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Resumen

La AEC es una enfermedad producida por un retrovirus y su posible transmisién
sexual no ha sido definida. La presencia del virus en el semen y en células como
las epiteliales abre esta posibilidad. La transmision venerea dependeria de la
presencia de células infectadas en el tracto genital de animales pospuberales y de
la dosis de virus necesaria para lograr infeccion por esta via. Se realizaron lavados
prepuciales para la obtencion de células epiteliales, con solucion de Hank’s estéril,
en machos caprinos cada 20 dias por un periodo de 12 meses. Se utilizaron cinco
animales de raza Alpino seropositivos y tres animales de raza Toggenburg
seronegativos a la AEC. A las células obtenidas se les realizé la tincion de
Papanicolaou para conocer y cuantificar por morfologia los tipos celulares
presentes. Se realizaron cultivos celulares de prepucios de feto caprinos y ovinos,
los cuales se infectaron con el virus de AEC para evaluar la receptividad de este
tipo de células. Con técnica de inmunocitoquimica utilizando anticuerpos
monoclonales anti-p28 del virus de AEC, sobre las células epiteliales y los cultivos
celulares fetales se evalud la presencia de antigeno viral. Con la técnica de PCR,
amplificando un segmento del gen gag (297pb) se confirmd la presencia de
provirus en las células epiteliales prepuciales. Se detecté Ag viral en las células
del prepucio caprino mediante inmunocitoquimica y se obtuvo su amplificacion por
PCR en cultivos celulares fetales infectados y en dos animales seropositivos. Los
resultados confirman que las células epiteliales sirven como reservorios del virus
de AEC, sin que se hayan podido detectar cambios patolégicos aparentes en su
morfologia.

Palabras claves: células epiteliales, inmunocitoquimica, prepucio, PCR, lentivirus.



Abstract

Caprine arthritis encephalitis (CAE) is a viral infection of goats caused by a
retrovirus (lentivirus) and its possible sexual transmission has not been defined.
The presences of virus in semen and epithelial cells generate new scenario, where
transmission would depend on the presence of infected cells in the genital tract of
postpuberal animals and invective virus title. Preputial lavages of male goats were
carried out with sterile Hanks solution to obtain epithelial cells, every 20 days for a
period of 12 months. Experimental animals included five Alpine CAE seropositive,
and three Toggenburg CAE seronegative goats. Papanicolaou smears were done
with cells obtained from preputial lavages; cells were quantified and cell
morphology types assessed. Pathological changes in their morphology were not
observed. Goats and sheep fetal preputial cell cultures were established and later
infected with the CAE virus to evaluate cell type susceptibility to infection.
Detection of viral antigen in the cell cultures was evaluated by
immunocytochemistry using monoclonal antibodies anti-CAEV p28 on the epithelial
cells smears from the preputial lavages and fetal cell cultures. Viral infection was
confirmed by a Polymerase Chain Reaction (PCR), with a positive amplification of
the gag gene segment (297pb) which proved the provirus was present in both;
epithelial preputial cells from the lavages and the infected cell cultures. Viral
antigen was detected in preputial cells of CAE seropositive goats by
immunocytochemistry and positive gag gene segment (297pb) PCR were obtained
from two CAE seropositive goats, as well from infected fetal cell cultures. The
results confirm that epithelial cells can served as reservoirs of CAEV, without any
pathological changes in their morphology.

Key Words: preputial epithelial cells, immunocytochemistry, PCR, retrovirus.



1. Antecedentes

Histéricamente, los primeros lentivirus fueron cultivados a partir de muestras de
borregos islandeses con la enfermedad de maedi-visna (Sigurdsson, 1954).
Replicaron el virus en monocapas de fibroblastos, derivados del plexo coroideo de
borregos, pues el virus invariablemente provocaba inflamacion en ese tejido en los
animales enfermos.

Otro lentivirus, el de la artritis encefalitis caprina (AEC) fue después aislado de
cabras con sinovitis/artritis y paralisis en los Estados Unidos (Crawford et al.,
1980; Narayan et al., 1980), el signo caracteristico de cabras infectadas con este
virus es la artritis, se utilizaron células derivadas de la membrana sinovial de
cabras, células tipo fibroblastos y epiteliales para la propagacion del virus
(Crawford et al., 1980; Narayan et al., 1980).

La AEC es una enfermedad también conocida como rodilla grande,
leucoencefalomielitis-artritis de las cabras, leucoencefalomielitis viral, infeccién por
retrovirus caprino o artritis encefalitis caprina viral. Esta enfermedad 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 aislé el virus de los mismos rebafos con artritis y
encefalomielitis denominandose virus de la artritis encefalitis caprina (Adams vy
Crawford, 1980; Crawford et al., 1980). La enfermedad repercute econémicamente
en los rebafos por su presentacion clinica, con reduccion de la vida util de los
animales, disminucion de la produccidén de leche y en la venta de reproductores
(Peretz et al., 1993). La AEC es una enfermedad de distribucion mundial, que
afecta principalmente a cabras productoras de leche en los paises
industrializados, Francia, Estados Unidos, Canada y Australia entre otros, con
prevalecias de un 65% a 81% (Adams, 1984; Crawford y Adams, 1981;East et al.,
1987) otros paises, como Noruega, tienen un 42%, mientras que paises como
Kenia y México presentan prevalecias de un 4-5%, en animales de produccién
semi-intensiva (Adams et al., 1984; Baba et al., 2000; Nord et al., 1998).

La AEC se diagnostico por su cuadro clinico y por serologia en México en 1983
(Nazara et al., 1983a; Nazara et al.,1985b) y la caracterizaciéon de la enfermedad
fue hecha por los mismos autores (Nazara et al., 1985c). Los estudios seroldgicos
mediante la técnica de inmunodifusion doble que realizd Nazara en 1985
demostraron una seroprevalencia de AEC de entre 17% y 35% en cabras
importadas, en tanto que en cabras autdctonas la serologia fue negativa, estos
estudios se realizaron en la zona norte, centro y sur de México (Nazara et al.,



1985). En 1986 se reportd el primer aislamiento del virus en México (Gay et al.,
1986). Posteriormente se identifico la presencia del virus de AEC, por medio de
estudios seroldgicos, 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 reaccidén en cadena de la
polimerasa (Daltabuit et al., 1999).

Actualmente la AEC se encuentra enlistada en el Grupo 3 de enfermedades y
plagas exoticas y enzooticas de notificacion obligatoria en los Estados Unidos
Mexicanos (Diario Oficial de la federacién, México 2008).

1.1 Introduccion

La artritis encefalitis caprina (AEC) es una enfermedad viral de las cabras
domeésticas (Cheevers et al., 1981; Crawford et al., 1981) que se caracteriza por
causar artritis crénica progresiva, mastitis indurativa y neumonia intersticial en
animales adultos y leucoencefalomielitis en animales jovenes (Lechner et al,
1996; Mdurvwa et al., 1994).

El virus causal tiene un diametro de 80 a 130 nandémetros (nm), envuelto, con
genoma diploide y contiene un dimero invertido de moléculas lineales de ARN de
sentido positivo (Putney y Montelaro, 1990). No es oncogénico (Crawford et al.,
1980 a, b), es magnesio dependiente (Mg®) (Knowles, 1997; Pugh, 2002). La
cadena de ARN tiene un extremo 5’cap operculado y un 3’poliadenilado final.
(Anderson y Cheevers, 1981; Crawford et al., 1980; Dahlberg et al., 1981; Dawson
M, 1988).

El genoma se encuentra en el interior de la nucleocépside (NC), la cual incluye
cerca de 30 moléculas de transcriptasa reversa (RT), con simetria helicoidal, la
cual transcribe una copia de ADN (cADN) a partir del ARN viral y solo asi el virus
es funcional. La cADN es integrada al ADN de las células infectadas por accion de
la Integrasa (Narayan et al., 1983).

La cépside del virus (CA) es de morfologia icosaédrica, de cerca de 60 nm de
diametro, rodeada por una capa de proteina de matriz (MA) y el viribn presenta
una envoltura externa (SU) compuesta por una bicapa de lipidos que contiene la
proteina transmembranal (TM), la envoltura la obtiene el virus de la membrana
plasmatica de la célula hospedera, de la cual se proyectan peplémeros de
glicoproteinas. Los lentivirus presentan 72 protuberancias (pepldmeros) cada una
con 10 nm de longitud, con una protuberancia distal ovoide (Clavijo y Thorsen,
1996; Murphy et al., 1999; Pétursson et al., 1992).



El genoma del vVAEC tiene 9189 pares de bases y ademas contiene tres genes
estructurales principales (figura 1), cada uno de los cuales codifica dos 0 mas
proteinas: el gen gag (antigeno especifico de grupo) de un tamafno de 1343 bases;
el gen pol (polimerasa) de un tamafo de 3314 bases y el gen env (envoltura) de
un tamafno de 2597 bases (Gen bank, 1993; Pepin et al, 1998; Pétursson et al.,
1992; Saltarelli et al., 1990).
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TRANSMEMERANAL
TRANSCRIPTASA REVERSA

_\

WTEGRASA

ol
‘ i

e

NUCLEOCAPSIDE

5
vif e

LTR LTR
ﬂmR |

tat

Figura 1. Mapa gendémico del virus de artritis encefalitis caprina (modificado de el origen
del viH - SIDA.htm).

El virus de maedi-visna y el virus de la AEC son lentivirus que han sido modelos
para el estudio del vIH, ampliamente estudiado y molecularmente clonado y son
muy parecidos antigénicamente, ademas tienen una extensa relacién en las
regiones gag y pol de sus genomas (Pyper et al., 1986).

La comparacién en la secuencia de aminoacidos del virus de AEC y maedi-visna
demostraron de 74.5 a 77.5 % de relacion en los genes gag y pol, pero solamente
60 a 63 % en el gen env (Saltarelli et al., 1990).



1.2 Caracteristicas generales del virus de AEC

El virus pertenece a la Familia: Retroviridae, Subfamilia: Orthoretrovirinae, Género:
Lentivirus, Subgénero: Lentivirus de los pequeinos rumiantes (Murphy et al., 1999;
ICTV, 2005).

Los lentivirus se componen aproximadamente de 60% de proteina, 35% de lipidos,
3% de carbohidratos y 1% de ARN (Pétursson et al., 1992).

La alta heterogeneidad en la secuencia de nucleétidos y aminoacidos en los
lentivirus, pueden determinar su antigenicidad, virulencia y multiplicaciéon en
distintas condiciones, afectando su persistencia y escape del sistema inmune. A
pesar de los diferentes 6rganos blanco donde se encuentran estos virus, su
tropismo celular y patogenicidad, el virus de AEC y el virus de maedi-visna fueron
recientemente asignados a un grupo: Lentivirus de los pequefios rumiantes
(LPRs). Los lentivirus presentan diferencias en el desarrollo de la enfermedad, por
lo que se dividen en dos grupos: el primero comprende al virus de la
inmunodeficiencia humana (vIH), al virus de la inmunodeficiencia del simio (vIS) y
al virus de la inmunodeficiencia felina (vIF), los cuales se replican en linfocitos y
macrofagos y causan el sindrome de inmunodeficiencia adquirida y una
enfermedad érgano especifica de los pulmones, sistema nervioso central (SNC) y
tracto gastroentérico. El segundo grupo comprende al virus de la anemia
infecciosa equina (VAIE), al virus de la artritis encefalitis caprina (VAEC) y al virus
de maedi-visna (VMV) que sélo se replican en macréfagos, no afectan linfocitos y
causan una enfermedad 6rgano especifica del sistema nervioso central, pulmén y
articulaciones (Bruett et al., 2000) (cuadro 1).

También pueden ser subdivididos genéticamente dentro de los grupos A-D con
subgrupos presentes en los grupos A y B de acuerdo a la mas reciente
clasificacion de subtipos genéticos (Shah et al.,, 2004a), empezada en la ultima
década (Zanoni, 1998), los prototipos de borrego como SA-OMVV, KV1514 y EV1,
fueron asignados al grupo A1, que contiene solamente LPRs de borregos (Shah et
al., 2004a).

Los prototipos de LPRs de cabras son el vVAEC-Co y el vVAEC IGA, pertenecen al
grupo B (B1) y C respectivamente, ambos contienen secuencias del LPRs
solamente de cabras. Los grupos A2 y D solamente contienen secuencias del
LPRs de borregos y los grupos A5 y A7 solamente contienen secuencias del LPRs
de cabras. Los grupos A3, A1, A6 y B2 contienen secuencias del LPRs de cabras
y borregos (Shah et al., 2004a).



Cuadro 1. Principales células blanco de algunos lentivirus

ENFERMEDAD ESPECIE PRINCIPAL MANIFESTACION
NATURALMENTE | CELULA BLANCO CLINICA
INFECTADA
Artritis encefalitis Caprinos Monocito/macréfago, Artritis, neumonia,
caprina células dendriticas mastitis, encephalitis
(Gendelman, 1985)
Maedi-Visna Ovinos Monocito/macréfago, | Neumonia, encefalitis,
células dendriticas mastitis y artritis
(De la Concha-
Bermejillo,1996)
Inmunodeficiencia Humanos Monocito/macréfago | Deficiencia inmune
humana Linfocito CD4* (Van-Voorhis, 1991)
Inmunodeficiencia Gatos Monocito/macréfago | Deficiencia inmune,
felina Linfocitos CD4" y tumores
CD8", B (Jordan, 1999)
Anemia infecciosa Equinos Monocito/macréfago, Fiebre, anemia,
equina células dendriticas animales
asintomaticos
(Kono, 1973)
Inmunodeficiencia Monos Monocito/macréfago | Deficiencia inmune
del simio Linfocito (Miller, 1994)
Inmunodeficiencia Bovinos Monocito/macréfago | Infeccion subclinica,
bovina Linfocitos T, By & Deficiencia inmune,

tumores
(Nash, 1995)

Fuente: Modificada de Pepin et al., 1998.

