explotacién y en algunas ocasiones hay

que evaluar nuevamente a los animales. Por lo que evaluarlos con una prueba
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mas sensible y especifica como la inmunotransferencia, es factible y valido, con
el fin de detectar animales positivos con titulos bajos (Issel et al., 1988., Novelo
et al .,2000). En el presente estudio la inmunotransferencia realizada a los sueros
caprinos permitié reconsiderar la forma de interpretar a los animales positivos.
Ademas se realizé esta prueba en liquido seminal, que nunca se habia reportado
en artritis encefalitis caprina (AEC).

Como es sabido, una de las formas de introducir la AEC a un pais es por la
importacion de animales clinicamente sanos, pero infectados; aparentemente
esta ha sido una de las formas de introduccion de la enfermedad a lugares
donde no existia. De igual manera existe el riesgo si se importa semen de paises
con alta incidencia de la enfermedad, (Cutlip et al., 1992., Saunders 1998).
Simard et al.,, 2001, reportan una alta sensibilidad (99.4%) y especificidad (100
%) en la prueba de ELISA, utilizando como antigeno virale la particula completa.
En estas condiciones no se puede determinar que proteinas virales son la mas
antigénicas o cuales estan siendo reconocidas por el suero, lo que si se pudo
determinar en la presente investigacion al realizarle inmunotransferencia al suero
y el liquido seminal de los animales inoculados. En el presente trabajo las
pruebas de precipitacion en agar y ELISA, utilizadas para seleccionar los
animales fueron empleadas como pruebas tamiz y complementarias, tal como lo
reportan Knowles et al.,(1994) Motha y Ralston (1994).

Ensayos con proteina recombinante en pruebas de ELISA, solo detectan algunos

de los antigenos virales, tal como lo reporta Baba et al., (2000) y por lo tanto no
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pueden identificarse otras proteinas que pudieran predominar, dada la variacion
antigénica que presenta este virus. Asi puede no estarse identificando proteinas
de alguna otra parte de la estructura viral, ademas de que no siempre existen los
anticuerpos suficientes para reconocer todas las proteinas estructurales, de grupo
y enzimaticas del virus. No es una practica comdn evaluar el semen con fines
diagnosticos en AEC, objetivo importante en el presente estudio. EIl encontrar
anticuerpos en el liquido seminal contra proteinas codificadas por los genes gag,
pol y env del virus de AEC, es una prueba clara, de que los animales han estado
en contacto con el virus, aunque no se observe cuadro clinico. Al comparar los
resultados en suero y liquido seminal de los machos infectados, con la cepa
autéctona FES-C y los inoculados con la cepa de referencia (ATCC), se
encontraron diferencias en el reconocimiento de algunas proteinas del virus,
como el caso de no reconocer a la p27 los sueros, pero si sc¢ detectoden liquido
seminal (cuadro 5). Esto pudiera deberse a una posible variacion antigenica del
virus en el huésped como lo reportaron Narayan et al.,(984) y Ellis et al.,(1998)
en animales infectados de forma natural y experimentalmente, donde encontraron
variaciones de respuesta inmune al evaluarlos seroldgicamente por pruebas de
seroneutralizacion, asi también Valas et al.,2000, reportan una variabilidad e
inmunogenicidad del virus de AEC, también pudiera pensarse en que la
respuesta humoral en el tracto reproductor incorpora elementos locales, que

propicien mayor concentracion de anticuerpos en la zona, o la expresion de
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nuevos epitopes, ya que el virus parece tener mayor replicacion en células
epiteliales (Mselli-Lakhal et al., 1999)

El presente estudio permiti6 identificar que tipo de proteinas virales estan
reconociendo los anticuerpos en suero y en en el liquido seminal, esto es
importante ya que el reconocimiento de un mayor numero de proteinas permite
una mayor certeza en el criterio de positividad. Esto se observd mejor en el
grupo de animales infectados naturalmente, notando que conforme persiste la
enfermedad es factible detectar un mayor numero de proteinas reconocidas. Esto
se puede relacionar con lo reportado por Ellis et al., (19872.,1987b y 1988),
donde se comparo la respuesta inmune en una infeccion persistente evaluada
por inmunotransferencia contra tres cepas del virus de AEC aisladas de casos
clinicos, encontrandose diferentes patrones de reconocimiento, algo parecido a lo
encontrado en el presente estudio, cormparando la cepa ATCC con el grupo de
animales infectados naturalmente.

