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Resumen.

Se evalud la presencia del Virus de Artritis Encefalitis Caprina (VAEC) en células de las
glandulas accesorias (Vesicula Seminal, Glandulas Bulbouretrales y Ampulas) de machos
caprinos, para lo cual se obtuvieron muestras de glandulas accesorias de 7 animales
infectados naturalmente, 3 animales infectados con una cepa de referencia ATCC, 3
animales infectados con un aislado en FESC y 3 animales seronegativos a una prueba de
ELISA Indirecta; asi mismo se realizaron cultivos celulares primarios a partir de glandulas
fetales para su infeccion in vitro, éstas fueron procesadas con las técnica de
inmunohistoquimica e hibridacion in Situ. Los cultivos infectados resultaron positivos a la
expresion del antigeno y al ADN proviral. Se detectd el provirus en 10/16 muestras de
Vesicula Seminal, 8/16 de Glandulas Bulbouretrales y 8/16 de Ampula. En los animales
infectados se observo sefial de hibridacion a nivel nuclear en las células epiteliales.

De los fetos colectados para cultivos celulares se evalu6 si estos pueden establecer una
respuesta de anticuerpos contra Lentivirus de Pequefios Rumiantes, para lo cual se obtuvo
el suero y fue probado mediante un ELISA indirecto, detectindose anticuerpos en 5 fetos
caprinos de 80 dias de gestacion y en 4 fetos ovinos de 90 a 100 dias de gestacion; 3 fetos
caprinos y 2 ovinos de 60 a 65 dias de gestacion resultaron sospechosos.

Se detecto la presencia del virus de artritis encefalitis caprina en las células epiteliales de
las glandulas estudiadas, esto puede significar que tengan la funcion de ser un reservorio
del virus, ademas de que el liquido seminal producido por ellas contenga particulas virales
infectadas, pudiendo entonces diseminar la enfermedad por via venérea.

Se detecto la presencia de anticuerpos contra el virus de artritis encefalitis caprina en fetos,
lo cual indica que estos pudieron estar en contacto con antigenos virales durante la
gestacion, por lo cual es posible que exista transmision intrauterina, sin embargo se

requieren mas estudios a este respecto.
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1.0 Introduccion.
La Artritis Encefalitis Caprina (AEC) fue descrita por primera vez en 1974 como un
sindrome de meningoencefalitis en cabritos menores de 4 meses de edad (Cork et al.,
1974); pero no fue sino hasta 1979 cuando se aislo el virus en rebafos con los mismos
problemas nerviosos con la presencia de artritis, y se le dio su denominacion de Virus de
Artritis Encefalitis Caprina (VAEC) (Crawford et al., 1980; Adams et al., 1980). En
México el primer aislamiento del VAEC se reporté en 1986, aunque ya existian estudios
serologicos (Nazara et al.,1983; Nazara et al.,1985). La enfermedad ocasiona considerables
pérdidas econémicas en la industria caprina y su distribucion es mundial (Baba et al.,
2000). La prevalencia de la infeccion, ain sin signos clinicos, varia ampliamente y puede
alcanzar el 80 % en hatos grandes, pero la cifra promedio es de 25 %. En M¢éxico, estudios
serologicos reportan seroprevalencia en un rango de 17% a 35% en cabras importadas, asi
como la descripcion de casos clinicos (Gay et al., 1986; Daltabuit et al., 1999).
Se trata de una enfermedad infecciosa persistente de distribucion mundial que causa
lesiones inflamatorias progresivas que afectan principalmente articulaciones, pulmones,
glandula mamaria y sistema nervioso central. La mayoria de los animales infectados
permanecen asintomdticos por toda su vida, sin embargo pueden excretar el virus
contaminando el medio ambiente. Por lo tanto, es de mayor importancia el estatus
infeccioso del animal que la presentacion de los signos clinicos, y representa un elemento
crucial en el diseno de programas de prevencion y control de la enfermedad ( Grossi et al.
2005).
Existe consenso general de que las consecuencias econdomicas pueden ser significativas, sin
embargo los datos que sostienen esta afirmacion son incompletos y en algunos casos
contradictorios. La principal causa de esta situacion radica en la compleja relacion que
existe entre el virus y el hospedador, ademas de los efectos que tiene el manejo sobre la
presentacion de la enfermedad (Peterhans et al. 2004).
Actualmente la AEC se encuentra enlistada en el Grupo 3 de enfermedades, plagas
exoticas y enzooticas de notificacion obligatoria en los Estados Unidos Mexicanos (Diario

Oficial, 5 Marzo de 1999).



1.1 Etiologia.

1.1.1 Clasificacion.

El virus de Artritis Encefalitis Caprina (VAEC) es un lentivirus de la familia Retroviridae,
subfamilia Orthoretrovirinae, la cual incluye virus que mayoritariamente causan
enfermedades cronicas multisistémicas que se pueden manifestar meses o afios después de
la infeccion. Se ha propuesto que los lentivirus son los méas complejos de los retrovirus, ya
que codifican proteinas reguladoras de la replicacion viral, producto de transcriptos

derivados de ARN mensajero policistronicos (Saltarelli et al.,1994).

1.1.2 Morfologia.

El VAEC es un virién con envoltura, ligeramente pleomorfico, de 80 a 100 nm de diametro,
presenta pequefias proyecciones en la envoltura distribuidas regularmente. Tiene una
nucleocapside isométrica ligeramente coénica (Robinson et al., 1986., ICTV 2005). La

estructura del VAEC se esquematiza en la figura 1.

Figura 1.- Esquema de la estructura del Virus de Artritis Encefalitis Caprina.
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1.1.3 Propiedades fisicoquimicas.
Presenta una densidad buoyante de 1.16 a 1.18 g/cm’ en sucrosa; es sensible al calor,
detergentes y formaldehido. Su infectividad no se ve afectada por radiaciones ultravioleta.

Contiene 35% de lipidos, 3% de carbohidratos y 2% de acido nucleico (ICTV., 2005).



1.1.4 Acido nucleico.

El acido nucleico de los retrovirus es tnico entre los virus en varios aspectos, incluyendo su
estructura fisica, sus sintesis y sus funciones durante la replicacion. Se trata del Unico
genoma de ARN diploide, es decir esta compuesto por dos cadenas idénticas de ARN
monocatenario, es el Unico sintetizado y procesado por la maquinaria celular que procesa
los ARN mensajeros de la célula infectada; es el tinico asociado con un ARN cuya funcion
es iniciar la replicacion y el unico ARN geonomico de sentido positivo que no tiene funcion
de mensajero en las etapas tempranas de la replicacion (Freed et al., 2006).