En el ano de 1984 se clasifico a los LPRs con base en sus propiedades

estructurales, genéticas y de replicacién en dos tipos:

El tipo 1 o virus con composicién de proteinas similares al vMV, tienden a ser
altamente citopaticos, causando lisis en cultivos celulares, altamente patdégenos in

vivo y ademas inducen la produccion de anticuerpos neutralizantes.

El tipo 2 o virus con composicion de proteinas similares al vVAEC, no producen
citolisis, ocasionan infecciones persistentes en cultivos celulares, tienen baja
patogenicidad en animales infectados y no inducen la formacion de anticuerpos

neutralizantes (Querat et al., 1984).




El virus de la AEC in vitro tiene predileccién por células de membrana sinovial
(MS). La formacion de células multinucleadas (5-30 nucleos por célula) o sincitios
se observa en un maximo de 5-6 dias post-infeccién (poco tiempo después de la
maxima produccién de virus), aunque cultivos obtenidos por explante también
pueden soportar la replicacién del virus, como en el caso de cerebro, plexo
coroideo, pulmén y rifidn de cabra, pero con una reducida eficiencia comparados
con las células de membrana sinovial (Anderson y Cheevers, 1981; Ellis et al,
1988).

En algunos casos las células infectadas pueden continuar dividiéndose mientras
geman un gran numero de viriones. La mayor concentracién de antigeno viral y
ARN viral se encuentra en células multinucleadas de cultivos de membrana
sinovial (71%) (Anderson y Cheevers, 1981; Pétursson et al., 1992).

A diferencia de la alta produccion viral en células permisivas en el cultivo in vitro,
la replicacién de los lentivirus en los tejidos de los animales in vivo es altamente
focal y no productiva. Se encuentran pocas células que contengan ADN viral y
muchas de éstas producen poco o nada de ARN viral y por consecuencia
producen menos antigeno viral detectable. Esta restriccion parece depender del
estado fisiol6gico y del desarrollo de las células. Se ha visto en las células blanco
monocito/macréfago, que cuando los monocitos infectados tienen una baja
produccién de virus, se diferencian en macréfagos. En las células hospederas se
aumenta la replicaciéon celular, permitiendo incrementar la produccion viral
(Guiguen et al, 1990).

En animales infectados de forma subclinica, la replicacion del virus en células
blanco es restringida a niveles minimos de expresion en todos los tejidos y
relativamente pocas células son infectadas. En contraste, en animales enfermos
de forma clinica, la infeccién brota violentamente con una elevada produccion de
virus en los macréfagos locales, de los tejidos afectados (Narayan et al., 1977;
Pétursson et al., 1976).

El desarrollo de la enfermedad clinica tarda de unos meses a pocos anos, con
infeccién de muchos animales en forma subclinica (Crawford y Adams, 1981;
Phels y Smith, 1983), por lo que no todos los animales presentan cuadro clinico
(Narayan y Clements, 1989; Narayan et al., 1992).

El virus de la AEC es adherido en células monocito/macréfago en el intestino,
dentro de estas células, el virus reside en forma de provirus en el ADN nuclear
(Werling et al., 1994; Zink et al., 1987).



Se ha demostrado que el ARN viral es capaz de pasar directamente de una célula
infectada a una célula no infectada, previo a la produccion de particulas maduras
del virus (Zink y Narayan, 1989).

Los lentivirus infectan a los macréfagos y las células dendriticas (Desrosiers,
2001). Ademas, algunos de ellos como el virus de la inmunodeficiencia humana y
del simio (vIH y vIS) infectan a los linfocitos CD4, creando una importante
inmunodeficiencia, mientras que otros, como el de la inmunodeficiencia felina
(vIF), infectan a los linfocitos B y CD8. En los pequefios rumiantes, la serie
monocito/macréfago es considerada la diana del virus (Gendelman et al., 1985),
pero otras células, como las epiteliales pueden ser también infectadas. La
replicacion de los lentivirus de pequenos rumiantes en 6rganos y tejidos no
linfoides es especifica de tejido y dependiente de la maduracion y la activacion del
macrofago (Brodie et al., 1985; Gendelman et al., 1985).

La replicacion del virus y la expresion de las proteinas virales en dichos tejidos y
organos, son tipicamente detectables en macréfagos activos. Asi en los monocitos
infectados no hay replicacién del virus (Narayan et al., 1982,1983). Los monocitos
pueden actuar como "Caballos de Troya", que permiten el acceso del virus, en
células portadoras del mismo, a los tejidos en los que maduran y se convierten en
macrofagos activos, estimulandose en ellos la replicacién viral (Narayan et al.,
1982,1983; Peluso et al., 1985).

Los primeros estadios de la infeccién por LPRs, segun se ha descrito, implican el
paso del virus o de células portadoras de virus, a través de la barrera epitelial. Lo
que puede conducir a una infeccion directa de las células dendriticas en el epitelio
0 en las capas subyacentes y su migracién a través de la linfa aferente a los
nédulos mas proximos (Ryan et al., 2000), en los que se hallan los distintos
componentes del sistema inmune. En dichos nédulos tiene lugar la replicacion
viral, con induccién de la respuesta inmune y aparicion de una adenopatia linfoide
(inflamacién del nédulo). Curiosamente, la deplecién in vivo de células T-CD4,
pero no de las CD8, produce una reduccién de la presencia del virus en el nédulo
linfatico y la linfa eferente, aunque no se sabe la via por la que estos linfocitos,
estando libres de virus, ejercen dicho efecto (Eriksson et al, 1999). La
diseminacion del virus y de las células infectadas al tejido linfoide y otros tejidos,
ocurre a través del sistema linfatico eferente y el conducto toracico, a partir del
cual las células se introducen en el torrente sanguineo (Cohen y Fauci, 2001) y
llegan a los érganos linfoides y otros tejidos que actuan como reservorio, pudiendo
en estos ultimos desarrollarse la lesion.



Muchas cabras infectadas desarrollan anticuerpos especificos, los cuales
persisten de por vida (Adams et al., 1980; Crawford et al., 1980) y la deteccion de
anticuerpos puede ser tomada como prueba de la presencia de infeccidén viral
(Adams et al., 1983; Narayan y Cork, 1990). Ademas menos del 10 % de las
cabras infectadas desarrollan la enfermedad clinica caracterizada por la artritis
persistente cronica, mastitis, problemas respiratorios y encefalitis (Crawford et al.,
1980; Narayan y Cork, 1990; Zink, 1990).

El tiempo entre el momento de la infeccion y el desarrollo de niveles detectables
de anticuerpos y la aparicion de la enfermedad clinica puede variar de meses a
anos (Adams et al., 1980; Rimstad et al., 1993).

El virus de AEC causa una infeccion de por vida y la enfermedad puede afectar
multiples 6rganos resultando en incapacidad de movimiento de las articulaciones o
hasta la muerte de los animales, a pesar de la respuesta inmune humoral y celular
que se establece (Narayan y Clements, 1989).

La enfermedad se caracteriza por inducir infecciones persistentes y con largos
periodos de latencia (Zink et al., 1990), apareciendo los signos después de la
seropositividad a la enfermedad (Narayan y Clements 1989).

Como no hay tratamientos efectivos los animales infectados permanecen como
reservorios del virus durante toda su vida (Dawson, 1988).

Esta enfermedad es importante por su impacto econémico, causa perdidas del 25
% 0 mas en la productividad del rebario (Keenan et al., 1999). Las perdidas se
pueden traducir en mortalidad de animales jovenes, perdida de peso, disminucién
en la produccién de leche, ademas de la obligariedad del sacrificio de los animales
seropositivos en paises con programas de control (Smith y Cutlip, 1988).

1.3 Ciclo viral de los lentivirus

Los lentivirus poseen dos copias idénticas de un genoma ARN monocatenario
positivo y una envoltura externa que contiene proyecciones de glicoproteinas
virales. Cuando las glicoproteinas de la envoltura interactian con una proteina o
un grupo de proteinas de la membrana especificas de la célula susceptible, la
envoltura del lentivirus se fusiona directamente con la membrana plasmatica, sin
antes ser sometida a endocitosis. Después de la fusién, la nucleocapside ingresa
al citoplasma de la célula; trifosfatos de desoxinucleétidos del citosol penetran en
ellay la transcriptasa reversa y otras proteinas virales polimerizan a los trifosfatos
y copian el genoma del ARN monocatenario del virus para producir una copia de



ADN bicatenaria, la transcriptasa reversa solo puede agregar nucleétidos al
extremo 3’ del iniciador (Primer) apareado por sus bases a la plantilla. Esta funcién
la cumple un oligo-dT libre agregado al hibridizar la cola poli (A) 3’ de cada plantilla
de ARNm. La copia de ADN viral es transportada hacia el interior del nacleo por la
integrasa, la cual la incorpora en alguno de los muchos sitios posibles del ADN
cromosomico de la célula infectada. EI ADN viral ya integrado, denominado
provirus, es transcripto por la RNA polimerasa de la célula, tras lo cual genera
ARN mensajeros virales y moléculas de ARN gendmico. Se traducen los ARNm
virales a glicoproteinas y proteinas de la nucleocapside, estas se ensamblan con
el ARN gendmico para formar las nucleocapsides de la progenie, las cuales
interactuan con las glicoproteinas virales unidas a la membrana, para después
formar con la membrana de la célula infectada brotes que se liberan por gemacion,
constituyendo los virus de progenie (Coffin, 1996; Lodish, 2002) (figura 2).

Figura 2. Ciclo viral de los lentivirus. (Fuente: modificado de Biomédica - BSoluble factors
with inhibitory activity against type 1.htm).

1.4 Genes y proteinas del virus de AEC

El gen gag, codifica para 3 proteinas internas de los lentivirus, incluida la matriz
(MA) (p17), que esta por debajo de la bicapa de lipidos, la proteina mayor de la



capside (CA) (p25) y la ribonucleoproteina basica (NC) (p14), asociada al ARN
genomico. Cada particula viral contiene 1000 copias de cada proteina del gag
(Parekh et al., 1980).

El gen pol, codifica para las enzimas virales, la transcriptasa reversa (TR) de la
cual 5-10 copias estan asociadas con el ARN viral en cada viridn, la integrasa (IN)
que facilita la integraciéon del provirus en el genoma de la célula infectada, la
proteasa (PR) que es esencial para la infectividad y maduracion del virus de AEC
y el virus de MV, la dUTPasa, necesaria para la infeccidon en macrofagos (Murphy
et al.,, 1999; Pepin et al., 1998; Tesoro, 2001).

El gen env, codifica para las proteinas de envoltura o superficie de los virus,
incluidas las glicoproteinas glicosiladas de superficie (SU) y la infrecuente proteina
transmembranal hidrofébica (TM). De estas proteinas hay 100 copias por particula
viral, quizd arraigadas en un modelo simétrico en la bicapa de lipidos, como
trimeros de las glicoproteinas (SU) y (TM) (Ozel et al., 1988).

Los lentivirus de los pequefos rumiantes presentan 3 genes accesorios:

El gen vif (Factor de infectividad viral), induce una débil respuesta inmune in vivo,
se requiere para una eficiente replicacion y patogenicidad del virus in vivo
(Harmache et al., 1995, 1996; Petursson et al., 1992; Saltarelli et al., 1990).

El gen tat previene la terminacion prematura de la transcripcion incrementando la
expresién génica viral in vivo (Jackson et al, 1991; Pétursson et al., 1992,
Saltarelli et al., 1990).

El gen rev (Regulador de la expresidon de proteinas del virién) (Harmache et al.,
1995). Codifica una proteina que esta involucrada en los empalmes de los
transcriptos de ARN viral. Este gen es bipartito y se localiza en una pequena
region de la extremidad 5’ del gen env y una region mas grande en la regién 3’ del
mismo gen (Coffin, 1996; Pétursson et al., 1992; Saltarelli et al., 1990).

1.4.1 Otras proteinas virales

La proteina mayor p28 de la capside, es considerada como uno de los antigenos
inmunodominantes en la infeccién por lentivirus (Houwers y Nauta, 1989). Este es
el primer antigeno reconocido por el sistema inmune de los animales infectados y
la produccion de anticuerpos especificos a p28 persisten por largo tiempo. La
reactividad a la proteina p28 fue encontrada en todos los sueros examinados de
animales infectados, en contraparte la reactividad a la proteina de matriz p18, fue



evidente solamente en sueros positivos con altos titulos de anticuerpos (Turin et
al., 2005).

Antigénicamente los epitopos de la proteina p28 habian sido caracterizados en las
proteinas transmembranales (Bertoni et al., 1994), pero la informacién obtenida
por reaccion cruzada de epitopos en la capside antigénica, indican que p28 esta
presente en la capside del virus de AEC (Kwang et al., 1995).

Recientemente se reportd la deteccién de la proteina p28 del virus de AEC en
cotiledones de cabras alpinas (Buendia et al., 2005).

Cuadro 2. Proteinas estructurales y funcionales de algunos lentivirus.

Virus SU ™ MA CA NC TR PR
vAEC gp 135 p 19 p 28 p 16
VISNA gp 135 plé6 p 27 pl4

vIH-1 gp 120 | gp4l pl7 p 24 p7 p 66 pl12

Adaptado del Leis et al.,, (1988). Proteina de superficie (SU), Proteina transmembranal
(TM), Proteina de matriz (MA), Proteina de capside (CA), Proteina de nucleocapside (NC),
transcriptasa reversa (TR), Proteasa (PR).

Numerosos estudios indican que las proteinas estructurales y las no estructurales
de los lentivirus son inmunogénicas durante las infecciones persistentes (cuadro2).

1.4.2 Proteinas de superficie

Las glicoproteinas SU y TM de superficie “protuberancia o punta” son
proyecciones localizadas en la superficie, sobre la envoltura viral. Estas proteinas
son el blanco de la respuesta inmune del hospedador y median un numero
importante de funciones biolégicas incluido el ensamble a receptores y fusidén de
membranas.