En la evaluacion serologica se pudo identificar la aparicion de los anticuerpos en
los diferentes grupos infectados experimentalmente, destacando que los animales
infectados con la cepa aislada en México seroconvirtieron hasta los 7 meses,
comparado con la cepa de referencia ATCC en la que ocurrid a los 3 meses; esto
sugiere que la cepa autéctona se comportd, biolégicamente en forma diferente,
comparada con la cepa viral de referencia y mejor adaptada a cultivo celular, ya
que ambas cepas se inocularon por la misma via intravenosa, misma dosis 10°

UFS y mismo volumen 0.5 ml. La diferencia puede deberse a las variaciones



que pueden ocurrir en el virus (Ellis et al., 1987), diferente susceptibilidad de los
animales utilizados, por efecto racial (Adams et al.,1983), o por la diferencia en
la patogenicidad de las cepas (Cheveers et al.,1988), que pueden modificar de
alguna manera la respuesta del huésped, ya sea por la expresion de citocinas,
como el factor de necrosis tumoral alfa o la interleucina 6 (Lechner ef al.,1997 ,
Adeyemo et al,1997) , o por la interaccion con retrovirus endogenos caprinos
que pueden modificar genéticamente el comportamiento de la cepa infectante
provocando con ello eventos de recombinacion (York et al., 1992., Benit et

al.,2001).

La presencia en liquido seminal de anticuerpos contra componentes proteinicos
del virus, demostrado por inmunotransferencia, permite identificar la presencia
viral en machcs infectados. Los anticuerpos reconocieron diferentes proteinas, sin
embargo, predominé el reconocimiento de la p25 en la mayoria de los animales
infectados, que contrasta con lo indicado por Belov y Whalley (1988) en estudios
de inmunotransferencia en suero sanguineo que detectaron principalmente las
proteinas p24 y p14 . El identificar anticuerpos en suero o liquido seminal, que
reconocen a tres o mas proteinas pertenecientes a diferentes fragmentos
genomicos del virus, es un indicador de que los animales han estado en
contacto con el virus y que son potenciales diseminadores del mismo. La

demostracion de anticuerpos en el semen permite emplear la prueba en la

63



evaluacion del mismo y detectar el material potencialmente peligroso en la
diseminacion de la enfermedad.

Adicionalmente, en este trabajo se demostro la presencia del virus de AEC en el
semen de los animales natural y experimentalmente infectados, mediante la
inoculacion del mismo en cultivos celulares y la ratificacion de la presencia viral
por PCR. Esto confirma lo reportado por Travassos et al.,1998a y1998b).

La prueba de reaccion en cadena de la polimerasa ha sido utilizada como una
técnica para detectar la presencia de microorganismos en en el semen
directamente, o por la variente de RT-PCR (Van Voorhis et al., 1991., Christopher
et al., 1995 Clavijo y Thorsen 1996). En este trabajo la técnica de PCR se utilizo
para identificar al virus en células de la membrana sinovial inoculadas con el
semen de los machos en estudio, en forma muy parecida a lo realizadé por
Daltabuit et al.,(1999).

La eliminacién seminal de retrovirus ya ha sido descrita en algunas
enfermedades como el sindrome de inmunodeficiencia adquirida humana,
leucemia viral bovina, virus de la inmunodeficiencia bovina y el virus de maedi-
visna en ovinos (Van Boris., 1991., Meas et al., 2002). En ésta ultima se ha
encontrado asociada con epididimitis y leucocitoespermia, lo que incrementa el
riesgo de diseminacion e implica reconsiderar al macho en la epidemiologia y
control de la enfermedad (De la Concha et al., 1996).