El ARN de sentido positivo tiene 9189 nucledtidos. Este ARN genémico es encapuchado
con una secuencia m7G5’pppS’Gnp que tiene la funcidon de un cebador tARN poliadenilado
(Fieldsetal., 1991; ICTV., 2005).

El virion contiene 2 copias del ARN gendmico, esta caracteristica se encuentra en todos los
retrovirus pero su funcion no es clara, ya que no es indispensable para la transcripcion
reversa del genoma viral; sin embargo, se ha especulado que ya que el indice de error de la
transcriptasa reversa es tan alto, funciona como amortiguador biolégico contra mutaciones
demasiado rapidas durante las etapas iniciales de la infeccion (Greatorex., 2004; Freed et

al., 2006).

1.1.5 Organizacion gendmica.

La organizacién geondémica del VAEC es compleja. El extremo 5’ comienza con una region
pequena llamada R, seguida de una secuencia unica llamada U5, mientras que en el
extremo 3’ hay una secuencia unica U3, seguida por una region R. La region R contiene la
sefial y el sitio de union de una secuencia poliadenilada terminal. Al darse la transcripcion
reversa, estas regiones codifican también las denominadas repeticiones de terminacion
largas o LTR por sus siglas en ingles, cuyas funciones son promover la trascripcion del
RNA mensajero viral, ademas de servir como sefial de poliadenilacion y terminacion
(Saltarelli et al., 1994, Kalinski et al., 1991). El genoma contiene 3 genes estructurales
principales: gag que codifica las proteinas de matriz, capside y nucleocapside; pol que
codifica las enzimas transcriptasa reversa, dUTPasa, integrasa y proteasa; env que codifica
las proteinas de envoltura. Adicionalmente el VAEC codifica varios genes reguladores: Rev

regula la expresion de los genes estructurales, al transportar los RNA mensajeros de estos al



citoplasma; Tat tiene una funcion transactivadora que estimula la expresion de los LTR y
Vif regula la adicion de glicoproteinas al virion, ademas de compensar la falta de factores
celulares que participen en el ensamble de la particula viral (Saltarelli et al. 1994.,

Schoborg 2002., Abelson et al. 2002., Harmache et al. 1995). Ver figura 2.

Figura 2.- Organizacion gendmica del Virus de Artritis Encefalitis Caprina.
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LTR.- Repeticiones de terminacion larga.

gag.- gen que codifica proteinas de matriz, capside y nucleocapside.

pol.- gen que codifica enzimas transcriptasa reversa, dUTPasa, integrasa y proteasa.
vif.- gen que codifica el factor de infectividad viral.

tat.- gen que codifica un factor transactivador.

rev.- gen regulador de la expresion del genoma viral.

env.- gen que codifica proteinas de envoltura.

RRE.- gen que codifica el elemento de respuesta de rev.

1.1.6 Proteinas.

1.1.6a Proteinas Estructurales.

1.- Codificadas por el gen env.

El viridon contiene una envoltura con proteinas codificadas por el gen env. Estas proteinas
son importantes en el reconocimiento del receptor, son la glicoproteina de superficie (SU;
gpl135) y la transmembranal (TM; gp45), ambas sintetizadas como un precursor y cortadas
por proteasas celulares (Valas et al., 2000; Fields et al., 1991).

2.-Codificadas por el gen gag.

La proteina de matriz (MA; pl7) asegura la union entre la capside y la envoltura. La
proteina de capside (CA; p25) es la mas abundante proteina del virién, forma el nicleo
hidrofébico del virién y genera una fuerte respuesta de anticuerpos durante la infeccion. La
proteina de nucleocapside (NC; pl14) asegura la estabilidad de la nucleocapside y del ARN
viral. Estas tres proteinas son codificadas a partir del gen gag, transcribiéndose un

precursor denominado Pr55gag, el cual es cortado por la proteasa viral (Fields et al., 1991).



1.1.6b Proteinas no estructurales.

Son codificadas por el gen pol. Comprenden las enzimas necesarias para la replicacion
viral.

1.- Transcriptasa reversa (RT). Es la enzima clave en la replicacion viral, se considera una
ADN polimerasa dependiente de ARN. Proceso unico en la naturaleza. Transcribe una
cadena doble de ADN a partir de una cadena de ARN, ademas de tener actividad de
ribonucleasa H (Hizi et al., 2008).

2.- Integrasa (IN). Después de la retrotranscripcion, el provirus migra hacia el nucleo, el
genoma viral es integrado entonces en el ADN de la célula hospedadora, mediado por esta
enzima. Aqui se involucran las secuencias repetidas invertidas presentes en las LTRs
(Wagner et al., 1999).

3.- dUTPasa. Ayudan a mantener una baja proporcion de dUTP a TTP, minimizan la
incorporacion de uracilos dentro del ADN. Efecto util durante la replicacion en células que
no se dividen. Ademas aparentemente disminuye la frecuencia de mutaciones de G a A in
vivo (Turelli et al., 1997).

4.- Proteasa (PR). Divide el precursor gag y la poliproteina de gag-pol y reensambla las

proteasas de acido aspartico celular en su estructura tridimensional (Fields et al.,1991).

1.1.6¢ Proteinas codificadas por genes auxiliares.

1.- Rev produce una proteina que regula la expresion de proteinas virales via un mecanismo
post transcripcional. Se trata de una proteina de 18 kDa. Se involucra en los empalmes de
los transcriptos de ARN virales estabilizdndolos para su exportacion del nucleo al
citoplasma. Emplea su papel regulatorio via el elemento de respuesta de rev (RRE), el cual
es un rizo en la cadena del dcido nucleico. Este es capaz de unir el genoma a través de un
sitio de union del ARN (Saltarelli et al., 1994).

2.- Vif codifica una proteina de 28 kda (Factor de infectividad viral) que es requerida en
algunos pasos de la sintesis y formacion de la nucleocapside viral, que determina la
infectividad y la liberacion. Existen reportes de que es esencial para permitir la replicacion
viral in vitro en macrofagos primarios, asi como para una eficiente replicacion y
patogenicidad in vivo (Harmache et al., 1995, Seroude et al., 2002).

