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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue detectar la presencia de particulas virales en
espermatozoides de machos caprinos infectados con el virus de la artritis encefalitis caprina
(AEC), utilizando para ello 6 machos caprinos de las razas Toggenburg (n = 3) y Criollos
(n = 3); con edad promedio de un afo, alojados en el area de experimentacion animal de la
Coordinacion General de Estudios de Posgrado del Centro de Produccion Agropecuaria de
la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, campo cuatro.

Los grupos experimentales se dividieron en 2: Grupo I (Criollos) control negativo y Grupo
II (Toggenburg) infectados naturalmente.

Se tomaron muestras de semen por medio de electroeyaculador una vez al mes durante diez
meses.

En el semen recolectado se evaluaron caracteristicas como volumen, color, Ph vy
motilidad, no observandose ninguna diferencia entre los grupos. Se realizaron frotis del
semen y se probaron por la técnica de inmunocitoquimica, evidenciando ligeras reacciones
de la union de antigeno-anticuerpo en el flagelo y cabeza de los espermatozoides de los
animales infectados naturalmente y no asi para los animales usados como control negativo.
Por otro lado, se realiz6 la infeccion in vitro de espermatozoides provenientes del grupo
control negativo con la cepa VR 905, 75.G63., aislado por Crawford (1980), obtenida de la
ATCC (American Type Culture Coleccion). Los resultados observados fueron el
desprendimiento de la membrana del espermatozoide tanto en el acrosoma como en la cola,
encontrando este efecto tanto en los espermatozoides infectados in vitro asi como en
espermatozoides no infectados con el virus de AEC. Adicional a esto se observo en la
cabeza de un espermatozoide un estructura semejante a la particula desnuda del virus de
AEC.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que es posible que los espermatozoides
de caprinos puedan estar interaccionando con el virus de AEC como lo demostr6 la prueba
de inmunocitoquimica, sin embargo no fue posible corroborar fehacientemente la presencia
de particulas virales por microscopia electronica, por lo que se considera importante

realizar otros estudios de microscopia electronica en espermatozoides obtenidos de



animales infectados experimentalmente y utilizar técnicas mas sensibles para la

identificacion de particulas virales.



INTRODUCCION

Desde la llegada de los espafioles a México y desde el inicid de la caprinocultura, esta
especie ha sido relegada a los campesinos de menores recursos en las areas mas inhdspitas

del pais, considerandose como una actividad secundaria en el ramo pecuario (French,1970).

Las cabras han proporcionado al hombre excelente carne roja y su demanda no ha cesado
de incrementarse hasta el presente. Su consumo es mundial, debido a la buena
adaptabilidad de la especie a diversos medios, a su facil manejo y a la alta tasa productiva.
El niimero de razas y tipos descritos sobrepasa las 300, algunas altamente especializadas
en la produccion de leche, carne, pelos (mohair y cashmere) y pieles (Arbiza y De Lucas,
1996).

Se adapta a gran diversidad de sistemas de manejo y a la ingestion de multiples alimentos,
posee alta tolerancia a las aguas salinas y requiere menos liquidos que otras especies de
rumiantes, como animal pequefio es de muy facil manejo y en muchas regiones es cuidada
y pastoreada por mujeres, ancianos y niflos; son animales sexualmente precoses ya que
presentan la pubertad a los 8 o 10 meses, poseen una alta tasa reproductiva por su alta
prolificidad, son buenas madres. Muestran una alta rentabilidad, principalmente por su
menor costo de alimentacion, instalaciones, buena demanda y precios de sus productos.
También han ido desapareciendo las leyendas negras urdidas contra la cabra como animal

erosionante, depredador o desertificante (Arbiza y De Lucas, 1996).

La carne de cabra es consumida en amplias regiones del mundo y no tiene tabues religiosos
como la carne de cerdo. El valor alimenticio de esta carne es similar a la de otras carnes
rojas de rumiantes. Su contenido de proteinas es ligeramente mayor que la carne bovina y
tiene un contenido mucho menor de grasa comparado con la carne de ovino, porcino y
bovino (Arbiza y De Lucas, 1996).

En México la poblacion caprina en 1990 era de 10,438,999 cabezas y en el afio de 2003 fue
de 8,991,752 cabezas (SAGAR, 1990-2003).

Sin embargo la produccién caprina enfrenta retos, como la presencia de enfermedades que

merman el rendimiento productivo. Por ello es necesario llevar a cabo estudios que nos



permitan saber el grado de dispersion de las enfermedades dentro de los hatos caprinos, ya
que conociendo lo anterior estaremos en posibilidad de controlar los padecimientos que

afectan a esta especie.

Dentro de las enfermedades que afectan a la cabra en México se encuentran: Linfadenitis
caseosa, Queratoconjuntivitis, Ectima contagioso, Paratuberculosis, Complejo respiratorio

caprino y Artritis encefalitis caprina entre otras (Piojan y Tértora, 1986).

El semen presenta un gran riesgo en cuanto a la difusion de enfermedades infecciosas, sin
embargo en muchos casos falta informacion precisa, tanto en lo que se refiere a la presencia
de agentes infecciosos en el semen, como a la transmision de enfermedades producidas

por tales agentes (Hare, 1985).

Para realizar el diagnostico de las enfermedades transmitidas por semen es necesario
obtener el semen de los animales por medio de dos técnicas:

La primera comprende la electroeyaculacion, es decir la estimulacion eléctrica del tracto
reproductivo a nivel de nervios simpaticos lumbares y sacros, de tal forma que al realizar
descargas ritmicas a través de un electrodo introducido por el ano del macho, produce la
ereccion y protusion del pene para finalmente eyacular. La respuesta se da después de 3 a 5
estimulos espaciados cada 5 a 6 segundos y con voltajes no superiores a 12 V. La
recoleccion puede ser con el animal de pie o acostado. Debe cepillarse el prepucio para
quitar impurezas. En cuanto al tubo colector debe estar a una temperatura de 37.5 — 38°C
y protegido de la luz. El eyaculado obtenido suele presentar cambios fisicos y bioquimicos
de aquel obtenido con la vagina artificial, de tal forma que contiene mayor cantidad de
plasma. En algunas ocasiones se puede contaminar con orina (Arbiza, 1986).