La gp 135 del virus de AEC demostré que confiere resistencia a las proteasas del
hospedador, protege al virus de la accidon de los anticuerpos neutralizantes y
determina la infectividad viral y su virulencia en vivo (Huso et al., 1988).



1.4.3 Proteinas nucleares

MA, CA y NC son estructuradas en el citoplasma celular donde son procesadas
por una proteasa viral (PR) durante el ensamble. La proteina de matriz se localiza
inmediatamente debajo de la envoltura de la bicapa de lipidos, esta proteina pesa
de 15-17 KiloDalton (KDa).

La proteina de cépside, es la mas abundante en los virus y es el mayor
componente en el nucleo viral. Estas proteinas tienen un peso de 24-48 KDa vy
pueden ser modificadas por fosforilacién (Putney y Montelaro, 1990).

Proteinas de la nucleocapside, estas proteinas varian en su masa molecular de 7
a 11 KDa, son ricas en lisina y arginina y contienen un compuesto de
cisteina—histidina, estas estructuras se asocian a varios 4cidos nucleicos, y quiza
sean esenciales en la transcripcion reversa y el ensamble (Meric y Goff, 1989).

1.4.4 Proteinas no estructurales

La regulacién de estas proteinas se da en el citoplasma y nucleo de las células
infectadas (Peterlin y luciw, 1988), incluyen los genes tat, vif, nef, rev. Las
proteinas no estructurales son relativamente pequefias 6 a 20 KDa, escasas Yy
frecuentemente ligadas al acido nucleico, todas las proteinas no estructurales
parecen ser inmunogénicas en individuos infectados con viIH.

1.5 Transmision

Poco después de la infeccidn de una célula, el virus entra en un modo latente o
restringido de replicacion (Haase, 1986) y la cantidad de virus en sangre y
secreciones, tiende a ser muy baja. En sangre, alrededor de 1 X 10° células
blancas sanguineas estan infectadas. Sin embargo a pesar del pequefio numero
de virus, la transmision no solamente ocurre entre madre y progenie, sino también
entre animales adultos (Blacklaws et al., 2004).

1.5.1 La transmision vertical

La transmision vertical es la de mayor importancia y ocurre de la madre a su cria
(cabrito) por el consumo de calostro y leche infectada, la practica de mezclar la
leche de varias madres, puede facilitar la diseminacion de la enfermedad en la
poblacién de cabritos (Pétursson et al., 1992; Rowe y East, 1997).

En Gtero la transmision vertical probablemente no ocurra u ocurra en niveles muy
bajos (Reddy et al., 1993; Kwang et al., 1995). También esta ruta es considerada



controversial. Algunos autores proveen evidencia a favor de esta ruta de
transmision, mientras otros autores reportan resultados negativos.

El medio ambiente intrauterino puede proveer una fuente de virus a los fetos.
Lamara et al., 2001, 2002b, demostraron que las células epiteliales del oviducto de
cabras pueden ser productivamente infectadas in vitro con el virus de AEC.
Aunque no reporta la existencia de infeccidn de estas células in vivo. En adicién el
LPRs ha sido demostrado por analisis de PCR en oviductos de 11/25 cabras
infectadas con el virus de AEC y en Uteros y tejidos del oviducto (Fieni et al.,
2003), esto sugiere que los fetos pueden ser expuestos al virus in vivo (Blacklaws
et al., 2004).

La infeccidén directa de embriones con el LPRs ha sido probada en diversos
reportes. Recientemente se demostré que embriones caprinos de 8-16 células
pueden ser infectados in vitro con el virus de AEC, si la zona pelucida es
removida, pero no si la zona pelucida esta intacta (Lamara et al., 2002a), de esta
manera la zona pelucida parece ser una eficiente barrera a la infeccion de los
embriones. Los fetos pueden ser infectados con vMV por inoculacion intracerebral
(Georgsson et al., 1978; Narayan et al., 1974) o después de la inyeccion de virus
dentro del saco y liquido amniotico (Cutlip et al., 1982).

Infecciones experimentales de fetos antes de los 60 dias de gestacién pueden ser
causa de reabsorcion o abortos (Cutlip et al., 1982). La infeccion antes del dia 60
de gestacion, si no causa perdida de los fetos, podria resultar en el desarrollo de
animales o crias tolerantes al LPRs (Blacklaws et al., 2004).

Mas evidencia de infecciones en Utero proviene de la demostracion de la infeccion
con LPRs en animales recién nacidos, privados de calostro. Animales criados con
leche pasteurizada o sustitutos de leche en programas de control, tienen sin
explicacién un 10 % de seroconversidon (Rowe y East, 1997). Pocos estudios
soportan esta informacion 1/10 cabras recién nacidas llegan a tener anticuerpos
contra AEC (Adams et al., 1983) y 1/24 positivos en otro estudio (Ellis et al., 1983).

1.5.2 La transmision horizontal

La transmision horizontal se da con el contacto intimo cabra-cabra de todas las
edades, con secreciones infecciosas que incluyen: sangre, secreciones
respiratorias y equipo veterinario contaminado con fluidos corporales o sangre
(Adams et al., 1983; Zink et al., 1990; East et al., 1993).



Las maquinas ordenadoras, las manos y toallas que se contaminan con la leche,
son potenciales diseminadoras del virus, por la presencia de macr6fagos y células
epiteliales infectadas en la glandula mamaria y contenidas en la leche, (Crawford y
Adams, 1981; East et al., 1993; Lerondelle, 1989; Mselli-Lakhal et al, 1999).
Otros instrumentos que pueden actuar como vectores mecanicos son: jeringas,
tatuadores, instrumentos o equipos de descorne, contaminados con pequenas
cantidades de sangre, que pueden transportar monocitos/macréfagos infectados
(Narayan et al., 1983; Gendelman et al., 1985).

La localizacion del virus de AEC en el tejido uterino de cabras, sugiere la
posibilidad de la transmision venérea del mismo, por via sexual, pero también la
transmision vertical al embrion en el Gtero o por transmisidén perinatal al recién
nacido (Ali Al Ahmad et al., 2007).

La posible transmision sexual del virus de AEC no ha sido definida pero la
presencia del virus en el semen obliga a tomar medidas preventivas.

La transmisién sexual ha sido poco investigada y se ha encontrado el virus de
AEC en semen (Travassos et al., 1998; Martinez et al., 2005).

La transmisién sexual depende de la presencia de células infectadas en el tracto
genital de los animales en etapa reproductiva. En madres infectadas el vVAEC vy el
ADN-proviral han sido detectados en tejidos del tracto genital: Utero, oviducto y
ovario (Fieni et al., 2003).

En machos cabrios infectados artificialmente se ha sugerido la presencia del virus
de AEC en células prepuciales, plasma seminal y en células no espermaticas del
eyaculado (Travassos et al., 1998). La deteccion del virus en el eyaculado y en
varios tejidos del tracto genital nunca ha sido confirmada en animales infectados
naturalmente. Hay reportes que sugieren que el virus de AEC es trasmitido por
inseminacién artificial o el apareamiento (Ali Al et al., 2007).

El virus de AEC se elimina por el semen, por lo tanto no se puede descartar la
transmision venérea, tal como lo reporta Travassos et al, 1998, 1999 y como
sucede con otros retrovirus como el de la inmunodeficiencia humana (Van-
Voorhis et al., 1991), inmunodeficiencia bovina (Nash et al., 1995), la leucemia
felina (Jordan et al, 1999) y el Maedi-Visna (De la Concha et al., 1996). De la
Concha demostré que solo ovinos con epididimitis, obtenia el virus en semen.
Tampoco se ha documentado el efecto viral en tejido reproductor del macho.



Estudios realizados por Grewal et al., 1986, reportan una seroprevalencia mayor
en machos que en hembras.

El virus es muy labil en el medio ambiente y la transmision via pastura o
instalaciones, posiblemente no ocurra (Matthews, 1999).

1.6 Signos clinicos

La infeccion por el virus de AEC puede manifestarse en una gran variedad de
formas clinicas:

El inicio puede ser repentino o insidioso, los signos pueden incluir: articulaciones
hinchadas o inflamadas, crecidas, evidencia de dolor, rigidez, posturas anormales
y baja de peso (Pétursson et al., 1992; Amerighno et al., 1993; Matthews, 1999).

La artritis es la forma clinica mas comunmente vista y se afectan mas
frecuentemente las articulaciones céarpales, pero virtualmente todas las
articulaciones tienen evidencia microscopica de infeccidon. La artritis esta asociada
con una alta carga viral y altos titulos de anticuerpos en el suero y liquidos
sinoviales (Perry et al, 1995). La forma artritica acurre en animales maduros
usualmente después de un afo de edad.

Un incremento de la expresion viral resulta en un incremento de la inflamacién de
las articulaciones, la mayor parte de la lesion sinovial es debida al acumulo de
linfocitos y macrofagos.

La forma neuroldgica del virus de AEC es rara y mas comun en cabritos de 2-6
meses de edad, los signos clinicos de esta forma pueden aparecer lentamente
desarrollando paresis y paralisis de los miembros (Cork et al.,, 1974; Crawford y
Adams, 1981; Rowe y East, 1997, Crawford et al, 1980). Los miembros
implicados pueden ser asimétricos.

En el 50% de los casos pueden ocurrir otros signos neurolégicos como ceguera,
una respuesta anormal de las pupilas a la luz, nistagmos, temblores de cabeza,
inclinacion de la cabeza y movimiento circular de la cabeza (Vitu y Russo, 1998).
En la forma temprana de la enfermedad neuroldgica los cabritos permanecen
despiertos y alertas.

El virus de AEC puede también inducir lesiones en la glandula mamaria, esta
forma se caracteriza por una ubre firme e hipoagalactica en cabras adultas y
agalactica en cabras jovenes (Kennedy et al., 1985; Lerondelle et al., 1999, Smith
y Sherman, 1994).



En ubres libres de infeccion intramamaria el conteo de células soméaticas en
cabras seronegativas fue significativamente mas bajo que en cabras seropositivas,
pero la diferencia no fue significativa en cabras con infeccidn persistente (Sanchez
et al., 2001).

El virus de AEC también puede causar neumonia intersticial crénica, dificultad
respiratoria y pérdida de peso (Smith y Sherman, 1994).

1.7 Epitelio de revestimiento

El epitelio de revestimiento es la superficie de contacto con el ambiente cavitario o
externo y se interpone entre este y el tejido conjuntivo, con una estructura
intermedia llamada lamina basal. Esta estructura esta formada principalmente por
coladgeno y glicoproteinas. En algunos epitelios sometidos a rozamiento, como la
piel, la ldmina basal se fija al tejido conjuntivo subyacente por medio de finas fibras
de colageno llamadas fibrillas de anclaje. Esta lamina separa y une el epitelio al
tejido conjuntivo, pero permite el paso de diversas moléculas.

La superficie libre del tejido epitelial recibe el nombre de superficie apical y puede
presentar estructuras que aumentan su superficie y/o le den movimiento.

1.7.1 Capas epiteliales

Por el numero de capas celulares los epitelios se clasifican en: Simples (una sola
capa), estratificados (varias capas), seudo-estratificados (nucleos de diversas
alturas pero todas las células contactan con la lamina basal)

(Cuadro 3).

Por la forma de sus células superficiales se clasifican en escamoso, cubico y
cilindrico (Garfias et al., 2007) (figura 3).



Cuadro 3. Descripcion de los epitelios mas comunes del cuerpo humano y de los

animales.
Nudmero de Forma de Localizacién de Funcién
capas las células epitelios
Simple Escamoso | Revestimiento de los | Facilita la movilizacién de
vasos las visceras
Cubico Revestimiento Revestimiento
ovérico, tubulos
renales
Cilindrico Revestimiento Proteccion,
intestinal lubricacién,absorcién y
digestién
Plano Peritoneo, pericardio Proteccién, absorcion y
asociado y pleura lubricacién
Estratificado Escamoso Revestimiento de la Proteccién
piel, es6fago, bocay
prepucio.
Cilindrico Conjuntiva del ojo Proteccion
Seudo- Cilindrico Revestimiento de la | Proteccién, transporte de
estratificado trdquea y los particulas extraiias al
bronquios

exterior y secrecion
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Figura 3.Tipos de epitelios (Fuente: modificado de wikipedia epitelial).



1.7.2 Prepucio

Dentro de las funciones del prepucio esta cubrir, lubricar el glande, facilitar
la elongacién del pene al hacer eversion durante la ereccidn y penetracion en la
relacién sexual. También tiene glandulas apocrinas, que segregan catepsina
B, lisozima, quimiotripsina, elastasa y citoquinas (Rolich et al., 1993). La
lisozima es similar a la que se encuentra en las lagrimas, la leche y otros fluidos
corporales, que destruyen las paredes bacterianas (Cohn, 1994). En modelos
animales se ha propuesto la presencia de peroxidasa y de actividad celular
auto inmune en la mucosa del prepucio (Prabir, 1992). El prepucio esta
ricamente vascularizado e inervado siendo un area muy sensible a estimulos
de tacto y temperatura.

1.7.3 Tipos celulares del epitelio prepucial

Células basales: Son las mas pequenas y profundas del epitelio (13 y 20 um). Son
redondeadas con escaso citoplasma, nucleo redondeado y lobulado. Estan
adheridas a la membrana basal no pueden ser observadas en las preparaciones
citologicas normales, a partir de estas se origina por division (mitosis) el resto del
epitelio.

Células parabasales: Son las mas pequefias que se pueden observar en
condiciones normales (25um). Son redondeadas a ligeramente ovales, con nucleo
redondeado grande y lobulado, cantidades pequefnas de citoplasma y son las que
tienen mayor actividad mitética.