La presencia de células mononucleares y macrofagos en los acinis de las

glandulas anexas al tracto reproductor (ampula, vesicula seminal y bulbouretral),
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incluso en los machos controles, podria se el vehiculo de eliminacioén viral por el
semen. En el caso particular del virus de AEC es considerada como infeccion
unica; sin embargo otros retrovirus como la leucemia felina vy el virus de la
inmunodeficiencia viral felina deben estar asociados para que ocurra la
enfermedad (Pedersen et al., 1990), En el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida en humanos, deben ocurrir cofactores primarios o secundarios para
que se desarrolle la enfermedad (Gelmenn et al.,1987).

El detectar anticuerpos seminales permitid identificar animales positivos al virus
de AEC, en forma parecida a lo que ocurre en |a inmunodeficiencia humana,
donde el Western Blot tiene valor confirmatorio cuando se detectan por lo menos
una proteina, codificada por cada uno de los genes gag, poly env (Sells,1996).
En el presente trabajo también se encontraron resultados no reportados sobre el
efecto y/o la presencia del virus dei virus de AEC en aparato reproductor de los
machos caprinos. Pese a que no se vieron afectados los parametros
reproductivos como diametro testicular, volumen seminal y viabilidad de
espermatozoides y no se demostraron lesiones caracteristicas atribuibles al virus,
este estaba presente como se demostd por pruebas de inmunocitoquimica e
inoculacién en cultivos celulares.Un semental puede encontrarse clinicamente
sano y a la vez infectado y por lo tanto actuar como diseminador de la
enfermedad (Foot, 1989., Rowe et al.,(1997).

No se presentaron cambios que pudieran alterar el aparato reproductor de los

machos caprinos, como la espermatogénesis que eventualmente produjera
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infertilidad, tampoco se encontraron diferencias significativas entre los diferentes
grupos a la necropsia o en el estudio histopatologico, lo que se tradujo en que
todos los animales, infectados o no, mostraron material seminal normal. La
presencia de macréfagos en el tracto reproductor, en particular en la luz acinar
de las glandulas ampula, vesicula seminal y bulbouretral, permite presuponer que
podrian permitir la presencia viral, ya que los macrofagos son las células
blancas que transportan al virus en forma de provirus (Perrin 1991) y podrian ser
fuente de infeccién para el rebano. Rowe y East (1997), mencionan que la
migracion de macréfagos infectados al tejido reproductor se puede dar  por
traumatismos o lesiones en el area. En este estudio se encontraron infiltrados de
macrofagos y mononucleares en la luz de los acinos glandulares, principalmente
en vesicula seminal, que indica la migracion de estas células al material seminal,
sin observarse lesiones en el aparato reproductor. Se sabe que la vesicula
seminal aporta del 50-70 % del volumen del eyaculado, seguido de prostata con
un 20-30%, bulbouretrales y ampula con un 10 % aproximadamente (Kashuba et
al., 1999). Este es un factor agravante en el presente estudio, ya que la mayoria
de las células fagocitarias se encontraron en las vesiculas seminales de los
animales infectados, sugiriendo que la vesicula seminal juega un papel importante
en la captacion de macrofagos que pueden estar infectados con el virus de AEC.
Un estudio realizado en monos infectados con el virus de la inmunodeficiencia del
simio, se reportd un incremento de células multinucleadas en el epididimo, de un

animal, otro con moderado incremento de mononucleares en vesicula seminal y
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finalmente un tercer animal con cambios en el epitelio, consistentes en
degeneracion e hiperplasia, (Miller et al.,1994) estos hallazgos reportados no
fueron homogéneos en todos los animales. En el presente estudio también se
observaron infiltrados mononucleares y macréfagos principalmente en vesicula
seminal, y células gigantes en los animales infectados naturalmente, aunque
este grupo permanecié mas tiempo con la infeccion, es posible que estas células
sean consecuencia de otras patologias, incluso de defectos de desarrollo, su
presencia, sin embargo, indica complejas interacciones de células de la
respuesta inmune en el aparato reproductor, posibilitando la presencia de
mononucleares en el semen. Pudiera sugerirse que conforme progresa la
enfermedad es mas factible encontrar un mayor numero de células blanco
portadoras del virus y mas aun en animales que presentan la enfermedad en
forma cronica. Estudios realizados en retrovirus murinos, (Kiesling et al., 1987),
describen una epididimitis marcada, cosa que no se pudo apreciar en los
machos infectados en este trabajo, quiza porque solo se mantuvieron en
observacion por 10 meses, ya que la presente enfermedad es de caracter
progresiva, evidenciandose lesiones o complicaciones después de varios anos de
padecer la enfermed. La relacion de lesibn macroscopica y microscopica
unicamente se encontrd en el animal con el abceso, donde microscopicamente se
aprecio la formacion de granulomas en la vesicula seminal de los animales
pertenecientes al grupo Il infectados con la cepa aislada en México, sin embargo