La segunda técnica y la méas empleada por obtener semen con caracteristicas similares al de
montas naturales es la obtenida por medio de la vagina artificial. En esta se emplea un tubo
aislante de 15 a 20 cm. de largo y 3.5 a 5 cm. de diametro al cual se le coloca un tubo de
latex y uno de polietileno, sujetados por un extremo y por el otro se le agrega agua a 41°C
hasta llenar y formar una camara. En uno de los extremos se coloca un pequefio cono del

mismo material, el cual se encuentra unido al tubo colector que debe estar de 37.5 a 38°C .



La utilizacion de la vagina artificial requiere del entrenamiento del macho con hembras en

celo o bien ovariectomizadas y estrogenizadas (Arbiza, 1986).

Después de la recoleccion del semen, sigue su evaluacion para determinar su calidad. Los
parametros que se evaluan se dividen en macroscopicos y microscopicos, los primeros dan
tan solo una idea aproximada de la calidad y se refieren al color, volumen, densidad y pH.
Los segundos indican el valor real del eyaculado e involucran cuatro medidas principales
que son: motilidad, concentracidén, porcentaje de espermatozoides vivos y muertos y

porcentaje de anormalidades en los espermatozoides (Arbiza, 1986).

Las enfermedades de mayor importancia que pueden transmitirse a través del semen son:
Fiebre aftosa, Lengua azul, Campilobacteriosis, Brucelosis, Leptospirosis y Toxoplasmosis

(Hare, 1985).

Entre las enfermedades virales que se transmiten por semen en ovinos y caprinos se
encuentran, Peste bovina, Estomatitis vesicular, Pseudorrabia y probablemente Artritis

Encefalitis Caprina

La Artritis Encefalitis Caprina (AEC), es una enfermedad viral cronica y progresiva que
afecta aparatos o sistemas de los caprinos domésticos, tanto a cabras productoras de pelo
como productoras de leche de todas las edades y posiblemente de todas las razas.

(Crawford y Adams, 1981; Alvarez, 1984; Trigo, 1991).



Antecedentes de la enfermedad y distribucion geografica.

La enfermedad de AEC se describi6 por primera vez en Suiza en 1950 (Trigo et al., 1998).
Posteriormente fue descrita por autores germanos a fines de los afios 60s. La Artritis
Encefalitis Caprina estd ampliamente distribuida en el mundo, pero es mas prevalente en
paises industrializados (Australia, EE.UU., Canad4, Francia, Noruega y Suiza) la
seroprevalencia en estos paises es de 65% a 81%. En paises en vias de desarrollo (Peru,
Kenya, México, Africa del Sur) tienen un bajo nivel de cabras positivas. (Smith y
Sherman, 1994). Asi el virus de la artritis encefalitis caprina fue reconocido a principios de
los afios 70 (Pawlisch y Maes, 1984; James, 1990; Putney y Montelaro, 1990) y aislado por
primera vez en 1980 en E.U. por Crawford et al., a partir de membrana sinovial de una
cabra afectada con artritis. En México se tuvieron las primeras evidencias del aislamiento e
identificacion del virus en 1986 (Gay et al., 1986). Fue hasta 1998 donde Leyva et al.,
presentaron la primera evidencia clinica, seroldgica, histopatoldgica, inmunocitoquimica y
ultaestructural del virus, posteriormente se logré el aislamiento en México por Daltabuit et

al., en 1999,

Etiologia

El virus de AEC pertenece al género lentivirus que se encuentra dentro de la familia de los
retrovirus, los cuales infectan a varias especies entre las que se encuentran, primates los
cuales son infectados con el virus de inmunodeficiencia de los simios (SIV), carnivoros que
son infectados por el virus de inmunodeficiencia felina (FIV), equinos que son infectados
por el virus de anemia infecciosa equina (EIAV)y en bovinos que son infectados por dos
virus los cuales provocan las enfermedades de inmunodeficiencia bovina y la enfermedad
de Jembrana (JDV). En ovejas se presenta la enfermedad conocida como Maedi Visna
(MVV) (Levy, 1993; Daltabuit, 1999).

En los humanos también se presentan enfermedades producidas por lentivirus, como es el
virus de inmunodeficiencia humana (VIH —1 y 2) que es responsable de la enfermedad

degenerativa letal conocida como SIDA. (Levy, 1993)



Caracteristicas del virus

El virus de AEC mide aproximadamente 120nm de didmetro, estd compuesto por una
membrana externa lipidica de 2 capas y una nucleocédpside. El centro o nucleo del virion
“core” esta rodeado por la capside. La superficie del virion estd provista de proyecciones o
espiculas de 9 a 10 nm de longitud, cubiertas por una envoltura glicoproteica (gp90) unida
covalentemente a una segunda glicoproteina (gp135) que se localiza en la parte externa del
virion. El genoma del VAEC estda compuesto de ARN de cadena sencilla con
aproximadamente 9,200 pares de bases. Tiene una organizacion similar al de otros
retrovirus y conserva los 3 genes principales propios de la familia: gag, pol y env. El gen
gag codifica para las 3 proteinas estructurales del nucleo; matriz ( MA), capside (CA) y
nucleocéapside (NC); el gen pol para la proteasa viral (PR), la transcriptasa reversa (RT) y la
integrasa (IN); el gen env para las glicoproteinas de superficie (SU) y para la glicoproteina
transmembranal(TM). Al igual que el VIH, que es el lentivirus més estudiado, el VAEC
presenta genes regulatorios dentro de los que se han podido identificar los genes tat, rev y
vif (Aguilar y Tesoro, 2001).

El virus es usualmente cultivado en subcultivos tempranos de membrana sinovial de cabras.
El ciclo de crecimiento de los virus va de 15 a 20 horas en estas células. Los viriones
maduros son producidos por brotes de membrana celular, a través de largos nimeros de
particulas son producidas por brotes de reticulos endoplasmicos dentro de vesiculas intra
citoplasmaticas. La replicacion del virus en cultivos celulares es acoplada por fusion celular
(formacion de células gigantes multinucleadas), el cual es el mayor efecto citopatico del
virus (Narayan et al., 1980; Klevjer- Anderson and Cheevers, 1981). Este efecto citopatico

es dificil de observar en lesiones de animales enfermos.