Células intermedias: Tienen un tamafo de 20-40um. Con un nucleo lobulado
(viable), citoplasma mas abundante que las parabasales, con bordes redondeados
y bordes angulares.

Se dividen en:
a) Células Intermedias pequefias: Aquellas que son redondeadas.

b) Células Intermedias grandes: Aquellas que presentan mayor cantidad de
citoplasma con bordes angulares.

Células superficiales: Tienen un tamano entre 40-60um. Tienen mayor cantidad de
citoplasma, bordes angulares, nucleos pequefios, algunos aun viables y otros en
picnosis.



Se dividen en:
a) Células superficiales, nucleares no cariopicnoticas.
b) Células superficiales, nucleares cariopicnoticas.

Células superficiales anucleadas o escamosas: Célula carente de nucleo, se les
denomina cornificadas o queratinizadas (figura 4) (Atlas de citologia cervico-
vaginal., 2005).

Células superficiales (CS)

Células intermedias (Cl)

Células parabasales (CP)

Células basales (CB)

Figura 4. Capas epiteliales de la mucosa prepucial. Tejido epitelial

(Fuente: modificado del Atlas de citologia cervico-vaginal., 2005).

1.7.4 La tincion de Papanicolaou

Es una tincién diferencial, policromal, que sirve para una mejor diferenciacion y
observacion de la morfologia celular. Usa tres colorantes basicos, el colorante
nuclear es la hematoxilina de Harris que impregna la cromatina y una mezcla de
coloracion citoplasmatica con naranja g, verde luz, pardo Bismark, eosina. La



hematoxilina de Harris se usa sin acidificar y proporciona un color azul oscuro a
los nucleos.

El naranja g, junto con la solucibn de eosina alcohdlica (EA) constituyen el
colorante del citoplasma. La solucion se encuentra comercializada bajo el nombre
de OG - G, tifie de naranja los citoplasmas celulares que contienen queratina.

1.8 Células reservorio del virus

Como reservorios del virus se han demostrado células de la médula 6sea
(Gendelman et al., 1985; Grossi et al., 2005), células dendriticas foliculares del
tejido linfoide (Haase, 1986) y se ha propuesto que las células epiteliales actiuen a
modo de reservorio (Lerondelle et al.,, 1999), demostrandose que las del epitelio
del oviducto caprino in vitro, son altamente permisivas, por lo que podrian
representar una importante fuente de infeccién (Lamara et al., 2002).

A pesar de encontrarse el virus en diversos tipos celulares, puede ser dificil su
deteccion por hibridacién "in situ" (para detectar el genoma viral o los productos de
transcripcion) o tincion inmunocitoquimica de antigenos virales, incluso en
estadios avanzados de la enfermedad. Posiblemente, el numero de células diana
o de copias del genoma es minimo en estos casos. Esta caracteristica de los
lentivirus de los pequefios rumiantes los distingue de vIH y vIS, que infectan a las
células T y pueden experimentar una replicacion activa a lo largo del periodo de la
infeccion (Pantaleo et al., 1993; Embretson et al., 1993).

Las fuentes potenciales del virus de AEC sugeridos por Travassos en los
eyaculados, incluyen a los espermatozoides y células no espermaticas como los
monocitos/macrofagos, células germinales inmaduras y células epiteliales
(Travassos et al., 1998).

Recientemente se confirmo por estudios in vivo e in vitro una eficiente replicacién
del virus de artritis encefalitis caprina en células de la granulosa, sugiriendo que
dichas células pueden servir como productoras del virus (Lamara, 2001)
(cuadro4).



Cuadro 4. Células permisivas al virus de AEC in vitro.

Membrana sinovial de feto caprino Crawford et al., 1980
Monocito / macréfago Dahlberg et al., 1981
Membrana sinovial fetal, plexo coroideo, Anderson y Cheveers, 1981
pulmoén y rifién
Células de bazo fetal de cordero Belov y Walley, 1988
Cultivo de células corneales Brodie et al., 1985
Células de testiculo caprino Guiguen et al., 2000
Cultivo de células del endotelio adrtico Le Jan et al., 2000
ovino
Cultivo de células de la granulosa Lamara et al., 2001
Cultivo de células epiteliales del oviducto Lamara et al., 2002
caprino
Fibroblastos y células endoteliales Fieni et al., 2003
Células endoteliales Lechant et al., 2005
Células endoteliales y fibroblastos de Grossi et al., 2005
medula 6sea

1.8.1 Otros tejidos afectados por el virus de AEC

El virus de AEC también afecta tejidos como cerebro, cérnea, pulmén, membrana
sinovial de fetos y adultos (Anderson y Cheevers, 1981; Seroude, 2002; Rolland et
al., 2004), células de la granulosa, células endoteliales de la aorta, células
endoteliales y epiteliales de glandula mamaria, sin embargo Travassos en 1998 y

1999, detectd la presencia del virus de AEC en semen de machos infectados en
forma experimental.



Aunque existen lineas celulares permisivas de ovario y pulmén de cabra al virus
de AEC y explantes de plexo coroideo, pulmén y rifidn de cabra, estas presentan
una reducida replicacién viral, (Perk, 1999), asi mismo existen otro tipo de células,
como las epiteliales de cornea fetal y bazo de ovino (Belov y Walley, 1988).

Las lesiones prepuciales pueden incrementar la cantidad de células inflamatorias
en el semen y favorecer la presencia del virus en el semen. Asi mismo al
mantener juntos a los machos con actividad sexual, propicia la monta entre ellos,
lesionandose el prepucio y este puede ser un mecanismo potencial de difusion del
virus (Rowe y East et al., 1997).

El virus de AEC, es capaz de infectar células epiteliales de diversos 6rganos y la
transcripcion viral se ha demostrado en rifiones e intestinos delgados (Zink et al.,
1990).

El virus de AEC ademas afecta células epiteliales de la glandula mamaria y la
cérnea in vitro. (Rowe y East, 1997, Mselli-Lakhal et al., 1999; Belov y Whalley,
1988).

El virus de AEC puede afectar células no leucocitarias in vivo (Carroza et al.,
2003; Chi et al., 2000), como células de la microglia, astrocitos, oligodendrocitos,
neumocitos tipo | y Il, fibroblastos mamarios, células epiteliales y endoteliales.

El virus de AEC en las células del endotelio aértico ovino, incrementa los
antigenos MHC Clase | e inicia la expresion de la adhesion de la molécula VCAM-
| (Jan et al., 2000) sin citotoxicidad significativa, las células endoteliales infectadas
parecen mantener su expresion de marcadores endoteliales.

El virus de Inmunodeficiencia humana tipo 1 (vIH-1) puede afectar células
epiteliales (Fantini et al,. 1993; Howell et al., 1997) o lineas celulares (Fantini et al,.
1993) de diferente origen incluidas las del tracto reproductor (Howell et al., 1997)
el intestino (Fantini et al,. 1993) y el colon (Yahi et al., 1992), ademas de células
epiteliales mamarias de origen humano (Toniolo et al., 1995).

Estos estudios sugieren que el retrovirus del vIH-1 puede cruzar las barreras
epitelio-mucosal por infeccion directa de células epiteliales via transcitosis, el virus
es entonces transportado de la zona apical a la membrana basal de células
epiteliales, usando una vesicula transcelular (Bomsel, 1997) y podria ser
trasmitido a células epiteliales por linfocitos o0 monocitos, mediante mecanismos de
contacto.



El virus de maedi-visna se replica productiva y liticamente en fibroblastos, el virus
de AEC en cambio causa solamente una infeccién improductiva, no citopatica en
estas células (Narayan et al., 1980).

Hay datos de que el virus de AEC causa infeccidn en fibroblastos, pero el ciclo del
virus se termina antes del ensamble de las particulas virales infecciosas. El virus
de AEC no produce efecto citopatico en cultivo de fibroblastos, pero el genoma del
virus permanece intacto en fibroblastos inoculados y puede ser rescatado por co-
cultivo con células permisivas como las células de la membrana sinovial
(Chebloune et al., 1996).

1.9 Inmunologia

Los anticuerpos de inmunidad pasiva calostrales no son detectables después de 6
meses de edad y las cabras infectadas con el virus de la artritis encefalitis caprina
permanecen seronegativas por varias semanas o meses después de la infeccion.
Estas cabras pueden eliminar al virus en la leche y otras secreciones corporales, a
intervalos irregulares y pueden ser fuente de virus para animales no infectados
(Knowles, 1997).

La respuesta inmune hacia los lentivirus como el de la inmunodeficiencia humana
(vIH) o el virus de la artritis encefalitis caprina (VAEC), no es efectiva para eliminar
el virus y permite su persistencia a largo plazo en los animales infectados
(Clements et al., 1996; Péterhans et al., 1990; Soudeyns et al., 1999). En cabras
afectadas por el virus de AEC se demostrd una actividad proliferativa de células T,
con subsecuente desarrollo de artritis y alta viremia (Perry et al., 1995).

La transmisidén pasiva de anticuerpos por medio del calostro, leche o suero no
protegen contra la infeccion. La inmunidad celular por linfocitos que pasan por
calostro o leche de madres infectadas y excretoras del virus, tampoco tiene papel
protector (Peretz et al.,, 1993; Leroux et al., 1997). Los animales producen una
respuesta humoral detectable por la técnica de ELISA a partir de los 40 a 60 dias
post-infeccion, que alcanza un titulo maximo entre los dias 49 al 77, decreciendo a
partir de este momento, pero siendo aun detectable a los 9 meses post-infeccidén
(Robinson y Ellis, 1986). Si se presenta una reactivacion viral, ocurre
seroconversidon en 1-2 meses (Rimstand et al., 1993).

Los anticuerpos a p28, p25 y p16 (Rosati et al,, 1995) del vVAEC persisten en
cabritos infectados aun después que desaparece la inmunidad pasiva, sirviendo
estos anticuerpos como forma de diagnéstico basico.



Las inmunoglobulinas aparecen de 3 a 6 meses o mas tiempo 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).

Los animales infectados forman anticuerpos para el antigeno p28, localizado en la
capside del virus, parte del gen gag y son utilizados para diagnosticar la infeccién
(Crawford et al., 1980; Roberson et al., 1982).

Asi también se forman anticuerpos contra gp 125, gp 90 y gp 70 que se
encuentran en suero y fluido sinovial, la concentracién de anticuerpos a gp 125y
gp 90 exceden por 100 a 1000 veces a los de p28.

Esta alta concentracion de anticuerpos en fluido sinovial a gp 125 y gp 90
correlaciona positivamente con la produccién in situ de una gran cantidad de
anticuerpos IgG1 (Mc Guire, 1987).

A diferencia de otros retrovirus, la replicacion del virus de AEC no afecta la
respuesta inmune, sin embargo participa en el desarrollo de lesiones.

La lesion articular puede provocar una continua activacion de células plasmaticas
en el espacio sub-sinovial, con aumento de IgG, células mononucleares,
disminucion del fluido articular, acimulo de linfocitos de tipo CD4, CD8, linfocitos
gama-delta y macréfagos que expresan el complejo mayor de histocompatibilidad
tipo Il, con produccion de interferon alfa. El cuadro es muy semejante al de la
artritis reumatoide en humanos (Zink et al., 1987; Zink y Narayan, 1989; Wilkerson
et al., 1995).

En animales infectados con AEC se ha encontrado 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 Il (CMH Il) con la ayuda
del llamado interferon lentiviral que estimula la produccion de prostaglandina
PgE2, que a su vez da lugar a una replicacion viral restringida, por la inhibiciéon de
la proliferacién de monocitos infectados. Cuando se incrementa la actividad viral,
aumenta la expresion de CMH Il, estimulando a su vez linfocitos CD4, y
consecuentemente se producen mas citocinas y proliferan linfocitos T, hasta dar
una respuesta linfocitaria proliferativa (Zink et al., 1987; Zink y Narayan, 1989).

Se ha observado que animales artriticos, cronicamente infectados, con problemas
de caquexia y pérdida de peso, presentan una elevada produccion del factor de



necrosis tumoral alfa (TNF alfa), (Mdurvwa 1994; Werling et al., 1994; Adeyemo et
al., 1997; Lechner et al., 1996).

La variacion antigénica es un mecanismo que usan los microorganismos para
evitar la respuesta inmune del hospedador (Porter, 1975). Este mecanismo es bien
conocido en diferentes tipos de virus, incluidos el de la influenza (Laver y Webster,
1968), la fiebre aftosa (Hyslop y Fagg, 1965), lentivirus como el de la anemia
infecciosa equina (Kono et al., 1973; Crawford et al., 1978) y el del maedi-visna
(Pétursson et al., 1976).

La variacion antigénica puede ser una explicacion para las infecciones virales
persistentes en animales.

Antigénicamente las nuevas mutaciones aumentan en un animal infectado, no son
neutralizadas por la pre-existencia de anticuerpos y se pueden replicar en
presencia de la cepa original del virus (Trevor et al., 1987).

La variacion antigénica en los lentivirus ocurre por cambios de oligonucleétidos en
la region 3’- terminal del genoma viral (Clements et al., 1982), que codifica para las
glicoproteinas de envoltura. Estas proteinas no son detectadas por anticuerpos
circulantes, evitando la neutralizacion viral (Narayan et al., 1984; Scott et al,,
1979).

1.10 Diagnéstico

La deteccion de los animales infectados mediante pruebas serolégicas resulta
primordial para mantener hatos libres de esta enfermedad.

El diagndstico seroldgico de la enfermedad se puede realizar a partir de muestras
de suero, plasma seminal, leche y calostro, identificando los anticuerpos por
pruebas de precipitacion en gel de agar (IDAG) (Grewal et al., 1986), pruebas
inmunoenzimaticas (ELISA) (Archambault et al., 1988; Heckert et al., 1992; Siman
et al., 1999), inmunoblot (Houwers y Nauta, 1989; Ding y Xiand, 1997; Lerondelle
et al., 1999; Péterhans, 1999; Guiguen, 1990, 2000), virus neutralizacién
(Cheevers et al., 1991; Baba, 2000; Lamara et al., 2001). La presencia del virus en
el ADN de las células blanco en forma de provirus, (monocito-macréfago) se
identifica por pruebas de reaccibn en cadena de la polimerasa (PCR) e
hibridizacién in situ (Gopal, 1993., East, et al., 1993; Rowe y East, 1997).