3.- Tat codifica una proteina de aproximadamente 11 kDa, la cual se considera un potente
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transactivador que incrementa la eficiencia de transcripcion de la ARN polimerasa celular
durante la maduracion monocito/macrofago, permitiendo la expresion génica viral

(Saltarelli et al., 1994). Ver figura 3.

Figura 3.- Estructura del provirus y sus productos de trascripcion y traduccion.
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MA.- Proteina de matriz. RT.- Transcriptasa reversa.
CA.- Proteina de capside. IN.- Integrasa.
NC.- Proteina de nucleocapside. SU.- Glicoproteina de superficie.
PR.- Proteasa. TM.- Proteina transmembranal.

1.2 SUSCEPTIBILIDAD DE ESPECIE.

Los hospederos principales del VAEC son los caprinos de cualquier edad, sin
predisposicion de raza. Se ha demostrado experimentalmente que los ovinos son
susceptibles a la infeccidn por el virus.

El virus puede infectar in vitro células de muflon, venado rojo, corzo y bovino. Estas
observaciones sugieren que es posible que el lentivirus ocasione infecciones cruzadas y se
adapte a nuevos hospedadores en diferentes condiciones (Chebloune, 1999).

Actualmente AEC y Maedi Visna (VMV) han sido referidos como lentivirus de los
pequeiios rumiantes (LVPR) a partir de un consenso en la Union Europea, dentro del
proyecto COST 834, realizado en septiembre del 2002 en Lyon, Francia (Blacklaws et al.,
2004).

Trabajos recientes basados en la secuencia de los genes gag y pol de aislados alrededor del
mundo, han demostrado que los lentivirus de los pequefios rumiantes difieren en un 25 a
37% entre los genes ya mencionados, y se pueden integrar en 4 grupos (A, B, C, D) por su

secuencia (Pisoni et al., 2005). Los grupos de secuencias A y B a su vez son subdivididos
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en diferentes subtipos que varian entre ellos en un 15 a 27%. El grupo A contiene al menos
7 subtipos, Al a A7, y el grupo B contiene 2, Bl y B2 (Shah et al., 2004). A la fecha, los
subtipos Al y A2 han sido aislados solo de ovinos; y los subtipos A5, A7, B1, ademas de
los grupos C y D han sido aislados solo de caprinos. En contraste, los subtipos A3, A4, A6
y B2 han sido aislados de ambas especies. Los subtipos Al y B1 se consideran las cepas
modelo para el virus de MV y CAEV respectivamente. El hecho de que algunos subtipos
hayan sido aislados de ambas especies, indica que en algin momento ocurrié la transmision
interespecies, al menos una vez en cada uno de los subtipos, aunque la frecuencia y
direccion de tal infeccion permanece desconocida (Zanoni et al., 1998; Ravazzolo et al.,
2001).

En la tabla siguiente se resume la propuesta para la nueva agrupacion de los LvPR,

modificada de Shah et al., 2004.

Tabla 1.- Propuesta de clasificacion de los Lentivirus de los pequefios rumiantes.

Nueva designacion A B C D

de grupos.
Nueva designacion Al A2 A3 A4 AS A6 | A7 Bl B2

de subgrupos.

C.-aractf:rlsncas del MVV-like., Ovino = Ovino = Ovino | Caprino| Ovino | Caprino | CAEV- | Ovino | Caprino| Caprino
aislamiento. Caprmo | Caprino Caprino Cork like | Caprino

1.3 TRANSMISION.

La carga viral en sangre y secreciones tiende a ser relativamente baja. Se sefiala por
ejemplo que alrededor de 1 X 10° leucocitos sanguineos se encuentran infectados
(Ravazzolo et al., 2006). Sin embargo, a pesar de la aparentemente baja cantidad de virus,
la transmision ocurre no solo de la madre a la cria, sino también entre adultos. No esta
completamente esclarecido cuales rutas de transmision son efectivas, aunque se sabe que la
mas importante es la via del calostro (Adams et al., 1983). Por lo tanto, es importante
describir completamente cuales son las vias de transmision utilizadas por el virus para

mejorar los programas de prevencion y control de la enfermedad.
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1.3.1 Transmision Vertical.

1.3.1a Calostro y Leche.

La principal via de transmision del VAEC es el calostro y la leche. Se ha demostrado en
varios estudios que la glandula mamaria es un érgano blanco para la replicacion del virus,
los niveles de virus en este 6rgano varian dependiendo de la etapa de lactacion, se ha
correlacionado la expresion del virus con la induccion de la lactancia (Lerondelle et al.,
1989). Claramente se ha demostrado la presencia del VAEC en leche y calostro. Adams et
al. (1983), demostraron que se puede aislar el virus de las células presentes en la leche y de
leche libre de células, ademas de que sobrevive al congelamiento. Se sabe que las células
que trasladan el virus a la leche son principalmente macréfagos, sin embargo existen
estudios donde se ha demostrado la permisividad de las células del epitelio de la glandula
mamaria a la replicacion in vitro y se ha logrado aislar el virus a partir de células epiteliales

mamarias de animales seropositivos (Blacklaws et al., 2004).

1.3.1b Transmision transplacentaria.

La via de transmision transplacentaria ya ha sido estudiada y se considera un tema
controversial. Algunos autores han aportado evidencias a favor de esta via de transmision,
mientras que otros han obtenido datos contrarios. El ambiente intrauterino es adecuado para
la transmision VAEC desde la madre al feto durante la gestacion. Un estudio demostro que
las células epiteliales del oviducto pueden ser infectadas in vitro con el VAEC, aunque aun
no existen reportes in vivo (Lamara et al., 2001,2002). También se ha detectado la
presencia del virus en lavados de oviducto de cabras seropositivas al VAEC, asi como en
muestras de tejido de utero y oviducto (Fieni et al.,2003), sugiriendo que el feto puede estar
expuesto al virus in vivo. También existen reportes de infeccion directa de embriones y
fetos de manera experimental (Blacklaws et al., 2004). Mas evidencias sobre la transmision
transplacentaria han sido sugeridas por diversos grupos que reportan infecciones en cabritos
aislados de todo contacto con su madre. En animales alimentados con leche pasteurizada o
sustitutos lacteos en programas de control, se ha presentado hasta 10% de seroconversion

inexplicable (Rowe et al., 1997).
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1.3.2 Transmision Horizontal.