Especies susceptibles

Todos los caprinos de cualquier edad y raza son susceptibles. Presentandose en cabritos la

forma leucoencefalica. En cabras adultas hay una poliartritis degenerativa cronica, mastitis

intersticial, encéfalomielitis, neumonia intersticial y endometritis (Ellis et al., 1986;



Ali,1987; Narayan, 1990; Trigo, 1991; Petursson et al., 1992; Leyva, 1994; Trigo et al.,
1998).

Existe un estudio donde se describe la transmision de lentivirus entre borregos y cabras
(Shah et al., 2004), ademas Morin et al., en el 2003 reportaron la infeccion experimental

en bovinos utilizando el virus de AEC.

Transmision

Las principales formas de transmision de la enfermedad ocurren a través de calostro o
leche contaminada, sin embargo en ttero la transmision parece darse en niveles muy bajos.
(Matthews, 1999). La infeccion horizontal entre cabras no lactantes parece ser limitada y
requiere de meses o afnos de contacto, en la mayoria de los casos por el intercambio de
sangre, el empleo de agujas y equipo para tatuajes entre animales infectados y no
infectados. Cuando las cabras estdn en produccion lactea a través de las maquinas de
ordeno sobre todo si no hay una correcta desinfeccion de pezoneras y manos del ordenador,
aumenta la posibilidad de transmision de animales seropositivos a seronegativos, por el
constante hacinamiento entre ellos (Perrin y Polack, 1987; Péretz y Cimarosti, 1990; Perrin,
1991; Péretz , 1993; Rowe y East, 1997).

Es posible encontrar el virus de artritis encefalitis caprina en el semen de machos
infectados, por lo que existe un riesgo potencial de transmision de la enfermedad por esta
via 0 a través de la inseminacion artificial (Travassos et al., 1998 y 1999). Se sugiere que la
presencia del virus en células infectadas se puede encontrar en secreciones prepuciales y en
aspirados seminales a partir del epididimo de machos infectados. (Rowe y East, 1997).
Ademas existen comportamientos que se presentan en la época de apareamiento que
podrian favorecer la transmision del virus tales como: lamido de ojos, olfateo y consumo de

orina (Petursson et al., 1992; Olvera, 1994; Greenwood et al., 1995; Rowe y East, 1997).



Patogenia

Los cabritos que consumen el calostro o leche contaminada con macréfagos infectados,
toman intactas las particulas virales las cuales entran por el intestino hacia el sistema
reticulo endotelial y estabilizan la infeccién. (Narayan y Cork, 1990). En este momento
adquieren la infeccion y pueden presentarse los signos de la enfermedad o pueden
desarrollarse en meses o afios mas tarde. La exposicion de las cabras a AEC por medio de
la ingestion de calostro infectado produce una infeccion sistémica persistente durante la
cual los virus infectantes se mantienen en niveles minimos en células de la serie monocito-
macréfago. Los monocitos derivan de la médula del hueso y circulan en la sangre por un
periodo inconstante antes de localizarse en tejidos donde maduran a macrofagos. Los
monocitos infectados contienen los genomas virales pero ninguna particula infecciosa,
cuando ellos maduran a macréfagos y se induce la transcripcion del RNA entonces si
producen particulas infecciosas ( Narayan et al., 1983) y la replicaciéon y excrecion
extracelular que estimularan la respuesta inmune del huésped (Zink et al., 1987; Zink y

Narayan, 1989; Nazara, 1991; Werling et al., 1994).

Subsecuentemente, la infeccion de mononucleares alcanzan al 6rgano blanco que puede ser
liquido sinovial, pulmodn, plexo coroideo, ubre, donde la activacion o replicacion del virus
en conjuncion con la maduracion de macréfagos induce estas lesiones linfoproliferativas.

(Ellis et al., 1988).

El inicio de la enfermedad aparece con la activacion del virus en células infectadas. Un
gama interferéon derivado linfocitario puede jugar un rol crucial en la patogénesis de AEC
retardando la maduracion de monocitos, madurando lentamente los virus, incitando la
caracteristica respuesta inmunoproliferativa de AEC, las lesiones aumentan la expresion de

la 1* clase de antigenos de histocompatibilidad en macrofagos (Zink et al., 1987)



La infeccion de cabras con virus de AEC induce a una fuerte respuesta humoral y celular,
pero ninguna es protectora. En realidad AEC es una enfermedad inmunopatologica en
donde las lesiones resultan de una reaccion inmune a los antigenos virales especialmente a
las glicoproteinas. (Adams et al., 1983; McGuire et al., 1986).

Signos Clinicos y lesiones

La enfermedad se puede presentar afectando a diferentes partes del organismo como:
sistema nervioso central (SNC), aparato locomotor, aparato respiratorio y glandula
mamaria. En el sistema nervioso se produce, una leucoencefalomielitis, la cual se presenta
en cabritos entre 2 y 6 meses de edad, presentan paresia del tren posterior que progresa
rapidamente a una pardlisis irreversible finalizando con la muerte del animal, también
llegan a presentar fiebre y otros problemas nerviosos como depresion, cojera, reflejos
pupilares anormales, opistotonos, torticolis, vueltas en circulos y disfagia (Trigo, 1998). A
nivel microscopico podemos encontrar encefalitis desmielinizante no supurativa. Las
células inflamatorias que son una mezcla de macréfagos, monocitos, linfocitos y células
plasmaticas se acompanan de desmielinizacién. En casos muy severos se llegan a encontrar
destruccion de los axones y acumulacion de células inflamatorias en centros germinales

(Nazara y Trigo 1985; Trigo, 1991; Heckert, 1992; Petursson, 1992).

En ocasiones los cabritos llegan a sobrevivir y cuando son adultos desarrollan la artritis.