1.10.1 Inmunodifusién en gel de agar (IDGA)

Esta técnica es de baja sensibilidad y consiste en detectar anticuerpos
precipitantes en un medio de agar con antigeno viral solublilizado en el gel. La
reaccién Ag-Ac genera bandas en el gel visibles a simple vista. La IDGA utiliza
como antigeno el VAEC que se produce en cultivos celulares de células de
membrana sinovial en plexo coroideo o pulmén fetal ovino / caprino (Cutlip et al.,
1977; Alkan et al., 1998).

Los anticuerpos que se detectan van dirigidos a la proteina p28 en AEC y a la
proteina de matriz p16 (Celer et al., 1997).

1.10.2 Prueba de Elisa (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Es una técnica que se usa para diagnostico inmunolégico (Schoroeder et al.,
1985). Es de una alta sensibilidad, especificidad, rapidez y economia, permite
hacer estudios de grandes poblaciones en un corto plazo, no precisa de mucho
equipo, instalaciones costosas y existe la posibilidad de automatizarlo. El ensayo
inmunoenzimatico de ELISA, se basa en el uso de antigenos o anticuerpos
marcados con una enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan
actividad tanto inmunoldgica como enzimatica. Estando uno de los componentes
insolubilizado sobre un soporte, el complejo antigeno-anticuerpo quedara
inmovilizado y por tanto podra facilmente ser revelado mediante la adicion de un
substrato especifico que al actuar la enzima, producirda un color observable a
simple vista o cuantificable mediante el uso de un espectrofotdmetro o colorimetro.
(Sanchez-Vizcaino y Cambra, 1987; Ternyinck y Avrameas, 1989).

1.10.3 Inmunocitoquimica

La técnica de inmunocitoquimica se basa en la deteccion de un antigeno mediante
anticuerpos policlonales 0 monoclonales especificos. Para facilitar la visualizacién
de la reaccion se emplea un sistema de amplificacién de senal, habitualmente el
complejo avidina estreptoavidina-biotina (ABC) y un sistema revelador,
generalmente cromégeno de diaminobenzidina (DAB). La visualizacién del
complejo antigeno-anticuerpo se lleva a cabo en un microscopio 6ptico (Lawrence,
1990).

Con esta técnica se ha llegado a detectar y reportar la presencia de LPRs en
distintos tejidos (Lerondelle et al., 1999).



1.10.4 Cultivo celular

Es la técnica mas utilizada para el aislamiento viral. Esta técnica se basa en
cultivar células provenientes de tejidos o fluidos para formar monocapas para su
futura infeccion. Estas células estdn adaptadas a medios artificiales que se
mantienen a 37° C, con suero fetal bovino y antibi6ticos (penicilina-estreptomicina-
griseofulvina) (Cann, 1997; Ramirez, 1998).

El tiempo de infeccion celular varia de semanas a meses, dependiendo de la
adaptacion del virus a estas condiciones: dosis infectiva, diversidad de la cepa y la
virulencia del virus (Sigurdsson et al., 1960).

El uso continuo de cultivos celulares permite obtener grandes cantidades de virus
y antigeno para las diferentes técnicas de diagndstico como Western Blot, ELISA,
Inmunodifusién y PCR.

1.10.5 Microscopia electronica

El uso de la microscopia electrdénica (microscopio electrénico de transmisiéon 6
TEM), permite obtener datos del numero absoluto de particulas virales presentes
en una preparacién y presencia de la estructura viral (Cann, 1997).

1.10.6 Inmunoelectrotransferencia o Western Blot (WB)

Es una técnica serolégica que permite la deteccion de los anticuerpos dirigidos
contra las diferentes proteinas del virus previamente separadas segun su peso
molecular (Zanoni et al, 1989), es ideal para la validacién del diagnéstico
seroldgico en otras enfermedades como el viH / sida (Dodd et al., 1990; World
Health Organization,1992; Ramirez, 2002).

Esta prueba consiste en someter los antigenos virales a una interaccion especifica
con anticuerpos marcados directa o indirectamente, tras la separacion de las
proteinas virales por electroforesis en gradientes de poliacrilamida y dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE), las proteinas se transfieren a una hoja de
nitrocelulosa, los lugares de unién no especificos se bloquean, las tiras se
incuban con el suero y se afaden anticuerpos anti-inmunoglobulina con
peroxidasa. Las reacciones se visualizan al agregar el sustrato enzimatico
(Amorena et al.,, 1997). La prueba se considera positiva si se detectan al menos
dos proteinas producidas por genes virales (Murphy et al., 1999). La prueba de
WB detecta de forma rapida los anticuerpos frente a los LPRs de infecciones
naturales o experimentales (Gogolewski et al., 1985; Knowles, 1997).



1.10.7 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una poderosa técnica que
permite amplificar una secuencia especifica de ADN en tan solo unas cuantas
horas o minutos. EI PCR por sus iniciales en inglés (polymerase chain reaction),
es una técnica que permite producir multiples copias de un fragmento de ADN
especifico a partir de una plantilla de ADN. Esta técnica se basa en la actividad de
la enzima ADN polimerasa que es capaz de fabricar in vitro una cadena de ADN
complementaria a otra ya existente, utilizando una mezcla de nucleétidos
(adenina, timina, citosina y guanina) y un oligonucleétido que pueda unirse a la
molécula que se desea copiar para que sirva como iniciadora, cebadora o en
inglés “primer”. La reaccion en cadena de la polimerasa se desarrolla en tres
fases. En la primera se produce la separacion de las dos cadenas que forman la
molécula de_ADN que se quiere amplificar, para lo cual se debe calentar el ADN a
altas temperaturas (94° C), cada una de estas cadenas actuara como molde para
fabricar su complementaria.

En la segunda fase se baja la temperatura para conseguir que cada iniciador se
una a su region especifica dentro de la cadena de ADN. Por ultimo se sintetiza la
cadena de ADN complementaria por accion de la ADN polimerasa (72% C). Asi tras
30 ciclos de reaccién se puede obtener hasta 1 millon de copias de una molécula
de ADN. La sensibilidad de la técnica de PCR es muy alta, pero pueden ocurrir
falsos positivos por contaminacion, para evitarlo se optimiza la secuencia de los
iniciadores, asi como la temperatura precisa de alineamiento para que éstos se
unan al ADN en la localizacién correcta, asimismo, se debe realizar una adecuada
manipulacion de los reactivos. Hay técnicas complementarias en donde a partir de
una cadena de ARN se transcribe a ADN esta técnica es la transcriptasa reversa
la cual utiliza una ADN polimerasa. Por lo tanto es capaz de generar informacién
genética en el sentido inverso al tipico (ARN>ADN) de su direccidon normal
(ADN>ARN).

Algunos métodos para el diagnostico de la enfermedad son mas sensibles y
pueden dar reacciones falsas -positivas. En general, la repeticion de las pruebas
cada 6 meses 0 cada afo es recomendable debido al tiempo tan variable que
requiere la seroconversion y en algunas cabras la respuesta de anticuerpos es
minima. Muchos animales infectados nunca muestran signos clasicos de la
enfermedad (Reddy et al., 1993; Clavijo y Thorsen, 1996).

El diagnéstico clinico de la infeccidn no siempre es positivo ya que los signos
clinicos pueden asemejarse a otros inducidos por otros agentes como



micoplasmas, brucelosis, pasteurelosis, clamidiosis, traumatismos y deficiencias
de minerales (Crawford y Adams, 1981).

1.11 Prevencion y control

La prevenciéon es importante porque no hay tratamiento que elimine al virus o
vacuna que prevenga la enfermedad.

Para evitar la alta prevalencia de la enfermedad en los hatos caprinos, se
requiere realizar una serie de medidas en cabritos como: el uso de calostro de
hembras libres de artritis, tratamiento térmico del calostro contaminado. En
hembras y machos como: el manejo y la separacion de animales positivos y el
cuidado del manejo de biosecreciones de animales infectados (Rowe y East, 1997;
Saunders, 1998; Martinez et al., 2000).

El evitar una alta densidad de animales infectados y cabras susceptibles
disminuye la transmisién horizontal (Rowe et al., 1992), sin embargo esto no es
facil de conseguir en explotaciones intensivas.

El uso de inmundgenos experimentales contra esta enfermedad no ha permitido
controlar la enfermedad, ya que se exacerban los casos de artritis (Knowles et al.,
1990; Russo et al., 1993) y no previene adecuadamente contra el desafio.

Se han sugerido las siguientes medidas para controlar y prevenirla AEC:

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 (Ellis et al., 1986).

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

Establecer un programa de vigilancia seroldégica a diferentes intervalos,
dependiendo de la incidencia de la enfermedad en cada explotacién, pero se
puede hacer cada seis meses.

Ordeniar primero los animales seronegativos.
Segregacién completa de los animales seropositivos.

Evitar el riesgo potencial de transmisién iatrogénica con agujas o instrumental
quirargico, tatuadores y aretadores.



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

No realizar transferencia de embriones de hembras seropositivas.
Desinfeccion con cloro al 2%.

Es pertinente evaluar a la cria y reproductores con el fin de confirmar su estatus
serolégico, mediante pruebas de ELISA, antes de introducirlos en hatos libres y
realizarles monitoreos a diferentes intervalos, dependiendo de la incidencia de la
enfermedad (Peretz, 1993; Rowe, 1999).

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

1.12 Programas de erradicacion de la enfermedad

Los programas de erradicacion de la AEC requieren de métodos de diagndsticos
confiables para ser aplicados en estadios tempranos de la infeccidén, para
identificar animales positivos, los cuales son separados del resto del rebafio
(Robinson y Ellis, 1986). Hay que implementar planes estratégicos para evitar la
exportacién e importacibn de ganado seropositivo de Estados de la republica
mexicana o paises donde la enfermedad este presente.

Hay que monitorear todas las explotaciones donde la enfermedad tenga una alta
incidencia y establecer programas de control o erradicacién mediante sacrificio de
algunos animales.

1.13 Vacunas

El virus de AEC puede ser modelo de investigacién para la realizacion de
vacunas, permite formular vacunas y su monitoreo por las lesiones de artritis (Mc
Guire et al., 1986, 1987).

La alta variabilidad del gen env de los lentivirus, gener6 un interés por investigar
mejor los antigenos de los genes gap y pol como potenciales inmunégenos contra
las infecciones retrovirales.

Los péptidos del virus de AEC albergan la mayor region homdéloga (MRH) de la
proteina gag retroviral (Will et al,, 1991; Mammano et al., 1994), la cual era casi
idéntica a la del virus de maedi-visna. El uso de vacunas basadas en los péptidos
gag como acarreadores universales, puede inducir falsos-positivos con los virus de
los pequerios rumiantes en pruebas serolégicas (Alexandra et al., 2006).



1.14 Justificacion

Hasta el momento no se ha probado que las células epiteliales del prepucio de
caprinos son permisibles al virus de la artritis encefalitis caprina. El presente
estudio pretende demostrar que este tipo de células epiteliales pueden servir como
reservorias del virus para diseminar la enfermedad. Se han realizado trabajos
donde se sugiere que el eyaculado sirve como un medio de transporte de virus, en
este trabajo consideramos demostrar una de las vias, por la cual el virus podria
estar diseminandose en el hato.

1.15 Hipétesis

Si las células epiteliales del prepucio caprino son permisivas al virus de AEC
entonces podrian ser fuente de virus para el semen o las secreciones genitales del
macho.



2. Objetivo general

Establecer el efecto del virus de la artritis encefalitis caprina en células epiteliales
del prepucio caprino in vivo e in vitro.

2.10bjetivos particulares

% Obtener células epiteliales del prepucio caprino y establecer cultivos celulares
primarios.

% Replicar el virus de la AEC en células epiteliales de prepucio in vitro.

% Identificar la presencia del virus en células epiteliales de prepucio en cultivo
primario infectado y en lavados prepuciales de animales seropositivos
mediante la técnica de inmunocitoquimica.

% Identificar al virus en células de prepucio de fetos de cultivos primarios y en
células epiteliales prepuciales de animales seropositivos por medio de la
técnica de PCR.



3. Material y métodos
3.1 Metodologia para la obtencion de células a infectar de origen fetal

Se colectaron fetos ovinos y caprinos en condiciones lo mas asépticamente
posible, del rastro municipal de Tlalnepantla, para la obtencion de muestras de
prepucio, para realizar explantes y cultivos primarios y obtener células epiteliales y
fibroblastos, los cuales se infectaron con la cepa del virus (R) VR905, CAEV, 75-
G63, cloned lot. 2D, 91-12, 1ml, ATCC (American type culture colection), para
después realizar la técnica de inmunocitoquimica.

Se desinfectaron los fetos obtenidos con una solucion de superoxido de pH neutro
(Estericide o Microsin) y se flamed la zona del prepucio para eliminar la posible
carga bacteriana. Se cort6 la zona del prepucio y se introdujo en solucién de
Hank’s con antibiédtico al 1% (Penicilina10,000Ul-Estreptomicina 250 mg), se
lavaron 2 veces por agitacion, para posteriormente cortar el tejido en pequefios
fragmentos (0.5 mm), y se raspé el tejido con bisturi y se centrifugd a 1500 xg
durante 3 minutos, para después poner las células obtenidas en cajas Falcon y
laminillas, con medio de cultivo Glasgow para su crecimiento, con 10 % de suero
fetal bovino y antibidtico al 1% (Penicilina10000Ul-Estreptomicina 250 mg).