el granuloma no sugiere ser provocado por el virus puesto que al ensayo
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inmunocitoquimico no se evidencioé la presencia de AEC. Y solo en un animal
del grupo Il infectados naturalmente existié un relacion del acamulo de celulas
gigantes histopatologicamente y la presencia de complejos Ag-Ac, al estudio
inmunocitoquimico, observandose formacion de sincicios en el intersticio de la

vesicula seminal.

Los hallazgos inmunohistoquimicos en el grupo de animales infectados
naturalmente, indican la presencia de antigenos del virus, principalmente
asociado al epitelio de la vesicula seminal, sin presentar dano patologico. Sin
embargo Mselli-Lakhal et al.,(1999) reportan que el virus de la artritis encefalitis
caprina, es capaz de replicarse en ceélulas epiteliales, tal como las de la glandula
mamaria en mayor cantidad y sin presentar un efecto citopatico. Por lo que no se
descartan otros tejidos gue permiten la replicacion viral sin producir dafo evidente
como cuando se replica en endotelios vasculares (Greenland et al., 2000) y
células de la granulosa en la hembra (Lamara et al,2001), sugiriendo que éstas
ultimas células pueden servir como reservorios del virus durante la fase
subclinica de la infeccion. Asi también Howell et al., (1997) demostraron la
replicacion del virus de la inmunodeficiencia humana en células epiteliales, en
forma parecida a lo que sucede con el virus de la leucemia de células T
humanas, que afecta epitelios del aparato reproductor (Zacharopoulos y Phillips,
1997). Se ha observado azospermia con infiltrado de linfocitos y macréfagos en

insterticios en individuos infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana,
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aunque no en todos los individuos evaluados (Pudney y Anderson 1991). Lo
observado en este estudio sugiere que los epitelios del tracto reproductor de
machos caprinos, en especial el de las vesiculas seminales, pueden servir como
multiplicadores del virus de la AEC, propiciando su diseminacion por el semen,
aun con niveles elevados de anticuerpos circulantes que no pueden neutralizar
las particulas virales desnudas intracelularmente,( Haziza et al., 2001), o por la
variacion evolutiva de antigenos de envoltura, propiciada por los enventos de
recombinacién entre los virus endégenos y los retrovirus conocidos actualmente

(Cork y et al.,1992. Benit et al.,2001., Palmarini et al.,2001).

7. Conclusiones

Se reprodujo la infeccidn en machos cabrios, con una cepa aislada e identificada
en el pais, asi como con una cepa de referencia. De igual manera fue posible
detectar anticuerpos a diferentes componentes estructurales del virus de AEC en
el semen caprino. Esto permite detectar semen peligroso de origen foraneo u
reducir el riesgo de usarlo en programas de inseminacion artificial

Asi mismo fue posible identificar la presencia del virus en tejido reproductor,
principalmente en vesiculas seminales, asi como la identificacion de células
potencialmente portadoras del virus en su genoma.

Todo ello apoya la hipotesis de que los machos cabrios tienen importancia en la

diseminacion de la artritis encefalitis caprina
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11. APENDICE

DESARROLLO DE LA PRUEBA DE INMUNODIFUSION

(caprine arthritis-encephalitis/ovine progressive pneumonia antibody test kit)

1.- Se Prepar6 una solucién de agarosa al 1% en solucion buffer salina fosfatada
(PBS- Na,HPO4 1.17 grs, NaH,PO4e1H,0 0.22 grs y NaCl 8.50 grs disolviendolo
en un litro de agua destilada) ajustando el pH a 7 4.