La segunda forma clinica se produce en animales adultos mayores de un afio de edad. Se
genera una artritis polisinovitis cronica hiperplasia unilateral o bilateral con caracter
prolongado y progresivo, afeccion de los tejidos periarticulares donde las articulaciones
carpales estan siempre involucradas, provocando alteraciones en las articulaciones del
menudillo, hombro, coxofemoral y atlanto- occipital. En las primeras fases de la artritis, es
notable un incremento en el volumen de la articulacién, con consistencia blanda, dolorosa
y caliente al tacto, al transcurrir la enfermedad el tejido periarticular, tendones, capsula
sinovial y superficie articular se endurece debido al deposito de minerales (Hekert, 1992;
Petturson et al., 1990; Trigo, 1991; Leyva, 1994; Rowe y East, 1997). La lesion principal es
la sinovitis proliferativa de las articulaciones con hiperplasia de células mononucleares.

Progresivamente se observan cambios degenerativos, como fibrosis, necrosis y



mineralizacion de las membranas sinoviales y de las estructuras colagenosas peri articulares
llegando incluso a presentar fusion dsea en las infecciones cronicas. El fluido sinovial es de
color café o rojo y con volumen variable, tornandose un poco mas viscoso. En algunos
casos por el dolor y desviacion de la articulacion, los animales pierden peso. (Arbiza, 1986;

Narayan y Cork 1990).

En el caso de la mastitis, a menudo es llamada “ubre dura” debido a la apariencia firme de
la ubre durante la infeccion. La ubre esté fria y no hay presencia de eritema. Es muy dificil
sacar la leche de la ubre y hay aumento la cuenta celular. (Mc Guire, 1987; Saunders,
1998) Al examen histopatologico de la glandula mamaria las lesiones encontradas son:
infiltracion de células mononucleares e histiocitos en el estroma periductual, en casos muy
avanzados, la afluencia de éstas células es mucho mayor y se acumulan en formas de
nodulos hasta formar centros germinativos alrededor de los ductos de la glandula (Trigo,

1991; Amerighno, 1993; Leyva, 1994)

En caso de una infeccion respiratoria, la infeccion mas frecuente es una neumonia
intersticial. En general las regiones infectadas se presentan inflamadas, firmes a la
palpacién y no se colapsan, pero tienen focos de color blanco o gris. (Pétursson et al.,
1992). En las infecciones respiratorias, microscopicamente observamos que los septos
alveolares estan irregularmente engrosados por la presencia de un infiltrado de células
mononucleares, linfocitos y macrofagos. En los casos cronicos se observa un aumento de
tejido conectivo a nivel de los septos alveolares y los conglomerados de células
mononucleares formando grandes centros germinativos (Ellis,1986; Robinson, 1986; Piojan

y Tértora, 1986; Ali, 1987).



Diagnostico

El diagnéstico de AEC es complejo debido al largo periodo de incubacion que caracteriza

a la enfermedad y por otro lado no todos los animales clinicamente enfermos presentan

anticuerpos, mientras que otras cabras que poseen anticuerpos estan aparentemente sanas

(Grewal et al., 1986).

Tabla 1.- Pruebas utilizadas en el diagnodstico de AEC

PRUEBA

DETERMINACION

Inmunodifusion en agar gel (IDAG)

Deteccion de anticuerpos vs la gp 135 y p
28. Tiene una excelente especificidad pero

insuficiente sensitividad

Inmunoensayo

(ELISA)

ligado a

enzimas

Se basa en detectar la reaccion Antigeno ,

Anticuerpo

Microscopia electronica

Morfologia e identificacion viral

Western blot (WB)

Todas las proteinas del virus

Reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR)

Deteccion del 4cido nucleico del virus y
produccion de antigenos recombinantes

para usarlos en otras pruebas

Inmunoperoxidasa

Deteccion de antigenos gpl35 y p28
utilizando anticuerpos peroxidados vs la gp

caprina

Cultivo celular

Deteccion del virus por efecto citopatico,




Inmunofluorescencia, Microscopia

Electrénica.

Fuente: Ramirez, 1998

Diagnostico diferencial

En animales jovenes: traumatismos a nivel de columna vertebral, abscesos en vértebras,
enfermedades como Listeriosis, Toxoplasmosis, Enterotoxemia, Onfaloflebitis, Deficiencia
de cobre y en animales adultos enfermedades infecciosas ocasionadas por:
Corynebacterium, Streptococcus, Brucella, Erysipelotrix, Chlamidias, Mycoplasmas

(Piojan y Tortora, 1986).

Inmunidad

En la infeccion primaria de monocitos inmaduros y maduros la replicacion viral es minima;
cuando se da la diferenciacion de monocitos infectados a macréfagos hay un incremento
en la expresion viral y por lo consiguiente en las respuestas inflamatorias. EI aumento en la
replicacion viral produce una cantidad considerable de interferon-y (IFNy) por los
linfocitos T y células asesinas naturales; lo que induce a la expresion del complejo mayor
de histocompatibilidad (CMH) tipo [ y II, de antigenos de la superficie viral, en macréfagos
tisulares infectados y finalmente, a la produccion de citosina y otros mediadores
inflamatorios por el sistema inmune. La infeccion por el virus a los monocitos/macréfagos
ocasiona variaciones en la produccion y actividad de las citosinas, que son moléculas
inmunoreguladoras con actividad como la estimulacion y proliferacion de fibroblastos y
células epidermales, maduracion de células T y activacion de células B. La interleucina-1
(IL-1) y el factor de necrosis tumoral (TNF) son citosinas producidas en macréfagos. Por lo
que ésta variacion en las citosinas causa una desregulacion en la respuesta inmune. (Zink et
al., 1987; Jackson et al., 1991; Pétursson et al., 1992; Werling et al., 1994; Lechner et al.,
1997).