1.3.2a Contacto Directo.

El contacto directo entre animales también puede ser una via de transmision, se reporta que
en los animales que se mantienen encerrados en hacinamiento por periodos largos aumenta
el porcentaje de seroconversion (Robinson et al., 1986). La separacion y aislamiento de
animales ha tenido buenos resultados para disminuir los porcentajes de infeccion.
Aparentemente los cabritos separados de su madre y mantenidos en grupos de animales
seronegativos, tienen una menor posibilidad de seroconvertir (Adams et al., 1983). Los
factores que aumentan el riesgo de infeccion por esta via son: edad avanzada,

hacinamiento, y exposicion prolongada (Rowe et al., 1997).

1.3.2b Transmision Sexual.

Existen relativamente pocos estudios sobre esta via de transmision. Se ha observado un
mayor grado de seroconversion en hembras apareadas con machos infectados; también se
ha demostrado la presencia del VAEC en células presentes en el moco estral de cabras
infectadas, en epididimo y vesicula seminal, asi como en semen de machos caprinos
infectados (Rowe et al., 1999; Travassos et al., 1999; Thibier et al., 2000; Backlaws et al.,
2004; Ali Al Ahmad et al., 2008, Peterson et al., 2008). Esto también sucede con otros
retrovirus, como el virus de la inmunodeficiencia humana, el de la inmunodeficiencia del
simio, el de la inmunodeficiencia bovina y el de la inmunodeficiencia felina, en los cuales
ya se ha comprobado su transmision por esta via (Mermin et al., 1991; Miller et al., 1998;
Gradil et al., 1999; Jordan et al., 1998).

El semen utilizado para inseminacion artificial puede contener virus, sin embargo a la fecha
no existen reportes de que este pueda transmitir la enfermedad, aunque claramente puede

representar un riesgo (Blacklaws et al., 2004).

1.3.2¢c latrogénica.

Existen estudios que demuestran que se puede ocasionar seroconversion en hembras
durante el ordeno, al inocular células infectadas en el canal del pezoén (Lerondelle et al.,
1995). Sin embargo, la transmisiéon a través de maquinas ordefiadoras mecanicas

contaminadas no ha sido demostrada aun. Tampoco la transmisiéon mecénica a partir de
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agujas contaminadas u otro instrumental quirurgico ha sido demostrada, aunque

tedricamente debe ser tomada en cuenta (Blacklaws et al., 2004).

1.4 PATOGENIA.

1.4.1 Células blanco.

Las principales células blanco para el VAEC son las pertenecientes a la linea monocito-
macréfago, ademas de las células dendriticas. Los monocitos que contienen el provirus en
su genoma presentan poca o ninguna expresion viral. Se ha postulado que estas células
funcionan como —€aballo de Troya”, capaces de transportar al virus a diferentes 6rganos
(Ver figura 4); el virus entra en el monocito transcribe su ARN en ADN y lo integra al
genoma de la célula, de esta forma puede evadir al sistema inmune (Zink et al. 1990,
Peluso et al. 1988). La maduracion de monocitos a macrofagos, que es precedida por la
extravasacion de estas células en varios tejidos, activa la trascripcion de los factores
necesarios para la replicacion, iniciando asi la produccion de los componentes virales

(Narayan et al. 1983).

Figura 4. Efecto de Caballo de Troya, que permite al VAEC invadir tejidos y evadir al

sistema inmune.

Muchos otros tipos celulares se consideran permisivos a la infeccion, tanto in vitro como in

Vivo, y pueden participar en diferente grado como reservorios del virus, asi como en la

15



transmision de la enfermedad (Bertoni, 2007).

Se ha detectado el provirus del VAEC en tejidos del tracto reproductor de la hembra: tutero,
oviducto y ovario. In vitro se ha demostrado que células de la granulosa y células del
epitelio del oviducto, son permisivas a la replicacion viral ( Ali Al Ahmad et al., 2005).
También se ha detectado la presencia del virus en células pertenecientes a la médula 6sea
de animales asintomaticos; principalmente en macréfagos, fibrocitos y células endoteliales
(Grossi et al., 2005). Sin embargo estudios in vitro han determinado que la infeccion de los
fibrocitos de médula 6sea no es productiva a menos que se cocultiven con células
permisivas, lo cual demuestra que este tejido puede funcionar como reservorio viral (Grossi

etal., 2005).

1.4.2 Replicacion.

Al entrar en contacto con una célula permisiva, las particulas virales se fusionan con la
membrana celular a través de la interaccion de los ligandos presentes en las glicoproteinas
de superficie con los receptores celulares, que, aunque desconocidos en el caso de este
virus, parecen ser de tipo proteoglicano (Bruett et al., 2000). A continuacion, la
nucleocédpside es liberada en el citoplasma, donde comienza el proceso de transcripcion
reversa (Nisole et al., 2004).

En este proceso se genera una doble cadena de ADN a partir del ARN, permaneciendo el
ADN dentro de la capside. Al final de la regiéon U5 se encuentra un sitio de unién con una
secuencia complementaria a la secuencia 3 del tARN, estos sitios marcan el comienzo de la
sintesis de la cadena negativa de ADN viral, cuando esta cadena es completada, la cadena
extra de ADN viral se sintetiza. El evento transcripcional es modulado por la union con
ciertas proteinas reguladoras (Tat y Rev) no para el provirus ADN, pero si para transcriptos
ARN. En el proceso de transcripcion se adicionan a cada extremo del genoma viral las
LTRs. La capside es removida y el ADN es transportado al ntcleo de la célula. E1 ADN es
circularizado mediante uniones covalentes de las LTRs, después es integrado en el ADN
cromosomal de la célula hospedera, adquiriendo en ese momento la denominacion de
provirus, el cual puede permanecer inactivo por largos periodos de tiempo. Este provirus
después es utilizado para la transcripcién por la ARN polimerasa celular iniciando en el

extremo 5’ LTR y finalizando en el 3° LTR generando nuevos viriones ARN y varios
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ARNs mensajeros (Murphy et al., 1999, Pétursson et al., 1992).

La sintesis de proteinas se lleva acabo después de la transcripcion de 2 ARNs mensajeros

principales: Uno de 35s, el cual posiblemente corresponda al ARN del virion completo y

codifica el gen gag; este mismo es cortado en diferentes marcos de lectura para producir la

proteina pol. Un ARN mensajero de 25s, empalmado del ARN de 35s, es traducido para

producir el precursor de la proteina env, involucrando también diferentes marcos de lectura.