2.- Adicionando 6.0 g de cloruro de sodio por cada 100 ml de PBS, agregando a
la vez la agarosa y calentando lo suficiente hasta que el agar este completamente
disuelto.

3.- Servir la solucion de agarosa adicionando 6 ml. en cajas de petri de 60 x 15
mm. y esperar a que solidifique.

4 - Perforar los pozos con un sacabocados obteniendo un pozo central y 6
perifericos.

5.- Colocar en el pozo central 50 ul de antigeno del virus de Maedi-Visna que
viene en el kit

6.- Adicionar en tres pozos perifericos 50 ul de cada uno de los controles del kit
(positivo, positivo debil y negativo).

7.- Poner en los tres pozos restantes 50 ul de cada suero problema a evaluar.

8.- Identificar adecuadamente las cajas de petri e incubarlas en camara humeda a
4°C por una semana.

9 - Realizar lectura.
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DESARROLLO DE LA PRUEBA DE ELISA
(CHEKIT CAE/MVV. BOMMELI.A.G))

1.- Primeramente se estabilizaron los reactivos a temperatura ambiente

consistentes en : Solucion de dilucion, solucion de lavado,conjugado,solucion

reveladora y solucion de paro.

2.- Al mismo tiempo se equilibraron a temperatura ambiente las microplacas

conteniendo el antigeno viral e inmediatamente se cubrieron para evitar

deshidratacion de las misma.

3.- Acto seguido se prepard el volumen necesario de la solucion de dilucion vy
lavado a partir de un volumen 10x : para lo cual se agregan 9 volumenes de

agua destilada a la dilucién madre.

4.- Posteriormente se realizé la dilucion, distribucion e incubacion de las muestras
y controles.

Distibuyendo 180 ul de solucion de dilucion en cada pozo, para anadir
posteriomente 20 pl de suero y 20ul de los controles positivos y negativos,

quedando una dilucion de 1:100.

5.- Posteriormente se agitaron las placas con el fin de homogenizar las
soluciones,cubriendolas y dejando incubar en camara humeda durante 90
minutos a temperatura ambiente (18-30°C).

6.- Posteriormente se decantaron la microplacas con el fin de realizarles los
siguientes pasds.

7.- Lavado de microplacas.

Las microplacas se remplazaron con 300ul de solucién de lavado, repitiendolo 2

veces mas. (desechando la solucion de lavado).

8.- Posteriormente se realizé la dilucion, distribucion e incubacién del conjugado

marcado con peroxidasa, diluido 1:200 (anticuerpos monoclonales anti-lgG-
Rumiantes), con la solucion de dilucion. Distribuyendo 100 pl en cada muestra y

cubriendo las microplacas y dejandor incubar en camara himeda a temperatura

ambiente durante 90 minutos.

10.- Posteriormente se realizaron otros tres lavados como los mencionados
anteriormente. Para luego adicionar el cromogeno (ABTS).

Distribuyendo 100 ul de la solucion del cromégeno preequilibrado entre 20-25°C a

temperatura ambiente aproximadamente durante una hora.

11.- Finalmente se cubre la microplaca y se incuba a temperatura ambiente (25°C
aproximadamente).

12.- Para la realizar la lectura después de 5- 30 minutos aproximadamente,
cuando la la diferencia en densidad optica entre el positivo y el negativo, fuera
de = a 0.3., previamente agitando la microplaca para homogenizar la coloracion,
en un espectrofotometro con una longitud de onda de 492 nanometros.
Inmediatamente serealizé el paro de la reaccion adicionando 50ul de dicha
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solucion por muestra, distribuyendo esta solucién de paro, en el mismo orden y
con la misma rapidez, que fue distribuido el cromégeno.