El interferon secretado por el incremento en la replicacion viral, inhibe la proliferacion y
maduracion de monocitos, ademas cursa una dramatica reduccion en la fusion del virus con
las células del hospedador, en la que estd involucrada la gp 50 y debido a ello reduce la
eficiencia de diseminacion del virus. Sin embargo, el interferon en macroéfagos incrementa
la expresion antigénica, ademas induce a la secrecion de prostaglandina E, (PgE,) por los
macrofagos, la cual tiene funciones inmunosupresoras, incluyendo la induccion de células
del fenotipo supresor-citotoxico y la supresion de la proliferacion de células T (Zink et al.,
1987; Zink y Narayan, 1989; Fenner et al., 1993). La secrecion local de PgE, por
macrofagos en organos blancos puede explicar porque se encuentra en el exudado de estos
6rganos un gran nimero de células TCD8" (linfocitos T citotéxicos) y un reducido niimero
de células TCD4" (linfocitos T cooperadores ). Curiosamente la PgE, también inhibe la
proliferacion de fagocitos mononucleares, por lo que se sugiere la posibilidad de un lazo de
retroalimentacién, incrementando el efecto inhibitorio del interferon en éstas células (Zink
y Narayan, 1989; Narayan et al., 1992).

En un animal vivo la produccion local de interferén puede inhibir la transmision del virus
de célula a célula, esto puede explicar porque raramente se encuentran células
multinucleadas en los tejidos blanco inflamados de rumiantes infectados con lentivirus
(Zink y Narayan,1989).

La glicoproteina gp 135 y la proteina p28, revisten un gran interés por su importancia en la
respuesta inmune humoral del huésped y por la induccion de la artritis en cabras infectadas
con el virus, como resultado de un proceso inmunopatoldgico por la expresion de este.
Aunque estudios recientes han confirmado que la proteina de transmembrana también juega
un papel importante en la respuesta inmune y desarrollo de la artritis (Ellis et al., 1986;
Lichtensteiger et al., 1991; Perrin, 1991; Bertoni et al., 1994; Gonzalez, 1994; Rosati et al.,
1995).

Las cabras que son infectadas experimentalmente con virus de AEC producen una respuesta
humoral, detectada en los primeros 40 a 60 dias con la prueba de ELISA, aunque se
presentan algunas respuestas tempranas a los 21 dias, alcanzando un titulo méximo entre 49
y 77 dias, con una disminucion progresiva pero quedando presente por lo menos 9 meses.

Se sabe que estos virus usualmente no inducen la produccion de anticuerpos neutralizantes,



pero si una fuerte produccion de anticuerpos precipitantes (Adams et al., 1980; Cheevers et
al., 1988; Vitu et al., 1993). Cuando la inmunidad pasiva desaparece en los cabritos, los
anticuerpos contra las proteinas codificadas gag, son los primeros que se detectan en
animales infectados, seguidos por anticuerpos contra proteinas codificadas env; por lo que
los anticuerpos contra la proteina de transmembrana son detectados después de los

anticuerpos contra la p25 (Rosati et al., 1995).

Se ha comprobado que la seroconversion de animales serologicamente negativos a animales
serologicamente positivos, puede ser demorada por muchos meses después de la infeccion
natural con el virus de AEC y considerando que en muchos hatos caprinos se tiene entre 65
y 81% de animales seropositivos a el virus de AEC; se puede pensar que todos los animales

de un hato en un determinado tiempo van a presentar la infeccion (Rimstad et al., 1993)

Control y erradicacion

Sin duda un programa para la erradicacion de AEC seria el sacrificio de los animales
seropositivos y certificando rebafios negativos (OIE, 2003) asi como implementando
medidas preventivas de manejo que garanticen el menor riesgo posible de transmicion de
la enfermedad como: Separar a los cabritos de sus madres después del parto para evitar el
contacto con las secreciones maternas y evitar el consumo de calostro, ofrecer a los
cabritos substitutos lacteos o calostro y leche de origen bovino, disponer de cabras
seronegativas comprobadas para utilizarlas como nodrizas para que aporten calostro y
leche al recién nacido, en animales adultos tener separados a los seronegativos de los
seropositivos por espacio minimo de 3 metros, desinfeccion del equipo de ordefio e iniciar
la ordena en los animales negativos y concluir con los positivos, monitorear cada seis
meses para los animales jovenes y cada afio a los animales adultos. (Ellis, 1983;

East,1987;East y Rowe, 1987; Gaskin, 1990; Robinson y cols, 1986; Pétursson, 1992).

Tratamiento



No existen tratamientos que protejan contra el virus de artritis encefalitis caprina. Se
pueden usar farmacos desinflamatorios como meglumina de flumixin (Finadyne, Schering-

Plough) para disminuir el dolor. (Matthews, 1999).



JUSTIFICACION

La produccion eficiente de carne, leche y otros productos animales depende primero y

sobre todo de la reproduccion exitosa.

Actualmente la tecnologia en reproduccion animal, ejerce la mayor presion de seleccion en
los gametos del macho. El macho es muchisimo més capaz de ofrecer una cosecha de
células germinales que la hembra y los espermatozoides de un semental se utilizan para

fertilizar tantas hembras como sea posible ( 1 macho para 15 hembras)

La evaluacion de la calidad seminal es una consideracion importante cuando se valoran

niveles de fertilidad y cuando se diagnostican desérdenes reproductivos del macho.

Asi que la infeccion por enfermedades que afectan el tracto reproductor, como es el caso
del virus de la Artritis Encefalitis Caprina pueden resultar en una gran pérdida para los
productores caprinos, por tal motivo es importante poder identificar este tipo de infecciones
para poner en practica medidas sanitarias que prevengan o controlen la enfermedad en

hembras y machos (Travassos et al., 1998 y 1999 ).

El semen puede infectarse a partir de microorganismos procedentes de los testiculos,
glandulas anexas, tracto urinario o de la cavidad prepucial (Hare, 1985).Algunos autores
hipotetizan que la presencia de células inflamatorias por lesion o infeccion en algin nivel
del tracto genitourinario pueden conducir a la presencia de células de defensa infectadas en
el semen o en el prepucio, aumentando el riesgo de transmision venérea de AEC, debido a
que el virus se replica en células monocito — macrofago eludiendo a la respuesta inmune.
Los macréfagos infectados de la superficie de las mucosas pueden transferir el virus o
posiblemente el espermatozoide pudiera servir de transporte del virus a un animal
susceptible, como en el caso de lengua azul en cerdos (Dinter y Morein 1990; Guiguen et
al.,, 1990; Lichstensterger et al., 1991; Gazit, 1992; Gopal et al., 1993; Rimstad et al.,
1993).