En ocasiones se realizaron diversas técnicas como tripsinizacion, raspado del
tejido y macerado para la obtencién y estandarizaciéon del cultivo de células
prepuciales.

Los medios de cultivo usados para que las células crecieran y se mantuvieran
fueron el de Glasgow y MEM, con diferentes concentraciones de suero fetal bovino
(10%, 8%, 5%, 2%).

Se usaron explantes para que el tejido soltara células y formara una mejor
monocapa de fibroblastos y células epiteliales durante un periodo de 10-15 dias.

Las monocapas de células epiteliales y fibroblastos con una confluencia del 60%,
se infectaron con el virus de ATCC, con titulo infectante de 1:100 UFP, en dosis
de 0.5 ml y posteriormente se les realiz6 la técnica de inmunocitoquimica alos 7 y
14 dias pos-infeccion.

3.2 Metodologia para la obtenciéon de células prepuciales de machos adultos
seropositivos y seronegativos.

Se utilizaron tres machos caprinos adultos seropositivos (n=3) y tres seronegativos
(n= 3) a la enfermedad de AEC, por la prueba de ELISA indirecta, de raza alpina y



toggenburg. La zona del prepucio se rasurd, limpié y desinfectd. Para la obtencion
de células prepuciales se introdujeron 10 ml de solucién de Hank’s estéril, sin
glucosa, con antibiético al 1% (Penicilina10000 Ul-Estreptomicina 250mg), pH 7.2,
con pipeta estéril de 30 cm. de largo. Se masajeo por 15 a 20 segundos para
después recolectar la mayor cantidad de liquido. La solucién se recolecté en
tubos de plastico de 15 ml estériles. Las muestras se centrifugaron a 200 xg
durante 5 minutos. Se retird el sobrenadante y se realizaron frotis con las células
del sedimento que se fijaron en portaobjetos con alcohol etilico durante 10
minutos y se secaron al aire. Se utilizé la tincion de Papanicolaou, para la
observacion de tipos celulares y su cuantificaciédn celular (se realizaron 12
muestreos cada 20-30 dias).

Con la técnica de lavados prepuciales también se elaboraron cultivos celulares
primarios a partir de células de lavado.

Se realizaron 5 lavados con solucibn de Hank’s con antibidtico al 1%
(Penicilina10000UI-Estreptomicina 250mg) a las células obtenidas y se
centrifugaron a 1000 xg en cada lavado. En el primer y segundo lavado se
centrifugd por 1 minuto y en el tercero, cuarto y quinto lavado se centrifugd por 2
minutos.

Una vez lavadas las células se procedid a ponerlas en portaobjetos planos
estériles y se les agregd de 100-300 microlitros de medio de cultivo de Glasgow,
con 10% de suero fetal bovino todos los dias, para el crecimiento celular.

Estos cultivos no se infectaron experimentalmente ya que provenian de animales
seropositivos.

Los cultivos se observaron y mantuvieron de 7 a 14 dias, para después realizar la
técnica de inmunocitoquimica.

3.3 Metodologia para la obtenciéon de células prepuciales para la técnica de
inmunocitoquimica.

Las células infectadas de los cultivos celulares se fijaron en portaobjetos con
acetona durante 10 minutos y se secaron al aire. Para la técnica de
inmunocitoquimica se utilizaron anticuerpos monoclonales, Veterinary Diagnostic
Test kits & Reagents (VMRD), CAEV Antibodies MoAbs (p28) (CAEV-63, CAEV-
Co, MVV, OPP), de origen raton ascitico, del isotipo IgG1, linea celular CAEP5A1.

De las células epiteliales obtenidas por lavado prepucial en los machos, se
elaboraron frotis fijados con acetona con el fin de realizar la técnica de



inmunocitoquimica para la observacion de antigeno viral, se realizaron 5
muestreos, 1 cada 30 dias.

Se tenian dos grupos testigos negativos, tanto de los cultivos celulares como de
los lavados prepuciales, en un grupo testigo de muestras de animales
seronegativos, se seguia toda la técnica descrita y en el otro grupo testigo, apartir
de muestras de animales seropositivos, se seguia toda la técnica a excepcion del
uso de anticuerpos monoclonales para verificar que la técnica funcionara (figuras
10y 11).

Para el conteo de células epiteliales prepuciales, se contaron 300 células de cada
animal y dentro de esas células se contaron las que tenian marcaje de la proteina
p28 por la técnica de inmunocitoquimica y se obtuvo un promedio de células
marcadas (cuadro 5).

3.4 Metodologia para la técnica de PCR

Se hicieron mezclas de los muestreos 10, 11 y 12 de todos los animales
seropositivos y seronegativos, se extrajo el ADN de las células epiteliales
prepuciales por dos técnicas: Con reactivos preparados en el laboratorio y con el
mini Kit QlAamp DNA para 50 muestras.

Se hidrataron los iniciadores en diferentes concentraciones 40 pmol, 20 pmol y 5
pmol y se separaron a diferentes volumenes 100ul, 50 pul, 20ul y 10 pl para poder
trabajar la PCR.

La secuencia del iniciador del vAEC japonés de avance utilizadé fue:
5 CAA GCA GCA GGAGGG AGAAGCTG3 vy

La secuencia del iniciador de reversa fue:

5 TCC TAC CCC CAT AAT TTG ATC CAC 3’ (Konishi et al., 2004).

Estos iniciadores amplifican 297pb y estan contenidos dentro del gen gag en la
posicién 953-1249, el cual es altamente conservado por transcribir proteinas de
nucleocapside del virus y se verificaron en el GenBank M33677.

Se calculé la temperatura de fusion (Tm), para la amplificacion de los iniciadores
utilizados, la 6ptima fue de 57.5°C.

Se trabaj6 con un termociclador Mastercycler gradient Eppendorf.

Las condiciones y programas utilizados fueron:



Condiciones iniciales para las PCRs Programa.
de las células epiteliales prepuciales.
94°C / 5 minutos

Buffer 10x 2 ul 94°C / 30 segundos

dNTPs 10Mm 0.4l 57.5°C / 30 segundos } 34 ciclos
Mgcl, 30 Mm 1.25 l 72°C / 90 segundos

Iniciador Fw 5pmol 1l 72°C / 5 minutos

Iniciador Rv 5pmol 1l 4°C/a

ADN 200ng (depende la concentracion del ADN se ajusta)

HOiny. cop -

20 pl volumen final

Como grupo control se concentr6 el virus de la artritis encefalitis caprina de
sobrenadantes de cultivos de membrana sinovial y se obtuvo el ARN viral con
ayuda del mini Kit para RNA, se realizé la transcripcion de ARN a cADN con ayuda
de la transcriptasa inversa (Super Script) y la técnica de RT-PCR.

Técnica de transcriptasa reversa (RT) con enzima super script. Condiciones para
la RT.

1 ul Oligo DT 10 min/ 70°C , 8 ul Master Mix } cDNA
10 I ARN diluido Termociclador 1 pl super script

Colocar en el termociclador por 1 hora a 37 °C.
El Mé&ster Mix contiene:

5 upl de Firsh Strand Buffer 5x.

2 ulde DTT 0.1 M.

1 pl de dNTPs 10mM.

Se realizaron PCRs con las cADN.

Condiciones iniciales para las cADN Programa.
94°C / 5 minutos
Buffer 10x 2 ul 94°C / 30 segundos
dNTPs 10Mm 0.4 ul 55°C / 30 segundos } 34 ciclos
Mgcl, 30 Mm 1.25 72°C / 90 segundos
Iniciador Fw 5pmol 1l 72°C / 5 minutos
Iniciador Rv 5pmol 1l 4°C/a
Taq pol. 5U/ul 0.15 pl
ADNc 2u
H-O iny.  cbp 12.2 ul

20 pl volumen final.



Se realizé adicionalmente la amplificacion de un gen constitutivo que ya estaba
estandarizado, para saber si el ADN de las muestras de las células prepuciales
epiteliales por trabajar, era funcional o no. Se utilizé para este fin el iniciador de la
hipoxantinafosforibosiltransferasa (HPRT) humana.

La secuencia del iniciador de HPRT humana de avance utilizad6 fue:

TTG CTG ACC TGC TGG ATT AC

La secuencia del iniciador de reversa fue:

CTG ACC AAG GAA AGC AAA GT

Estos iniciadores amplifican 229pb.

Condiciones iniciales para los HPRT Programa

95°C / 5 minutos

Buffer 10x 2 ul 94°C / 30 segundos

dNTPs 10Mm 0.4l 50°C / 30 segundos } 35 ciclos
Mgcl, 30 Mm 1.25 ul 72°C / 30 segundos

Iniciador Fw 5pmol 1l 72°C / 10 minutos

Inciador Rv 5pmol 1l 4°C/ a

H-O iny. cbp 11.85 ul

17.5 pl volumen Master Mix.

Taq pol. 5U/ul 0.5 pl
ADNc 6 ADN 2 ul
Master Mix 17.5 ul

20 pl volumen final.



4. Resultados
4.1 Células de origen fetal

Los cultivos primarios de células prepuciales fetales (epiteliales y fibroblastos) se
lograron mantener por dos semanas con una confluencia del 60%.

Cinco cultivos primarios con explantes tuvieron un tiempo promedio de 3 semanas
de vida, durante ese tiempo, el tejido seguia liberando células y se observé un
70% de confluencia.

El medio de cultivo mas adecuado para estos monoestratos fue el medio de
Glasgow con 10% de suero fetal bovino (figura 5).

No se observé efecto citopatico (ECP), en los cultivos infectados
experimentalmente.

(1000x) 2do dia Fetos: explante en el medio de
cultivo (1000x) 4to dia

(400x) 12vo dia. Célula en mitosis(1000x) 15vo. dia.




Figura 5. Células de origen fetal en diferentes dias de cultivo en medio Glasgow con 10%
de suero fetal bovino (fotos 1000x y 400x).

4.2 Células de lavado prepuciales

En los cultivos primarios a partir de células prepuciales obtenidas por lavados de
machos adultos, el tiempo promedio que duraron las células fue de 2 semanas a
40 dias, en medio de Glasgow con 10% de suero fetal bovino.

Después de 16 dias de cultivo, se observaba que una gran cantidad de células se
despegaban de la superficie, en proporcidn de hasta el 60% (figura 6).

No se observé ECP en los cultivos de lavados prepuciales de los machos
infectados.

Jer dia (100x) 8vo dia (100x)

18 dias (400x) 23 dias (400x)

Figura 6. Células epiteliales en cultivos celulares en medio Glasgow con 10% de suero
fetal bovino de lavados prepuciales (fotos 100x y 400x).



4.3 Tipos celulares prepuciales

Mediante la coloracién de Papanicolaou se distinguieron los diferentes tipos
celulares presentes en los frotis (células parabasales, intermedias, superficiales,
granulocitos, linfocitos y monocito/macroéfago) (figuras 7 y 8).

A estos frotis se les realiz6 un conteo diferencial con el programa de Statistica 6
(repeated measures ANOVA), de las células epiteliales prepuciales (parabasales,
intermedias y superficiales), grafica 1 y células leucocitarias (granulocitos,
linfocitos y monocito/macro6fago), grafica 2.

A los resultados se les realizé un andlisis de varianza considerando tres factores y
un diseino con observaciones repetidas. Se analizaron los efectos sobre la
proporcion de células prepuciales, de la condicién del animal (seropositivo 6
seronegativo), del tipo de células y del tiempo transcurrido a partir del primer
muestreo, sin que se presentaran efectos atribuibles a la condicidn seroldgica de
los animales para AEC (p>0.05).

Gréfica 1.
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En la grafica 1 se observa que la proporcidn de células epiteliales exfoliadas de los
animales seropositivos al virus de AEC, es similar que la de los animales
seronegativos, sin diferencia estadistica significativa.

También se puede observar que la proporcién de los diferentes tipos de células,
refleja su facilidad de desprenderse de acuerdo a su disposicion en el tejido, es
decir se desprenden en mayor cantidad las células superficiales y en menor
cantidad las células parabasales.



Figura 7. Diferentes células epiteliales prepuciales observadas mediante la tincién de
Papanicolaou, las flechas indican los tipos de morfologia celular presentes en los frotis
(400x).



Figura 8. Diferentes tipos de leucocitos observados mediante la tincién de Papanicolaou,
las flechas indican los tipos de morfologia celular presentes en los frotis (400x).



Gréfica 2.
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En la gréfica 2 se presenta la variacion en las células de tipo leucocitario y no
ocurri6 una diferencia significativa entre los animales seropositivos y los
seronegativos entre los muestreos y los diferentes leucocitos.

Se presentd diferencia estadistica, al comparar el tipo de célula leucocitaria
presente en el lavado prepucial, estas diferencias no son atribuibles al vVAEC y si a
la presencia normal de estas células en prepucio.

Los tiempos en las gréficas se refieren a los muestreos realizados cada 25 dias.



4.4 Técnica de inmunocitoquimica.

Con respecto a la técnica de inmunocitoquimica realizada en los cultivos celulares
de feto caprino y ovino infectados experimentalmente, se detectd la presencia del
antigeno viral (p28), en células fibroblasticas a pesar de que no ocurrio efecto
citopatico o cualquier otra alteracion (figura 9).

También se utilizaron cultivos celulares de feto caprino sin infectar como control
negativo (figura 10) y células de lavados prepuciales de animales seronegativos al
virus de AEC, también como control negativo (figura 11).

En las células epiteliales de los lavados prepuciales de los animales seropositivos
al virus de AEC, se detect6 también la presencia del antigeno viral, en los
diferentes tipos de morfologia celular presente, encontrdndose en mayor cantidad
el marcaje en las células superficiales e intermedias respectivamente y en menor
cantidad en las células parabasales (figuras 12y 13).



Figura 9. Fotos de cultivo de fibroblastos de feto ovino infectado experimentalmente con el
virus de AEC, las flechas indican células, positivas a AEC (1000x).