Interpretacion de los resultados de la la siguiente manera

Densidad Opticamuesta Densidad Opticanegativo
% MUESH@ =--mmmmmm e X 100
Densidad optica pesitivo Densidad opticanegativo

Interpretacién

Negativos Dudoso Positivo

< 30% 30%-40 > 40%

OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES A PARTIR DE SANGRE
PERIFERICA POR MINIGRADIENTES DE FICOLL

-

. Se colectd sangre completa con EDTA en tubos vacutainer de 7 ml.

Centrifug6 a 2000 rpm a Temperatura ambiente.

3. Se rotularon 4 tubos eppendorf con: 2 tubos con 500 | cada uno de ficoll y
otros 2 con PBS cada uno con 300 "l a temperatura ambiente.

4. Al terminar la centrifugacion se separo el plasma y se deshecho, se colecto
la capa blanca en total de 600 || y se mezcld en los tubos con 300 | de
PBS.

5. Se transfiri6 todo a los tubos con Ficoll-Hypaque pipeteando sobre el borde
de los tubos y con cuidado.

6. Centrifugando nuevamente a 2000 rpm por 4 min.

7. Se observaron cuatro capas de abajo hacia arriba: eritrocitos, Ficoll-
Hypaque, células blancas y PBS/plasma. Se colectdé la capa blanca
observandose como un anillo opaco sobre el FicollHypaque.

8. Se transfirid a otro tubo eppendorf estéril y se anadieron 500 | de PBS.

9. Centrifugando nuevamente a 2000 rpm por 4 min.

10. Decantantando y anadiendo 500 [l de PBS.

11.Resuspendiendo con vortex y lavandose nuevamente dos veces mas.

12.Finalmente se adiconaron a una botella Falcon com medio de cultivo

celular sin sales de Ca y Mg, e incubandose en estufa de CO, a 37° C

durante 3-7 dias.
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EXTRACCION DE DNA A PARTIR DE CULTIVOS CELULARES O
MONOCITOS-MACROFAGOS
(QlAamp DNA Minikit)
Equilibrar las muestras a cuarto de temperatura
Equilibrar Buffers AE , Buffer AL a temperatura del laboratorio
Restituir los Buffer AW1 y Buffer AW2 y Proteinasa QIAGEN
Todas las centrifugaciones se realizaron fuera del area de trabajo
Material :
Columnas Quiamp.
Tubos paras coleccion de 2ml
A partir de este momento se procedid a realizar lo siguientes pasos
1.- Primeramente se desprendieron las celulas con un escalpelo (rubber
policeman), con minimo de 5x10° células con evidencias de sincitios
2.- Transferidas a tubos eppendorf de 1.5 ml y centrifugados por 5 minutos a 300g
3.- Se removio el sobrenadante sin alterar el pellet.
4 - Se resuspendio el pellet de células en PBS pH 7.4 a un volumen final de
200ul.
A partir de este punto se Adicionaron 200ul de las muestra a evaluar (monocitos-
macrofagos previamente cultivados, pellet de células de membrana sinovial
cocultivadas con macréfagos infectados o liquido seminal inoculado en cultivo de
células de membrana sinovial)
5.- Adicionando 20ul. Proteinasa QUIAGEN.
6.- Adicion de 200ul. de Buffer AL a la muestra y mezclar con vortex por 15
segundos.
7.- Incubar a 56°C por 10 minutos.
8.- Centrifugd brevemente en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml, para remover
gotas de las paredes de la tapa del tubo.
9.- Adicionar 200ul etanol (96-100%) a la muestra, mezclando con vortex por 15
segundos. Después de mezclar centrifugar brevemente en tubos de 1.5 ml para
remover gotas de |la tapa y delas paredes.
10.- Cuidadosamente se aplica la muestra con etanol en un tubo con columna de
coleccion QlAamp sin dejar gotas en la tapa y centrifugar a 600g por un minuto.
Colocando previamente la columna Qiamp en un tubo de coleccion de 2.0 ml y
descartando el filtrado contenido en el tubo.
11.- Cuidadosamente se destapa la columna QlAamp y se adicionan 500ul de
Buffer AW1 sin mojar las paredes, se cierra la tapay se centrifuga a 600g por un
minuto Colocando previamente la columna QlAamp en un tubo de coleccion de
2.0 ml y descartando el filtrado contenido en el tubo.
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12.- Cuidadosamente se destapa la columna QlAamp y se adicionan 500ul de
Buffer AW2 sin mojar las paredes, se cierra y centrifuga a 20.000 g por 3
minutos, descartando el filtrado contenido en el tubo