Las principales poliproteinas son separadas post transcripcionalmente por la proteasa viral,

dando origen a las proteinas virales maduras. Ver figura 5.

Figura 5.-Ciclo de replicacion del VAEC.
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1.5 CARACTERISTICAS CLINICAS.

Ya se ha mencionado que la artritis encefalitis caprina se puede presentar de 2 formas

principales, una en cabritos con un cuadro nervioso y otra en animales adultos donde la

afeccion es articular, pulmonar y mamaria (Bertoni, 2007).
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1.5.1 Artritis.

La artritis, que es la principal manifestacion de la enfermedad, se presenta comunmente en
animales adultos. Clinicamente se caracteriza por un inicio insidioso, que conlleva a una
inflamaciéon permanente de articulaciones, usualmente simétrica; generalmente las
articulaciones de los carpos son las primeras en mostrar la signologia. Los animales
muestran dolor Unicamente en etapas muy avanzadas de la enfermedad. Infecciones
experimentales han demostrado una clara asociacion entre la carga viral y la severidad de
las lesiones articulares. En estudios radioldgicos se observan cambios patologicos tales
como mineralizacion de tejidos blandos y erosion de las superficies articulares. Las
articulaciones afectadas presentan volumen aumentado de liquido sinovial, con abundante
presencia de células inflamatorias mononucleares. En el examen histologico se observa
hiperplasia de células sinoviales, hipertrofia de las vellosidades, infiltracion masiva de
células mononucleares en la intima y subintima, asi como angiogénesis. El infiltrado
mononuclear tiende a organizarse formando focos linfoides, con focos germinativos de
linfocitos B y capas de linfocitos T activados. Se encuentra gran cantidad de linfocitos B y
células plasmaticas, expresando inmunoglobulinas, alrededor de los foliculos y dispersas en

toda la vellosidad inflamada (McGuire 1987, Wilkerson et al., 1995).

1.5.2 Encefalitis.

Se presenta en crias de entre 2 y 6 meses de edad. Esta manifestacion clinica estd menos
extendida que la forma artritica de los adultos. Al principio, los animales presentan
incoordinacion al caminar, seguida de paresia y ataxia, para desembocar en tetraplegia en 1
a 3 semanas posteriores al inicio de la signologia. Los animales se encuentran afebriles,
alertas y con apetito normal. Se conservan reflejos normales y percepcion del dolor
inalterada. También se ha reportado hipertonia e hiperreflexia. Histologicamente se
observan lesiones inflamatorias en cerebro y médula espinal, afectando también meninges y
plexo coroideo. Se encuentra infiltrado linfoide perivascular focal, asi como también
macréfagos y células plasmaticas. Hay infiltracion linfoide en materia blanca y
proliferacion de células de la glia. La desmielinizacion y malacia son prominentes, se
encuentran calcificaciones focales, y en casos extremos cavitaciones en la materia gris de la

médula espinal (Perk, 1999, Sanna et al., 1999, Bertoni 2007).
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1.5.3 Mastitis.

Se observa mastitis intersticial, la cual se manifiesta como induracion de la glandula
mamaria a nivel de la cisterna de la leche, provocando a su vez atrofia, pero sin edema, y
con inflamacién que afecta la produccion de calostro y leche. Se observa en los 3 primeros
dias posteriores al parto. También puede haber una presentacion subclinica con hipertrofia
de los linfonodos retromamarios. Histolégicamente se observa gran cantidad de infiltrado
mononuclear diseminado por todo el tejido glandular, llegando a formar tejido linfoide

ectopico (Robinson et al., 1986, Peretz et al., 1993).

1.5.4 Neumonia.

La presentacion neumonica puede presentarse como neumonia intersticial cronica, que se
establece en los 16bulos caudales y craneoventrales, situacion que se acompaina por disnea
y emaciacion, es afebril y persiste el estado de alerta. Como en otros 6rganos, se observa
gran cantidad de infiltrado y proliferacion de linfocitos, células plasmaticas y macrofagos.
Los macrofagos alveolares pueden considerarse un sitio de replicacion importante in vivo

(Dawson, 1987).

1.6 RESPUESTA INMUNE.

La respuesta inmune a este virus se da principalmente de dos formas. La primera, con una
baja carga viral que consiste en un bajo titulo de anticuerpos hacia antigenos de superficie
(SU- gpl135) y transmembranales (TM-gp 41), con una produccion de [gG2 contra
antigenos TM, y una fuerte respuesta de linfocitos T subclase CD4, caracterizada por la
produccion de interferon gama. La segunda respuesta, caracteristica de animales artriticos,
estd asociada con elevada carga viral y un aumento de anticuerpos IgG1 principalmente
contra gpl35 en suero y liquido sinovial, y un aumento de linfocitos TH2 (productores de
IL-4) (Kemp et al., 2000; Beyer et al., 2001). Es importante resaltar que el virus no
produce inmunosupresion en los macréfagos, pero si una desregulacion en la produccion de
citocinas, con elevada produccion del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), que
clinicamente se manifiesta con caquexia en los animales infectados. El encontrar

anticuerpos contra el virus indica que no se afecta la respuesta humoral, y es indicio de
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infeccion (Robinson et al., 1986 ; Lechner et al.,1997).

Los macréfagos caprinos infectados por VAEC presentan una desregulacion de proteinas,
incrementandose la expresion de interleucina 8 (IL-8) que favorece las respuesta Th2, y de
una proteina que atrae a los monocitos (MCP-1). Ademas, cuando se enfrentan dichos
macrofagos a estimulos bacterianos, disminuye la expresion del factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa), IL-18, IL-6, e IL-12. Algunos de estos efectos de la infeccién del macréfago
(incremento de IL-8, MCP-1 y disminucion de IL-12) podrian tener un importante papel en

la desviacion de la respuesta inmune hacia Th2(Lechner et al., 1997).