Figura 10. Foto de cultivo celular de fibroblastos de feto ovino (control testigo) (1000x).

Figura 11. Foto de células epiteliales de lavado prepucial de caprino seronegativo (control
testigo) (1000x).



Figura 12. Fotos de lavado prepucial, se observan células epiteliales de caprinos
seropositivos a AEC, las flechas indican las células positivas al virus (1000x).




Figura 13. Fotos de lavado prepucial, se observan células epiteliales de caprinos
seropositivos a AEC, las flechas indican las células positivas al virus (1000x).



4.5 Analisis de proporcion de células marcadas

Porcentaje de células epiteliales marcadas. El porcentaje se calculé a partir del
conteo de células en 5 muestreos independientes. Se contaron en total 500
células epiteliales de cada animal, de las cuales en promedio (+ desv. est.), se
encontraron 32 (+ 4), 185.8 (+ 11) y 282.2 (+ 11) de los tipos parabasales,
intermedias y superficiales respectivamente.

Cuadro 5. Conteo Promedio de células epiteliales marcadas.

Porcentaje de tipo de células epiteliales marcadas
Animales Parabasal Intermedia Superficial
Seropositivos
1 Cle. 0 2.7 3.9
2 Jua. 0 3.0 3.9
3 Vic. 11.1 6.0 6.2
4 Hug. 6.2 4.9 3.9
5 Rub. 0 5.2 1.1

Para comparar la proporciéon promedio de los diferentes tipos de células marcadas
se realiz6 un analisis de varianza para un experimento en bloques. Este analisis
indico que no hay evidencia suficiente para decir que hay una relacién entre la
proporcidbn de células marcadas y el tipo de célula (p>0.05). El porcentaje
promedio estimado de células marcadas es de 3.5%.

4.6 Técnica de PCR

Se observaron amplificados de 297pb, los cuales correspondieron a ADN proviral
en células epiteliales prepuciales de animales seropositivos al virus de AEC vy
cADN que correspondi6 al virus de AEC, obtenido del sobrenadante de cultivos
celulares de membrana sinovial (control positivo).

Al realizar el PCR de la cADN viral, el amplificado que se obtuvo fue de 297pb que
era el esperado (figura 14).

Una vez estandarizada la técnica se corrieron las muestras problemas de los
animales muestreados (ADN de células epiteliales prepuciales de animales
seropositivos, seronegativos y de cultivos celulares fetales) y se observaron los
amplificados de 297pb en las células epiteliales de dos animales seropositivos
infectados artificialmente con el virus de referencia y también en un cultivo celular
de fibroblastos de feto ovino infectados con el virus de referencia (figura 15).



Para corroborar si el ADN de las muestras de células epiteliales prepuciales era
funcional o no, se corrieron otros PCRs con el gen constitutivo de la
hipoxantinafosforibosiltransferasa (HPRT humano) que ya se tenia estandarizado,
este gen codifica enzimas que al faltar producen hiperuricemia. Se constaté que
este gen también esta presente en el ADN de las cabras y ocurrieron amplificados
con estos iniciadores (figura 16).

PM 100 pb
PCR 56.5°C
PM 100 pb

Neg
ADN cels. membrana
sinovial infectadas
cADN virus AEC
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Figura 14. Amplificados a partir de ADN y cADN de células epitelales de un animal
seropositivo y del virus de AEC. Electroforesis en gel de agarosa al 2%, MgCl, 1.5mM.

En el carril 1 de las figuras 14, 15y 16, se observa la escalera (lander) que indica
el numero de pares de bases de los amplificados.

En los carriles 2 y 8 se observan dos amplificados de 297pb, el carril 2
corresponde a una muestra de ADN de células epiteliales prepuciales de un
animal seropositivo al virus de AEC y el carril 8 corresponde al cADN del virus de
AEC (muestra testigo). En los carriles 4 y 14 se observa un amplificado de
aproximadamente 560pb, el carril 4 corresponde a una muestra de ADN de células



de membrana sinovial infectadas con el virus de AEC y el carril 14 corresponde a
un amplificado de ADN de células epiteliales prepuciales de un animal seropositivo
al virus de AEC.
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Figura 15. Amplificados del virus de AEC a partir de DNA de células epiteliales de los
animales seropositivos y seronegativos. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, MgCl,
1.5mM.

En los carriles 4 y 10 se observan amplificados de 297pb. El carril 4 corresponde a
una muestra de ADN de un cultivo de células epiteliales prepuciales y fibroblastos
infectados artificialmente con el virus de AEC en feto ovino y el carril 10
corresponde al ADN de células epiteliales prepuciales de un animal seropositivo al
virus de AEC.
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Figura 16. Amplificados de los HPRT de los animales muestreados. Electroforesis en gel
de agarosa al 1.5%, 1.5mM MgCl..

En los carriles 2 al 10 se observan amplificados de 229pb del gen constitutivo de
HPRT en todas las muestras, lo que indica que el ADN es funcional y las muestras
de los geles anteriores que no amplificaron, se atribuyen a que no habia virus o0 no
habia en cantidad suficiente del provirus de AEC.



5. Discusion

Los cultivos de células fetales de testiculo (Dahlberg et al., 1981), cornea de
corderos (Kirkland y Batty, 1987; Simard et al., 2001), células de membrana
sinovial (Anderson y Cheevers, 1981) y explantes de pulmén (Ellis et al., 1987),
se han usado por diversos investigadores para el crecimiento y proliferacion del
virus de AEC (Crawford et al., 1980; Belov y Walley, 1988; Fieni et al., 2003). En
este estudio se demostré que el cultivo celular de células prepuciales puede ser
permisivo al virus de AEC, y en el se puede replicar en 21dias promedio.

En los cultivos de prepucio de fetos ovinos y caprinos utilizados en este trabajo, se
observé que el tipo de células que se multiplicaban eran fibroblastos y células
epiteliales. Se observaron los cultivos hasta los 21 dias, para establecer si el
virus de AEC producia efecto citopéatico, aun conociendo que el virus requiere de
tiempo para evidenciar su presencia en las células (Narayan et al., 1980). Otro
lentivirus como el virus de maedi-visna crece mas rapido y causa lisis en
fibroblastos, sin embargo el virus de AEC solamente causa una infeccion no
productiva, no citopatica, en estas células (Narayan et al., 1980).

Hay datos de que el virus de AEC causa infeccién en fibroblastos, el genoma del
virus de AEC se mantiene intacto, pero el virus de AEC no produce efectos
citopaticos aparentes (Chebloune et al.,, 1996). No hay ningun reporte de actividad
del VAEC en cultivos celulares de epitelios prepuciales en rumiantes y mucho
menos en cabras.

Se utilizaron dos medios de cultivo para que las células epiteliales prepuciales
crecieran con buena confluencia, el MEM y el de Glasgow. Se observd que las
células crecian mas rapidamente y mantenian mejor morfologia con el medio de
Glasgow, adicionado con 10% de suero fetal bovino y antibidtico (figura 5). Y se
logré una confluencia en el cultivo celular de un 70% en 15 dias.

La diferencia entre los dos tipos de medios de cultivo que se usaron es que el
medio de Glasgow contiene 4.5 g/LI de glucosa, 0.1078 g/LI de NaHzPOQOu,
0.0001g/LI de Fe (NO3).#9H,0, 0.002 - 0.0036 g/Ll de vitaminas y no contiene
Na,HPO4, lo que sugiere que estos compuestos son requeridos en mayor
concentracion por este tipo de células epiteliales.

A partir de explantes de tejido prepucial se obtuvieron cultivos celulares fetales. Y
de lavados prepuciales de animales adultos, con el uso del desinfectante
(estericide), solucién de Hank’s y antibi6tico, se lograron establecer monoestratos,
lo que no ha sido reportado en la literatura.



Para los cultivos de lavados prepuciales, también se uso el medio de Glasgow con
10% de suero fetal bovino y antibidtico. En estos cultivos, se observé que una
gran cantidad de células epiteliales se eliminaban por desprendimiento después
de 16 dias. Esto sugiere trabajar este tipo de células antes de 14 dias (figura 6),
para tener una mayor cantidad y confluencia celular, sin detritus, que podrian
interferir con las técnicas de inmunocitoquimica (Lerondelle et al., 1999).

Las células epiteliales de la zona genital estdn contaminadas por flora microbiana
local, ademas de sustancias quimicas y contaminantes externos, sin embargo no
se observo ningun tipo de cambio en la morfologia y metabolismo celular, durante
los 15 dias que en que se mantuvieron los monoestratos, por el procedimiento de
limpieza y desinfeccion realizado.

Pensando en el metabolismo acelerado y la vida promedio que tienen las células
epiteliales, se varidé la concentracién de suero fetal bovino en los medios de
cultivo, para tratar de mantenerlas por mas tiempo, se baj6é la cantidad de suero
fetal bovino pensando disminuir el metabolismo celular y se observé que las
células se seguian eliminando de igual manera que con 10 % de suero fetal. Lo
anterior sugiere que las células epiteliales en descamacién siguen el
comportamiento de desprendimiento y eliminacién marcado por los procesos de
apoptosis del animal vivo, en el medio de cultivo celular.

En los frotis tefiidos con Papanicolaou, la morfologia celular de las células
prepuciales caprinas (figura 7), presentdé los mismos patrones descritos en el
humano (Atlas de citologia cervico-vaginal).

Al no observarse ningun cambio morfolégico en los tipos de células epiteliales
prepuciales de los animales seropositivos, en comparaciéon con los seronegativos,
a la enfermedad, se sugiere que el virus no modifica la actividad de estas células
pese a que si se encontrd como provirus.

Se han propuesto como reservorios del virus a las células de la médula 6sea
(Gendelman et al., 1985; Grossi et al., 2005), células dendriticas foliculares del
tejido linfoide (Haase, 1986). En el caso del virus de AEC se ha propuesto que las
células epiteliales actuan como reservorio (Lerondelle et al., 1999), igualmente, las
células epiteliales presentes en la leche caprina son altamente permisivas para la
infeccién productiva del vVAEC y estas células juegan un papel importante en la
transmisién del virus (Mselli-Lakhal et al., 1999).



Para establecer la importancia que pueden tener las células epiteliales del
prepucio en la transmision del virus de AEC, seria importante establecer el efecto
infectante del virus, mediante co-cultivos con células de la membrana sinovial.

En el vIH las células epiteliales pueden jugar un papel importante en la infeccién,
se propone que transportarian virus y lo transmitirian subsecuentemente al tejido
linfocitario (Chou et al., 2000; Weissman et al., 1995). Hay trabajos en humanos
que demuestran que las células epiteliales, particularmente lineas celulares
endometriales, cervicales, vaginales y de colon, pueden ser infectadas con el virus
de IH in vitro (Asmuth et al., 1994; Howell et al., 1997; Yahi et al., 1992). En este
estudio se demostré la habilidad del virus de AEC, de infectar las células
prepuciales que tienen la capacidad de albergar al virus y/o quizas transportarlo.

En el caso del retrovirus humano las células epiteliales no tienen los mismos
receptores que las células CD4, pero producen un compuesto llamado
galactosilceramida (GalC) que actua como receptor para que el vIH pueda
penetrar la célula epitelial. Seria interesante determinar si las células epiteliales
del prepucio producen galactosilceramida, para que el virus de AEC puede
penetrar a la célula o si expresan algun co-receptor, como en el caso del vIiH
(Delezay et al., 1997).

En un trabajo realizado en cabras lecheras, Sdnchez et al., 2001, demostraron que
los conteos de células somaticas de la leche de cabras seronegativas al virus de
AEC, fueron significativamente mas bajos que en cabras seropositivas, pero la
diferencia no fue significativa con cabras con infeccion persistente. Los conteos
realizados de este trabajo en prepucio caprino de animales seropositivos
comparado con los de los seronegativos, no demostraron diferencias a nivel
morfolégico, ni en el numero, con respecto al tipo de célula estudiada. Los tipos de
células epiteliales: basales, parabasales, intermedias y superficiales, no
presentaron diferencias significativas entre los animales seropositivos y los
seronegativos, tampoco se observaron diferencias con respecto al tipo de células
leucocitarias: granulocitos, linfocitos, monocito/macréfago, lo que supone que el
tiempo y forma en que se tomé la muestra, la persona que la tomo, la hora, el
estado nutricional del animal, la edad de los animales y el empadre son unas
variantes que se tienen que cuidar para que los resultados puedan tener
significancia estadistica. Seria importante hacer conteos, cuidando todas las
variables posibles, para poder tener resultados con un indice de confiabilidad
superior al que se reporta en este trabajo.



Se ha demostrado que el virus de AEC se puede eliminar por semen (Travassos et
al., 1998). Ademas se sabe que los virus que se eliminan por semen, como en el
caso del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), la cantidad de
particulas virales que se puede detectar son minimas (Van Voorhis et al., 1991),
es por ello que en el presente estudio los resultados positivos obtenidos en las
muestras celulares pueden ser significativos.

Miller y colaboradores en 1994, usaron 13 simios (Macacus Rhesus) infectados
con virus de inmunodeficiencia del simio (vIS) y mediante las técnicas de
inmunohistoquimica e hibridacién in situ, identificaron la presencia del virus,
encontrando células infectadas con el vIS a todo nivel del tracto reproductor de los
monos, ademas encontraron el virus infectante en células del epitelio prepucial,
pero sin diferenciar los diferentes tipos de células existentes (basales,
parabasales, intermedias y superficiales), como se realizd en este estudio.