Aunque los reportes que demuestran la transmision del virus de AEC a través del semen no
aclaran que parte del semen esta relacionado con la transmision del virus, por lo que el
presente trabajo pretende generar informacion de la importancia de la diseminacion del

virus por esta via y en particular de la participacion de las células espermaticas.



HIPOTESIS

Es posible encontrar con la técnica de inmunocitoquimica antigenos virales de AEC y con
la ayuda de microscopia electronica particulas virales en espermatozoides de machos

caprinos infectados con artritis encefalitis caprina (AEC).



OBJETIVO GENERAL

1.-  Detectar la presencia de particulas virales en espermatozoides de machos caprinos
positivos al virus de artritis encefalitis caprina, por la técnica de inmunocitoquimica y

microscopia electronica

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Detectar la presencia de particulas virales en espermatozoides de machos caprinos
positivos al virus de artritis encefalitis caprina por medio de la técnica de

inmunocitoquimica.

2.- Detectar la presencia de particulas virales en espermatozoides de machos caprinos
positivos al virus de artritis encefalitis caprina por medio de la técnica de microscopia

electronica.



MATERIAL Y METODOS

* Localizacion

El presente trabajo se realizd en las instalaciones del laboratorio L-504 de Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria en Salud Animal, en la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan Campo Cuatro, ubicado en la Carretera Cuautitlan Teoloyucan Km. 2.5

Cuautitlan Izcalli, Estado de México.

* Animales

Se emplearon machos caprinos, de la raza Toggenburg y criolla. Estos animales contaban
con un afio de edad en promedio. Se formaron dos grupos: un grupo fue utilizado como
control negativo (n = 3) que consistié en animales criollos y un segundo grupo de cabras
naturalmente infectadas con el virus de AEC (n = 3) de raza Toggenburg.

Se mantuvieron en corrales convencionales de malla de alambre, con techo de lamina y
piso de concreto el cual se aseaba diariamente, alimentdndose en comederos y bebederos
de lamina. Los animales negativos se encontraban separados de los positivos por 30m.

Su alimentacidn se basd en pacas de alfalfa achicalada, alimento balanceado para ganado
lechero bovino, avena y agua ad libitum.

Se identificaron individualmente por medio de numeros y letras. Los grupos fueron
manejados de manera independiente y apegandose a estrictas normas de bioseguridad como
desinfeccion de botas antes de entrar a los corrales, hacer la limpieza y alimentando
primero a los animales negativos y después a los positivos, cada grupo tenia sus

instrumentos de limpieza y la distancia mencionada anteriormente.

* Serologia

El estado seroldgico de los machos fue determinado por las pruebas de inmunodifusion

(Veterinary Diagnostic Technology, USA) y Western Blot (WB) (Ramirez, 2002) las

cuales detectan anticuerpos contra el virus de AEC.



* Coleccion de muestras

A cada grupo se le tomaron muestras de semen una vez al mes por un periodo de 10 meses.
Se realiz6 el rasurado y antisepsia del prepucio, se saco el pene de la vaina prepucial
sujetandolo con una gasa humeda, se introdujo el electrodo del electroeyaculador con una
corriente de 9-15 amperes en el recto del animal, adiciondndole vaselina para facilitar su
introduccion. Se coloco el pene dentro de una bolsa plastica estéril con el tubo de ensaye
graduado para colectar el semen. Inmediatamente se dieron de 3 a 4 descargas con el
electroeyaculador, por un intervalo de 5 segundos.

Las muestras obtenidas se llevaron a bafio maria a una temperatura de 37°C para hacer un
registro de algunas caracteristicas del semen (volumen, color, pH y motilidad) y la
presencia de células inflamatorias en liquido seminal. En otro portaobjetos se realizé un
frotis con el semen fijandose con alcohol metilico y observandose al microscopio optico

con el objetivo 40X para realizar el conteo de células mononucleares.



* TECNICA DE INMUNOCITOQUIMICA

En cada frotis se realiz6 la prueba de inmunocitoquimica para observar particulas virales de
AEC de la siguiente manera: primeramente se realizd la eliminacién de la peroxidasa
enddgena colocando a los frotis una soluciéon de metanol al 2.5% en PBS (solucion
amortiguadora de fosfatos) con un pH de 7.4 y posteriormente se adiciond H,O, (peroxido
de hidrogeno al 30%). Se colocaron las laminillas en una camara hiimeda con la solucién
antes preparada, procurando cubrir totalmente la muestra del frotis.

Se incubaron durante una hora a temperatura ambiente, una vez transcurrido el tiempo de
incubacion, se enjuagaron con PBS. Ya eliminada la peroxidasa endogena se bloque6 con
albumina sérica bovina al 3% durante una hora incubdndose a temperatura ambiente,
enseguida se lavo con PBS dos veces. El bloqueo se realiz6 para que los anticuerpos

especificos al virus no se unan a otras estructuras y se evite las reacciones falsas positivas.

En seguida se incubaron los frotis con acetona durante media hora, en camara hiimeda y
refrigeracion con el fin de abrir los poros de la membrana del espermatozoide y permitir la
entrada de los anticuerpos obtenidos de un suero control, inmediatamente se lavé con PBS.

Acto seguido a cada portaobjetos se agregd 200ul del suero diluido (diluido 1/50 en PBS)
incubandose las laminillas una hora en camara humeda a temperatura ambiente. . Dicho
suero fue obtenido de una cabra positiva a AEC, evaluada por PCR, IDAG y WB.