1.7 DIAGNOSTICO.

1.7.1 Diagnostico directo.

1.7.1a Aislamiento. El VAEC se puede aislar in vitro en células fibroblasticas derivadas
del plexo coroideo o de membrana sinovial (Rolland et al., 2004). Sin embargo, la
presencia de virus en una muestra no implica necesariamente que sea capaz de infectar el
cultivo celular con el que se pone en contacto. Para conseguir el aislamiento del virus se
emplean fundamentalmente 2 métodos: el explante primario y el cocultivo. Con ambos
métodos el efecto citopatico caracteristico provocado por la replicacion viral es la
formacion de sincitios, normalmente en 2 0 3 semanas, aunque es necesario esperar por lo
menos 50 dias para dar por negativo un cultivo (Crawford et al., 1980; Hotzel et al., 2001).
El aislamiento viral es un método poco practico, caro, complejo, lento y no muy sensible,

por lo que en ningun caso se utiliza como prueba diagndstica rutinaria.

1.7.1b Diagnostico molecular. Muchos estudios han descrito el uso de la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la deteccion del virus en muestras de
sangre, leche y tejidos. Las secuencias gendmicas que sirven como blanco en las técnicas
descritas pertenecen a la region LTR, al gen pol y al gen gag. Algunas de estas regiones se
consideran mas conservadas, por ejemplo: pol y LTR son mas conservadas que gag, a su
vez la region env es muy variable comparada con las otras tres (de Andres et al., 2005).

La PCR es rapida, sensible y especifica para la deteccion del acido nucleico viral en

muestras obtenidas de células mononucleares sanguineas, de fluido sinovial y células de

20



leche, reportando en algunos trabajos una sensibilidad y especificidad del 91% y 97%
respectivamente. Se calcula que la técnica de PCR requiere el ADN de solo 15000 células,
188 particulas virales o 100 ng de ADN de células de membrana sinovial infectadas (Reddy
etal., 1993; Clavijo et al., 1996; Rimstad et al., 1993).

1.7.2 Diagnéstico Indirecto.

La forma mas conveniente de diagnosticar la AEC es mediante pruebas seroldgicas. Una
gran variedad de técnicas existen actualmente para tal fin. Estas incluyen inmunodifusion
en agar (IDAG), inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoprecipitacion
(RIPA), radioinmunoensayo (RIA) y Western Blot (WB) (de Andres et al., 2005).

A pesar de las muchas ventajas que tienen este tipo de pruebas, no podemos pasar por alto
algunos inconvenientes:

- Seroconversion retardada. Aunque la respuesta inmune humoral a la infeccion suele
ser temprana, siempre existe un periodo de retraso, que en ocasiones se prolonga
entre meses y afios (Rimstad et al., 1993).

- Pérdida de titulos detectables. Algunos animales presentan una respuesta humoral
débil, que puede no ser detectada.

- Influencia de las condiciones de almacenamiento. Sueros frescos o bien
conservados con resultados de ELISA sospechosos se convierten en positivos si las
condiciones de almacenamiento no son adecuadas, ya que la desnaturalizacion de
las proteinas aumenta el riesgo de reacciones inespecificas que alteran el resultado
(Perrin et al., 1998).

- Ausencia de una —prueba de oro”, con la cual comparar las distintas pruebas

serologicas que se desarrollan (Knowles 1997).

1.7.2 a Inmunodifusion en agar (IDAG).

Se considera una de las técnicas mas ampliamente utilizada para ¢l diagnostico de esta
enfermedad. La sensibilidad de esta prueba para la deteccion de anticuerpos anti-VAEC
depende del antigeno utilizado. Ya se ha demostrado que las pruebas de IDAG que utilizan

la glicoproteina de superficie gp135 presentan una mayor sensibilidad que las que utilizan

21



la proteina de capside p28 (Knowles et al., 1994).

Existen Kits comerciales que usan antigenos de VMV o VAEC, pero se considera que
tienen una pobre sensibilidad, atribuible a la divergencia entre las proteinas gag (25%) y
env (40%) de VAEC y VMV. Otro factor relacionado es que la IDAG requiere la
participacion de multiples interacciones epitope-anticuerpos para obtener un resultado
positivo, mientras que otras pruebas como inmunoprecipitacion requiere la union de un solo
epitope por anticuerpo (Reddy et al., 1993, Kwang et al., 1995;Knowles et al.,1994). La
combinacion de las proteinas p24, p28, gp45 y gpl35 mejoran mucho los resultados

serologicos (Kirkland et al., 1987; Knowles et al., 1994).

1.7.2b ELISA.

Las técnicas inmunoenzimdticas (Enzymed-Linked Immunosorbent Assay, ELISA)
presentan la caracteristica de tener una alta sensibilidad, especificidad, rapidez y economia.
Se pueden realizar estudios poblacionales en corto plazo, ademds de ser sencillas y no
requerir instalaciones costosas. Los distintos Kits de ELISA indirecta disponibles para
diagnostico de AEC presentan valores muy altos de sensibilidad y especificidad, sin que
existan grandes diferencias entre aquellos que utilizan virus completo o los que utilizan
proteinas recombinantes, sin bien estos ultimos presentan parametros diagnodsticos
ligeramente mejores y ademas son mas baratos de producir por la facilidad de obtencion de
grandes cantidades de antigeno purificado. El ELISA competitivo obtiene los mejores

resultados (Peterhans et al., 2004; de Andres et al., 2005).

1.7.2¢ Otras pruebas seroldgicas.

La RIPA, la RIA y el WB no son de uso comun debido a que se trata de técnicas engorrosas
que consumen mucho tiempo para su desarrollo. Sin embargo, pueden ser utilizadas como
—Estandar de oro” para validar otras técnicas de diagnostico para el VAEC (de Andres et
al., 2005). Experiencias obtenidas con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) han
demostrado que el WB tiene una sensibilidad mayor que el ELISA, por lo cual se ha
utilizado rutinariamente para la comprobacion de los resultados sospechosos (Mylonakis et
al., 2000). Esta situacion se ha repetido en forma experimental con el VAEC pero atn no

es una practica comtn (Zanoni et al., 1989).
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1.8 PREVENCION Y CONTROL.

Actualmente no existe tratamiento para la enfermedad. Farmacos antiinflamatorios pueden

ser utilizados como paliativo para algunos signos clinicos, especialmente la artritis. Por otro

lado, el uso de inmundgenos experimentales contra este virus no han permitido controlarla,

exacerban los casos de artritis y no previenen adecuadamente contra los desafios (Knowles

et al., 1990; Vitu et al., 1993., Russo et al.,1993). Por lo tanto deben tomarse en cuenta

puntos especificos de prevencion y control para manejar los hatos con respecto al VAEC.