Gelmetti et al., 2000, utiliz6 la técnica de inmunohistoquimica, utilizando tres
diferentes anticuerpos monoclonales para la deteccion de antigenos del virus de
MV, el de p15, p27 y la p105 en pulmones, obtuvieron un buen marcaje con los
anticuerpos monoclonales anti-p27 en los epitelios bronco-alveolares de ovinos
infectados experimentalmente. Rosati et al, 1999, sugieren que la p25 es la
proteina de efecto cruzado entre el virus de MV y el virus de AEC y es
considerada un antigeno inmunodominante en las infecciones causadas por
lentivirus. El uso de anticuerpos monoclonales anti-p25, anti-p27 6 anti-p28 resulta
similar, porque son proteinas de nucleocapside altamente conservadas. En el
presente trabajo se utilizaron anticuerpos monoclonales anti-p28, los cuales
detectan antigenos tanto de AEC como de MV. La proteina p28 es un antigeno
que se detecta por largo tiempo en los animales infectados, por lo cual se usa en
el diagnostico de MV y AEC.

Con respecto a la técnica de inmunocitoquimica en los cultivos prepuciales de
fetos caprinos y ovinos, el saber que pueden ser permisivas al virus es
importante, para tomarlos como cultivos opcionales en la produccion de virus y
antigeno. Los resultados de inmunocitoquimica en los fibroblastos y las células
epiteliales que crecieron en los cultivos celulares infectados demostraron el
antigeno viral (p28), lo que indica que este tipo de células pueden albergar al virus
y quizas replicarlo (Chebloune et al., 1996) (figura 8).

En células epiteliales de lavados prepuciales de animales seropositivos se detecto
la presencia del antigeno viral en los diversos tipos morfolégicos, lo que indicaria
que este tipo de célula puede albergar y ser permisiva al virus de AEC en



animales naturalmente infectados (figuras 11-12), Fantini et al., 1993 y Howell et
al., 1997, demostraron que el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (viH-1),
puede afectar células epiteliales, aunque trabajaron con células epiteliales del
aparato gastro-intestinal, genitourinario y ano-rectal.

Zink et al., 1990, demostraron que en muchos tipos de células, incluidas las
epiteliales de diferentes érganos, se localiza el genoma viral de AEC in vivo.

En la técnica utilizada para los cultivos celulares como en los lavados prepuciales
se hicieron ajustes en cuestion de tiempos de bloqueo con los reactivos: peroxido
(15 minutos) y suero fetal caprino negativo (1 hora). El uso del suero fetal caprino
negativo a virus de AEC, permitidé eliminar la inespecificidad observada en los
frotis elaborados con las células epiteliales, que no se podia bloquear en su
totalidad con suero de cerdo.

La presencia del antigeno viral en las células epiteliales del prepucio de caprinos
seropositivos indica que estas células también sirven como reservorio del virus de
AEC y que el virus puede acumularse y eliminarse a través de esta via, usando a
las células superficiales e intermedias. Como en otros lentivirus se sugiere que las
células epiteliales prepuciales pueden jugar un papel importante en la excrecién
del virus por la via sexual, aunque hay que seguir investigando esta via como
posible mecanismo de transmisién de la enfermedad.

De la Concha-Bermeijillo et al.,, 1996, realizaron un estudio en el cual detectaron
anticuerpos por inmunodifusién en agar y el genoma viral del MV por PCR, en el
semen de borregos infectados experimentalmente con el virus y con Brucella ovis,
atrajé células leucocitarias al epididimo para producir una epididimitis y, solo asi se
logré obtener virus en el semen. Preziuso et al., 2003, en un estudio similar,
infectaron carneros con el virus de MV y con Brucella bovis y encontraron virus en
células intersticiales y epiteliales del epididimo y sugieren que la presencia del
virus en semen puede ser debida a la excrecién del mismo por las células
epiteliales del epididimo. En el presente estudio se sugiere que no solamente el
virus se puede excretar por las células epiteliales del epididimo, sino también por
las células epiteliales del prepucio. En este estudio la presencia del lentivirus en
prepucio no se asocio a epididimitis u otra patologia genital.

Travassos et al., 1998, sugieren la presencia del virus en semen asociada a las
células espermaticas y células no espermaticas, sin diferenciar las células
epiteliales como lo realizado en este estudio. Por otro lado Cruz et al.,, 2006 al
infectar in vitro espermatozoides con virus de AEC, observé al microscopio



electrénico la presencia de una estructura semejante a la particula desnuda del
virus de AEC.

Grossi et al., 2005, demostraron con la técnica de inmunocitoquimica, el virus de
AEC en macrofagos de médula désea y células fibroblasticas de animales
infectados, lo que en el presente trabajo se confirm6 al encontrarlo en células
fibroblasticas de prepucio de feto caprino y ovino y en lavados de células
epiteliales de prepucio caprino seropositivo.

Se realizaron conteos de células epiteliales prepuciales que tenian marcaje por la
técnica de inmunocitoquimica.

En el cuadro 5 se pueden observar dos animales seropositivos, los cuales fueron
inoculados con el virus de referencia y presentan una mayor cantidad de marcaje
en comparacién con todos los demas animales seropositivos, con esta informacién
se puede decir que en los animales artificialmente infectados, se pueden obtener
mejores resultados en los modelos experimentales, en comparacion con los
animales naturalmente infectados con el virus de AEC, tal como lo sugiere
Travassos et al., 1998 y Ali Al et al.,2007.

Al parecer la proporcion de células parabasales en los animales infectados
artificialmente es mayor que en los animales infectados naturalmente. Sin
embargo el andlisis estadistico no muestra que esta diferencia sea significativa
muy probablemente porque el tamano de muestra es muy pequeno. (cuadro 5).

La técnica de PCR demostro la presencia del virus de AEC, en forma de provirus,
en el genoma de las células epiteliales prepuciales de animales seropositivos y
permite demostrar que estas células pueden ser permisivas al virus. Al observar
dos amplificados de 297pb de muestras de DNA de células epiteliales prepuciales
de animales seropositivos inoculados experimentalmente y 1 amplificado del
mismo virus de 297pb (figuras 13 y 14), se corrobora lo reportado por Konishi et
al., 2004, sin embargo este ultimo aislo el virus a partir de sangre de animales
infectados. Ademas en el presente estudio, el virus se obtuvo por semipurificacién
a partir de sobrenadantes de cultivos celulares de membrana sinovial,
obteniéndose buena calidad de ARN viral, confirmandolo por la técnica de RT
(control positivo).

El presente estudio utiliz6 las condiciones propuestas de los iniciadores,
gradientes de concentracion de MgCl,, temperatura de alineamiento (Tm) de
Konishi et al, 2004 con modificaciones minimas, obteniéndo resultados
semejantes.



Hay diversos estudios donde trabajardén Ila tecnica de PCR, usando diferentes
tipos de iniciadores, para la deteccion de provirus en los diferentes tipos de
muestras trabajadas (Gopal et al., 1993; Lechat et al., 2004; Lamara et al., 2002;
Ali Al et al., 2007), los mas usados son obtenidos apartir del gen gag y del gen pol
por ser genes muy conservados en los lentivirus, en comparacién con el gen env
que tiende a ser altamente variable.

En esté estudio se utilizaron iniciadores pertenecientes al gen gag y las muestras
trabajadas fueron de cultivos celulares de prepucio de feto ovino y caprino y
células epiteliales prepuciales obtenidas por lavados.

Existen otros reportes que usaron muestras de células sanguineas como los
monocitos/macréfagos 6 cultivos celulares de membrana sinovial infectados
(Gopal et al., 1993) con el fin también de obtener el genoma viral.

Se sabe que existe una alta produccién viral en células permisivas como son las
células de membrana sinovial en los cultivos in vitro. En este estudio también se
utilizé esta metodologia para la produccién de in6culo viral. También se sabe que
la replicacién de los lentivirus en los tejidos de los animales in vivo puede ser
altamente focal y no productiva, cosa que pudo suceder con los animales
experimentales. Ya que se pueden encontrar pocas células que contengan ADN
viral y muchas de éstas producen poco o nada de ARN viral y por consecuencia
hay menor traduccién de antigenos virales detectables. Ademas esta restriccién
parece depender del estado fisiolégico y del desarrollo de las células (Guiguen et
al, 1990).

En animales infectados de forma subclinica, la replicacién del virus en las células
es restringida a niveles minimos de expresion en todos los tejidos y relativamente
pocas células son infectadas (Narayan et al., 1977; Pétursson et al., 1976). Asi la
baja concentracion de ADN que se obtuvo de las células prepuciales, permite
pensar que al ser células en descamacidén, una gran cantidad de estas
(intermedias y superficiales), con nucleo cariopicnético é sin nucleo estaban en
apoptosis y esto pudo determinar que mucho del ADN fuera disfuncional.

Poco después de la infeccién de una célula, el virus puede entrar en un estado
latente o restringido de replicacion (Haase, 1986) y la cantidad de virus tiende a

ser muy baja alrededor de 1 X 106, lo que pudo limitar su demostracion.

El haber obtenido amplificado de dos animales seropositivos al virus de AEC,
infectados experimentalmente, a partir del ADN de las células epiteliales
prepuciales, demuestra que solamente se puede detectar el virus en este tipo de



animales en el tracto reproductor, como menciona Ali Al, 2007. En los animales
seropositivos naturalmente infectados no se detectd o confirmé la presencia del
virus en el eyaculado o en algun otro tejido del tracto genital.

Chebloune et al., 1996, demostraron que el virus de AEC, tiene la capacidad para
infectar cultivos de fibroblastos de membrana sinovial de cabras y corderos recién
nacidos y que se puede detectar por PCR después de 5 dias a 3 semanas post-
inoculacion. En este trabajo se realizé el mismo procedimiento, al infectar cultivos
de fibroblastos de epitelios de prepucio fetal caprino y ovino y se detectd con la
técnica de PCR después de 15 dias post-inoculacion la presencia del virus de
AEC.

El amplificado de 297pb de un cultivo celular de prepucio de feto infectado con el
virus de referencia arriba citado, indica que las células epiteliales y fibroblasticas
que crecieron en los cultivos celulares, también pueden contener al provirus de
AEC en su genoma celular (figura 15).

Se corrobor6 el ADN de células prepuciales para saber si era funcional o no, se
us6 PCR de un gen constitutivo (hipoxantinafosforibosiltransferasa: HPRT
humano) este gen codifica proteinas, que al no estar producen hiperuricemia. Con
los resultados obtenidos en este trabajo se constata que el gen esté presente en el
ADN de las cabras.

Seria importante realizar mediante otra técnica molecular, la deteccion del provirus
en el genoma celular, para esto se sugiere la hibridacion in situ, esta técnica
serviria para eliminar cualquier tipo de variables que puedan estar presentes en
los lavados prepuciales o en el eyaculado.



6. Conclusion

1.- Los lavados del prepucio realizados permitieron obtener y conocer los
diferentes tipos celulares presentes en ese tejido (Células basales, parabasales,
intermedias y superficiales), los cuales al realizarles la tincién de Papanicolaou, se
observaron con mejor definicién en detalles morfolégicos que con otra tincién
como la de Hematoxacilina-Eosina (H-E).

2.- La inmunocitoquimica permitié detectar el Ag viral en:

a) En los cultivos primarios de prepucio de feto caprino y ovino
experimentalmente infectados con el virus de AEC. Se demostré que células
epiteliales y fibroblasticas fueron permisivas a la infeccién

b) Los lavados prepuciales donde se obtuvieron las células epiteliales de tipo
parabasales, intermedias y superficiales, se demostré la proteina p28 del virus.

3.- Mediante PCR, se comprobd que las células epiteliales del prepucio caprino
sirven como reservorios del virus de la artritis encefalitis caprina en animales
naturalmente infectados, se confirmé la presencia de genoma viral (provirus) en
las células del prepucio.

4.- Mediante PCR, se comprob6 que el ADN de las células prepuciales de caprino,
contienen el gen constitutivo HPRT, el cual nos sirvi6 para constatar la viabilidad
del ADN trabajado.

5.- Se cumplieron todos los objetivos particulares al igual que con la hipbtesis
establecida la cual no se rechaza al confirmar que las células epiteliales del
prepucio caprino son permisivas al virus de AEC.
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8. Anexo.

8.1 Analisis estadistico, grafica 1.

Adjusted Univariate Tests for Repeated Measure (Ricardo7.sta)

Sigma-restricted parameterization

Degr. of F p G-G G-G G-G G-
Effect Freedom Epsilon | Adj.df1 | Adj.df2 | Adj
TIPOCEL 2| 217.5291| 0.000003| 0.675908 1.351817 4.055451 0.00(
TIPOCEL*grupo 2 1.5459 0.287415( 0.675908 1.351817 4.055451 0.299
Error 6
TIEMPO 11, 1.8000/ 0.09442€¢| 0.090908 1.00000C 3.00000C 0.273
TIEMPO*grupo 11, 1.8000/ 0.09442€¢| 0.090908 1.00000C 3.00000C 0.273
Error 33
TIPOCEL*TIEMPO 22 2.6909 0.001037|0.095545 2.10198€ 6.305958 0.142
TIPOCEL*TIEMPO*grupo 22| 0.4832 0.970347| 0.095545 2.10198€ 6.305958 0.6464
Error 66

8.2 Analisis estadistico, grafica 2.

Adjusted Univariate Tests for Repeated Measure (Ricardo7.sta)

Sigma-restricted parameterization

Degr. of F p G-G G-G G-G G-G
Effect Freedom Epsilon | Adj.df1 | Adj.df2 | Adj.p
TCEL 2| 1752.26C 0.00000(|| 0.502415| 1.00482€ 3.014477 0.00002¢
TCEL*grupo 2 6.833 0.028407 0.50241% 1.00482€ 3.014477 0.079008
Error 6
TIEMPO 11 0.600/ 0.81497¢) 0.09090¢< 1.00000C 3.00000C 0.495025
TIEMPO*grupo 11 0.600/ 0.81497¢) 0.09090¢< 1.00000C 3.00000C 0.495025
Error 33
TCEL*TIEMPO 22 3.952 0.00000¢| 0.083701 1.841427 5.52428Z 0.087637
TCEL*TIEMPO*grupo 22 1.877| 0.342562|| 0.083701 1.841427 5.52428Z 0.237675
Error 66
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