Posteriormente se lavaron las laminillas con PBS dos veces

Finalmente se incub6d con el segundo anticuerpo constituido por un Anti-anticuerpo de
cabra peroxidado (Anti-Goat IgG, Fc Fragment). Adicionando a cada portaobjetos 200ul
del conjugado diluido en solucién bufer (1:1000 ) e incubandose en cdmara humeda durante
una hora a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacion, se lavaron las
laminillas con PBS y fue adicionado como sustrato tetracloruro de diaminobenzidina
(DAB) preparandose de la siguiente manera: se disolvieron 5 mg de DAB en 10 ml de
solucién reguladora Tris HCI 0.1M, pH 7.6. Filtrandose con papel Whatman No.l
posteriormente se afiadié 0.1 ml de H,O, (al 3%), esta solucion se virtid6 sobre los

portaobjetos y se incubaron durante 7 a 10 minutos, para luego enjuagarlos con agua



destilada; inmediatamente se detectd la formacion de un complejo Ag-Ac mediante una
coloracion café marron.

Enseguida se realiz6 la contra tincidon con hematoxilina para contrastar la muestra y se
lavaron los portaobjetos con agua destilada durante cinco minutos. Se colocaron en una caja
de tincion de vidrio conteniendo Hematoxilina de Harris, durante treinta minutos y se
lavaron con agua corriente.

Después de lavar se rehidrataron utilizando alcoholes graduales (80%, 90%, 96%, 100%) y
xilol. Los frotis se observaron al microscopio Optico con un medio de montaje a base de
una solucion de fosfato de glicerol y Azida de sodio al 1% como inhibidor de

contaminantes.

TECNICA DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

Con el fin de determinar la ubicacion de la posible presencia de particulas virales se realizo
la infeccion de espermatozoides in vitro de semen proveniente de machos caprinos criollos
negativos. El semen fue colectado de la misma forma en la que se obtuvo el semen de los
animales descritos anteriormente. Después por centrifugacion se separo el liquido
espermatico de las células espermaticas y éstas fueron depositadas en cajas tipo falcon con
medio de cultivo Dulbecco adicionado con 5% de suero fetal bovino, antibioticos y
antimicoticos.

Se obtuvieron tres cajas de cultivo con espermatozoides de las cuales: A) caja incubada
durante tres horas sin virus, B) caja incubada con virus durante una hora y media y C)
caja incubada con virus durante tres horas.

El virus utilizado fue el de la cepa VR 905, 75.G63, aislado por Crawford (1980) obtenido
de la ATCC (American Type Culture Coleccion). La cantidad de indculo viral fue de 0.1 ml
obtenido directamente de la cepa de referencia y se administrd sobre los cultivos de
espermatozoides, se recolecto y se inicio6 el procedimiento para microscopia electronica.
Una vez transcurrido el tiempo de incubacion del virus con los espermatozoides, éstos se

fijaron con glutaraldehido, se lavaron 3 veces con PBS y se realizo la post-fijacion con



tetroxido de osmio al 1% (se coloco en una proporcion 1:1 con respecto a la muestra) por
una hora y media en agitacion, posteriormente se lavo con buffer 5 veces por 7 minutos.
Para la deshidratacion de las muestras se utilizd la técnica modificada por Rosales
Montano Luz (LRM) que consiste en deshidratar con alcoholes de concentracion
ascendente, comenzando con alcohol al 50%, 60%, 70% y 80% todos ellos por tres
minutos, continuando con alcohol al 90% 5 minutos, alcohol al 96% 15 minutos (con
uranilo) y finalmente con alcohol al 100% 15 minutos.

Para la infiltracion de las muestras se ocup6 oxido de propileno por 10 minutos, oxido de
propileno mas resina en proporcion 2:1 por 1 hora y oxido de propileno mas resina en
proporcion 1:1 toda la noche. Al siguiente dia se pre-incluyeron con resina epoxica y
finalmente se incluyeron en capsulas de gelatina con resina epoxica dejando polimerizar a
60° C durante 24 horas.

Los cortes semifinos y finos se cortaron en un ultramicrotomo marca ultra-cut Reichert, los
cortes finos se contrastaron con metales pesados de uranilo y plomo y fueron observados en

el microscopio electronico de transmision (Frances y cols., 1987).



RESULTADOS

Las caracteristicas evaluadas en el semen de los dos grupos de machos caprinos tanto

naturalmente infectados y no infectados se pueden observar en la tabla 2.

Tabla 2.- Resumen de los resultados obtenidos en los parametros evaluados del semen de
caprinos naturalmente infectados y no infectados, donde no se encontraron diferencias entre

ambos grupos (por lo que se muestra un solo resultado).

PARAMETROS EVALUADOS
DIAMETRO TESTICULAR 24-31.5cm
VOLUMEN 0.5-1.5 ml
COLOR BLANCO - CREMOSO
MOTILIDAD 80-90
PH 6.8-7.0
ALTERACIONES NINGUNA




Inmunocitoquimica

Con la técnica de inmunocitoquimica se pudo evidenciar reacciones antigeno-anticuerpo
en los espermatozoides del grupo de animales naturalmente infectados con AEC, no asi en
el grupo de animales no infectados (Figura 1 y 4). El marcaje se encontr6 principalmente en

la cabeza del espermatozoide como se puede observar en las Figuras 2 y 3.

Microscopia electronica.

En los espermatozoides se encontraron estructuras sugestivas de la presencia del virus de
AEC en la porcion de la cabeza del espermatozoide (Figura 6). Un hallazgo interesante que
se encontré6 en ambos grupos de espermatozoides infectados y no infectados fue el
desprendimiento de la membrana celular en la porcion del acrosoma como se observa en la

Figura 5 .



Figura 2.- Frotis de
espermatozoides de
macho caprino
positivo a AEC por
inmunocitoquimica

Figura 1.- Frotis de
espermatozoides de
macho caprino
negativo a AEC por
inmunocitoquimica




Figura 3.- Frotis de espermatozoides
de caprino positivo a el virus
de AEC por inmunocitoquimica

Figura 4.- Frotis de espermatozoides
de caprino negativo a el virus
de AEC por inmunocitoquimica




Figura 5.- Ultra micrografia de transmision donde se observan cortes
transversales (T) y longitudinales (L) de espermatozoides de caprino
infectado con AEC donde es posible apreciar el desprendimiento de la
membrana (M) del acrosoma (A)

Figura 6.- Ultra micrografia de transmision donde se observan cortes
transversales (T) y longitudinales (L) de espermatozoides de caprinos
infectados con AEC donde es posible apreciar el desprendimiento de la
membrana (M) del acrosoma (A) y posibles estructuras sugestivas de
particulas virales (PV). Cola del espermatozoide ( C ).