Se requiere realizar pruebas serologicas rutinarias con intervalos de 6 a 12 meses,
por un minimo de 5 afios, prefiriéndose intervalos de 3 meses cuando no se
encuentra evidencia de infeccion durante este periodo, y se busca un hato que pueda
ser considerado libre del virus.

Las crias no deben ser alimentadas con calostro o leche no pasteurizada de cabra si
se trata de un hato positivo. Tampoco deben ser alimentadas con mezcla de leche de
diferentes cabras, ya que si una sola hembra del rebafio es positiva, los cabritos
pueden resultar infectados.

La leche proveniente de otros rebafios no debe ser utilizada bajo ninguna
circunstancia.

Todos los animales nuevos deben ser seroldgicamente probados antes de
introducirlos al rebafo.

La importacidon de animales, tanto machos como hembras, semen, o embriones para
transferencia, debe ser cuidadosamente monitoreada y controlada.

Aislamiento de los animales reactores positivos.

Aislamiento de la progenie de los reactores positivos.

Los reactores positivos deben ser separados de los negativos por una distancia
minima de 1.8 metros.

Separar los utensilios que se utilizan para proporcionar agua y alimentacion.
Ordenar primero a las hembras seronegativas y después a las seropositivas.

La remocion al nacimiento de las crias de hembras seronegativas, evitando el
lamido y el amamantamiento, posibilita la obtencién de un cabrito no infectado en

la mayoria de los casos pero aumenta la mortalidad de cabritos.
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e Aislar a los cabritos de las cabras seropositivas y criar con calostro o leche de vaca.
Si se va a alimentar con leche de cabra, esta debe ser pasteurizada aunque provenga
de hembras seronegativas, procurando no usar la que provenga de hembras
seropositivas.

e Monitorear serolégicamente a los cabritos.

(Robinson et al., 1986, Kirkland et al., 1987, Pétursson et al., 1992, Rimstad et al., 1993)
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2.0 Hipotesis.

El virus de la Artritis Encefalitis Caprina (VAEC) puede infectar y permanecer en células
epiteliales de las glandulas accesorias del aparato reproductor del macho caprino; ademas

es capaz de generar una respuesta inmune humoral en fetos de pequefios rumiantes.

3.0 Objetivos.

3.1 OBJETIVOS GENERALES.

Demostrar la capacidad del Virus de Artritis Encefalitis Caprina de infectar cultivos
celulares derivados del epitelio de Vesiculas Seminales, Ampulas y Glandulas
Bulbouretrales de fetos de pequefios rumiantes; e identificar al provirus en muestras de los
tejidos de las mismas glandulas obtenidas de machos caprinos infectados.

Identificar si el Virus de Artritis Encefalitis Caprina puede estimular la respuesta inmune

humoral en fetos de pequefios rumiantes.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

* Establecer y mantener cultivos celulares a partir de glandulas accesorias del aparato
reproductor de fetos machos de pequefos rumiantes para demostrar la infeccion con una
cepa de referencia ATCC del VAEC.

* Detectar la presencia de antigenos virales y provirus del VAEC en cultivos celulares
infectados mediante inmunohistoquimica e hibridacion in situ.

* Detectar la presencia del provirus de VAEC mediante hibridacion in situ en muestras de
tejidos de glandulas accesorias obtenidas de machos caprinos infectados.

* Evidenciar la presencia de anticuerpos contra Lentivirus de pequefios rumiantes (LvPR)
en fetos de ovino y caprino y determinar en que etapa de la gestacion se puede dar esta

respuesta.
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4.0 Material y Métodos.
El trabajo se dividi6 en 3 etapas:
4.1 Estudio In Vitro.

4.1.1 Cultivos celulares.

Se obtuvieron fetos caprinos y ovinos machos en los rastros municipales de Tlalnepantla y
Naucalpan, en el Estado de México. Estos fueron conservados en hielo para su traslado a la
Unidad de Investigacion Multidisciplinaria en Salud Animal en la FES Cuautitlan.

Los fetos se desinfectaron y quirargicamente se extrajeron las glandulas accesorias
(vesiculas seminales, glandulas bulbouretrales y &mpulas), que se colocaron en solucion de
Hank's sin glucosa con 1% de antibiotico, aproximadamente 15 minutos.

Las glandulas se lavaron 2 veces en solucion de Hank’'s nueva y se retird la capsula,
posteriormente se dividieron en fragmentos de aproximadamente 2 o 3 mm. Estos se
colocaron en camaras de cultivo Lab-Tek (Cat. 177445) de 8 pozos y en laminillas cargadas
para hibridacion Probe on Plus (Fisher Scientifics. Cat. 15-188-52) estériles. Se les
agregaron 200 pul de medio de Glasgow con 10% de suero fetal bovino (SFB). Se incubaron

a 37°C con una atmosfera de 2% de CO,, se agregaron 100 pnl de medio diariamente.

4.1.2 Preparacion del inéculo.

En cultivos de células de membrana sinovial de cabra (MSC), se inoculd al virus cepa de
referencia ATCC VAEC VR-905, cepa clonada 75-G63. Se revisaron diariamente hasta la
observacion de la formacion de sincitios. Aproximadamente a los 21 dias se observo el
efecto citopatico y se procedié a cosechar el sobrenadante. Este sobrenadante se tituld en
MSC cultivadas en pacas de 96 pozos, en diluciones logaritmicas obteniéndose un titulo de

10° unidades formadoras de sincitios (UFS).

4.1.3 Inoculacién de los cultivos celulares.
Se retir6 el medio de cultivo de las laminillas y se agregaron 100 pl de indculo 10° UFS, 24
horas después se agregaron 100 pl de medio de Glasgow con 2% SFB, y diariamente se

agreg6 mas medio si era necesario.
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A los 7, 14 y 21 dias postinfeccion (PI) se retird el sobrenadante y se conservo en
congelacion para posteriores estudios, los cultivos se fijaron con metanol para
inmunohistoquimica y con paraformaldehido para hibridacion. Se mantuvieron a 4°C hasta

su procesamiento.