13.- Finalmente se coloca la columna Qiamp en tubo limpio de 1.5 ml de
centrifuga, se destapa y se adicionan 200ul de Buffer AE o Agua destilada,
incubando a temperatura de laboratorio por un minuto y entonces centrifugado a
6000g por un minuto.

14.- La solucion eluida se almacena -20° C, hasta su uso 9enpenucieotidos trifosfato

SUPER MIX (Contenido)

Tris-HCI (pH 8.4) 22 mM

KCI 55 mM
MgCl ; 1.65 mM
dGTP 220 M
dATP 220 uM
dTTP 220 @M
dCTP 220 uM

Taq recombinante 22U
(DNA Polimerasa)

TE
Tns-HCI, ph8.0 10 mM
EDTA, pH 8.0 1TmM

Marcador DNA de 50 bp DNA (GIBCO.BR .LIIFE.TECHNOLOGIES

REACTIVOS UTILIZADOS PARA LA INMUNOTRANSFERENCIA

Sacarosa 20%
20 grs. de sacarosa en 100 ml. de agua destilada (D).
Disolver y filtrar con una membrana de 0.45 um.

Almacenar a 4° C

74



Azul tripano

0.4 grs. en 100 ml. de PBS (0.4%)
se filtra y se conserva a temperatura ambiente

PBS cultivo celular

NaCl 8 grs.
KCI 0.2 grs.
Na2 HPO4 1.44 grs.
KH2 PO4 0.24 grs.

Disolver todo en 800 ml. de agua destilada.
Ajustar el pH a 7.4 con HCI
Aforar a un litro y esterilizar.

Reactivos de electroforesis
Gel separador (12%)

1 GEL
H20 Destilada (D) 3.35 ml.
Tris—=HCI1.5MpH 8.8 2.5ml
SDS stock 10% 100 pl
Acrilamida-Bis (stock 30%) 4 ml.
Desgasificar 15 minutos
Persulfato de amonio 10% (100 mg/ml.) 50 pl
Temed 5u

Total 10ml.
Gel concentrador (4%)
H20 D 1.5 ml.
Tris -HCI 0.5 M pH 6.8 625 ml.
SDS stock 10% 25 ul
Acrilamida-Bis (stock 30%) 325 ml.
Desgasificar 15 minutos
Persulfato de amonio 10% (100 mg/ml.) 12.85n!
Temed 2.5 ul

Total 2.5 ml.

Acrilamida/Bis (30%)
29.2 grs. Acrilamida
08grs. Bis

Colocar en 100 ml de agua bidestilada, regular pH 7.0.
Guardar a 4° C en obscuridad por no mas de 30 dias.



TrisBase 1.5M pH 8.8
18.15 grs. en 100 ml. de agua bidestilada, guardar a 4° C.

TrisHCIO5M pH 6.8
7.8 grs. en 100 ml. de agua bidestilada, guardar a 4° C.

SDS 10% pH 7.2
10 grs. en 100 ml. de agua bidestilada, conservar a temperatura ambiente.

Buffer de corrida 5x pH 8.3

Tris base 15 grsl/litro

Glicina 72 grsllitro

SDS 5 grs/ litro

Agua bidestilada aforar a un litro, conservar a temperatura ambiente.
Usar a 1x

PBS 10X pH 7.0

Solucién A Na2H PO4 142 grs. (0.1 M)
NaCl 87.6 grs. (0.15 M)
H20 Destilada aforar 100 ml.

Solucion B Na H2 PO4.H20 13.8grs. (0.1 M)

NaCl 876 grs. (0.15M)

H20 Destilada aforar a 100 ml.
100 ml. de la solucién A 10X se afora a 1000 ml. con agua destilada y con la
solucion B se ajustaelpHa 7.0
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