El conteo de células inflamatorias encontradas en liquido seminal de los machos caprinos

se observa en la tabla 3.

Tabla 3.- Conteo total de células mononucleares en liquido seminal de machos infectados

naturalmente con virus de AEC y machos no infectados.

LINFOCITOS MONOCITOS MACROFAGOS TOTAL

Machos 11 14 13 38

No Infectados.

Machos 21 13 16 40
Naturalmente

Infectados.




DISCUSION

Existen pocos estudios sobre la transmision via sexual del virus de AEC, y solo tres
trabajos que reportan la presencia del virus en semen de cabras infectadas (Travassos et al.,
1998 y 1999; Martinez et al., 2005). A pesar de la falta de estudios en el area, se ha
demostrado que el virus de AEC se puede eliminar por semen (Travassos et al., 1998) . Este
hecho se ha reportado en otros retrovirus, como lo describe Miller et al., 1994. Los cuales
usaron 13 simios (Macacus Rhesus) infectados con virus de inmunodeficiencia del simio
(VIS) y se identifico la presencia del virus con las técnicas de inmunohistoquimica e
hibridacion in situ, encontrando células infectadas con VIS en todos los niveles del tracto
reproductor de los monos, ademds de encontrar el virus infectando células en el epitelio de
la mucosa del prepucio; concluyendo que la patologia en el tracto reproductor de monos y

pacientes con VIH es similar.

Miller et al. 1994 no consideraron evaluar el efecto del virus sobre los espermatozoides,
pero si apreciar el posible papel que desempefian como portadores del virus. El presente
trabajo también tuvo como objetivo obtener informacion sobre la funcion que desempenian
los espermatozoides de caprinos en la transmision de la AEC. Dentro de los resultados
obtenidos se observo marcaje de espermatozoides, con la técnica de inmunocitoquimica
especificamente en la cabeza del espermatozoide en machos infectados naturalmente
(Figura 2 y 3). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Kiessling et al., 1989
quienes encuentran la presencia de particulas virales de retrovirus murino en la cabeza del
espermatozoide, ademas encontraron la presencia de anticuerpos que reconocieron
proteinas virales por la técnica de Western blot, lo cual concuerda con lo que se realiz6 en
el presente estudio. Los resultados reportados por Kiessling et al., 1989 sugieren que los
espermatozoides pueden ser un vehiculo importante en la diseminacion de retrovirus

murino, tal como podria estar sucediendo para los retrovirus de rumiantes.

Miller et al., 1994 mencionan que usando un anticuerpo monoclonal contra la proteina p27
del Virus de la Inmunodeficiencia del Simio se pudo detectar antigenos en secreciones

congeladas de tejidos, utilizo la técnica de avidina-biotina-peroxidasa, con diaminobenzida



como cromogeno y contratefiida con Hematoxilina de Meyers. Técnica muy parecida a la
realizada en este estudio, siendo la Unica diferencia, que en este trabajo se utilizo un

anticuerpo policlonal.

Con el fin de confirmar la posible presencia del virus en espermatozoides en el presente
trabajo fue necesario complementar el estudio utilizando la técnica de microscopia
electronica, la cual nos permitié identificar con la observacion directa, la presencia de

particulas virales en los espermatozoides como lo reporto Kiessling y cols., 1989.

Se sabe que los virus que se eliminan por semen, aun en el caso de enfermedades donde la
via de transmision es muy importante (sindrome de inmunodeficiencia adquirida) la
cantidad de particulas que se puede detectar es minima como lo reportan Van Voorhis et
al., 1991; es por ello que en el presente estudio los resultados positivos obtenidos en las
muestras de semen son muy significativos. Es importante mencionar que la realizacion de
este estudio in vitro con el uso de espermatozoides infectados con la cepa de referencia de
ATTC de AEC, puede proponer un modelo de infecciébn in vitro para retrovirus,
apoyandose con la técnica de inmunocitoquimica y microscopia electronica.

Es importante resaltar que el desprendimiento de la membrana del acrosoma en el
espermatozoide como se observa en la Figura 5, es algo relacionado con el procesamiento
de la muestra y no por la infeccion del virus en los espermatozoides; ya que esto se observo
en espermatozoides infectados y no infectados. Con la microscopia electronica se pudieron
observar estructuras sugestivas a particulas virales complementado el hallazgo con la

reaccion de inmunocitoquimica en los espermatozoides.

Por otro lado existen diversos reportes en animales donde se menciona la transmision de
retrovirus enfocados especificamente a hembras, seguido de estudios en mujeres y muy
pocos en el caso de hombres en el aparato reproductor; por lo que el presente trabajo da

pauta a la realizacion de mas investigaciones en esta area.

Cabe mencionar que no existen datos sobre la funcion y presencia de células

mononucleares en el aparato reproductor de rumiantes, y muy pocos en otras especies como



el estudio reportado por Miller y cols., 1994 donde se menciona la presencia de células
mononucleares en casos de prostatitis y epididimitis de individuos infectados con el virus
de inmunodeficiencia del simio y que en un momento dado éstas células pueden
encontrarse en semen.

Foote, 1989 menciona diversas caracteristicas para evaluar la calidad del semen y en
particular sobre los espermatozoides; sin embargo en el presente estudio solo se evalud la
motilidad, color, pH y viabilidad, de las cuales no se encontraron diferencias entre los
grupos negativos y positivos a el virus de AEC. Tampoco se encontraron diferencias con

respecto a la presencia de linfocitos, monocitos y macroéfagos entre ambos grupos.



CONCLUSIONES

Con base a los resultados observados en la técnica de inmunocitoquimica y con el apoyo
de la microscopia electronica se puede sugerir que los espermatozoides infectados pueden
estar interaccionando con el virus de AEC, confirmando que los machos tienen

importancia como diseminadores de la enfermedad.

Para confirmar que el espermatozoide tiene importancia en la transmision se sugiere
realizar otros estudios mds sensibles y especificos tales como hibridizaciéon in situ en

espermatozoides de machos infectados .
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