4.1.4 Inmunohistoquimica.

Las laminillas se hidrataron con PBS durante 10 minutos, posteriormente se bloqued la
peroxidasa enddgena con peroxido de hidrogeno al 0.5%, durante 15 minutos. Se realizaron
3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS. Se bloqued con suero porcino diluido 1:20
durante 1 hora a temperatura ambiente (TA). Se realizaron 3 lavados mas. Se agrego el
anticuerpo monoclonal anti-p28 de VAEC (VMRD, Inc. Cat. CAEP5A1) diluido 1:200 en
PBS-ASB al 0.5%, y se incub6 durante 2 horas TA en camara himeda. Se realizaron 3
lavados. Se agregé el anticuerpo anti-raton biotinilado (Bio SB. Cat. BSB0003) diluido
1:50 y se incub6 durante 1 hora TA en camara himeda. Después del lavado se agregd
estreptavidina preoxidada (Bio SB. Cat. BSB0003) y se incub6 durante 1 hora TA en
camara himeda. Se realiz6 el mismo proceso de lavado, y se agregd diaminobencidina al
1% con peroxido de hidrogeno 0.3%(Bio SB. Cat. BSB0003). Se esperd unos segundos a
que se observara la reaccion al microscopio Optico y se lavd con agua deionizada. Después
se realiz6 la tincion de contraste con hematoxilina de Harris durante 30 segundos, se lavo
con agua corriente, y se dio un bafio con carbonato de litio durante 15 segundos. Se lavo
con agua corriente y se montd con cubreobjetos y una solucion 1:1 de agua destilada y

glicerina para su observacion al microscopio.

4.1.5 Hibridacion In Situ.

La laminillas se colocaron en el sistema Microprobe (Fisher Scientifics. Cat. 15-188-30,
20). Se hidrataron mediante alcohol en concentraciones decrecientes. Se realizaron 3
lavados con buffer de barbituratos pH 8.2, durante 1 minuto cada uno. Las laminillas se
colocaron en PBT durante 3 minutos. Se les agregd proteinasa K y se incub6 durante 15
minutos a 37°C. Se realizaron 3 lavados con PBT de 1 minuto cada uno. Se incubaron con

anhidrido acético al 0.1% durante 10 minutos y se lavd 3 veces con agua deionizada. Se

27



agregd mezcla de hibridacion sin sonda TA durante 5 minutos. Se agregd nueva mezcla de
hibridacion y se incubaron a 65°C durante 1 hora.

Se incubaron durante 5 minutos a 90°C. Se agregd la sonda de DNA de cadena sencilla
marcada con digoxigenina, que detecta en el provirus la presencia de un fragmento del gen
pol (Sanna et al., 1999), diluida en mezcla de hibridacion, y se incubaron durante 4 horas a
60°C. Posteriormente se incubaron toda la noche a 4°C. Se lavaron 2 veces con mezcla de
hibridacion sin sonda durante 10 minutos a 65°C, después se repitieron los dos lavados
durante 45 minutos cada uno. Se lavaron con una solucion 1:1 de mezcla de hibridacion y
TBST por 10 minutos a 65°C. Se lavaron 2 veces con TBST por 15 minutos. Se lavaron 3
veces con agua deionizada durante 2 minutos. Se bloqued la peroxidasa endogena con
peroxido de hidrogeno al 0.3% por 15 minutos. Se lavaron 3 veces con PBS durante 2
minutos. Se bloqued con suero fetal caprino (SFC) diluido 1:20 durante 10 minutos. Se
lavaron con PBS 3 veces por 2 minutos. Se agregd CAS-Block (ZYMED Laboratories. Cat.
84-9246) y se incubaron durante 10 minutos TA. Se elimind el reactivo anterior sin lavar y
se agregaron anticuerpos anti-digoxigenina (ZYMED Laboratories. Cat. 84-9246)
incubandose durante 30 minutos. Se realizaron los lavados ya descritos. Se incubaron
durante 30 minutos a TA con anticuerpos anti-raton peroxidados. Se realizaron lavados con
PBS. Se agreg6 DAB-Cromogeno (ZYMED Laboratories. Cat. 84-9246) y se observo la
reaccion al microscopio. Se lavaron 2 veces con agua deionizada durante 3 minutos. Se
realizo tincion de contraste con hematoxilina de Harris durante 30 segundos. Se lavaron con
agua corriente. Las laminillas se bafiaron con carbonato de litio durante 15 segundos y se
lavaron con agua corriente. Se deshidrataron mediante alcohol en concentraciones
crecientes y se montaron con cubreobjetos y resina sintética para su observacion al

microscopio.

4.2 Estudio en muestras animales.

Se emplearon bloques de parafina de gldndulas anexas al tracto reproductor de machos
caprinos, obtenidos en un trabajo previo (Martinez et al., 2005); los cuales correspondian a

los o6rganos de animales evaluados mediante las pruebas de inmunodifusion en agar-gel

(IDAG), ELISA, Western blot (WB) y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),para
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determinar su estado con respecto a la infeccion con el VAEC. Se distribuyeron en 4
grupos:

Grupo I : 5 animales infectados naturalmente con el VAEC.

Grupo II : 3 animales previamente negativos, inoculados con la cepa de VAEC de
referencia ATCC VR-905.

Grupo III : 3 animales previamente negativos, inoculados con una cepa de VAEC aislada
en FES Cuautitlan.

Grupo IV: 2 animales negativos al VAEC.

Ademas se obtuvieron 3 animales mas: un animal adulto de 2 afios de edad con evidente
signologia de artritis y problemas respiratorios crénicos, un animal adulto de 1 afio de edad
sin ninguna signologia, un cabrito de 2 dias de edad hijo de madre seropositiva que ademas
tenia signologia nerviosa. Estos animales fueron evaluados por IDAG y ELISA. El animal
sin signologia resultd seronegativo a ambas pruebas y se incluyd en el grupo control
negativo. Los otros dos se incluyeron en el grupo I. Se sacrifico a los animales y se
obtuvieron muestras de diferentes tejidos incluyendo las glandulas anexas ya mencionadas.
Se conservaron con paraformaldehido al 4% y se incluyeron en parafina.

Se realizaron cortes de 4 micras y se colocaron sobre laminillas cargadas para hibridacion

Probe on plus (FisherScientifics. Cat. 15-188-52).

4.2.1 Hibridacion In Situ.
La técnica de hibridacion en tejidos es similar a la utilizada en cultivos celulares con las
siguiente modificaciones:

e Se desparafinaron los tejidos durante 30 minutos a 60°C, posteriormente se lavé 3
veces con xilol durante 1 minuto. Las laminillas se colocaron en el sistema
Microprobe (Fisher Scientifics. Cat. 15-188-30, 20). Se hidrataron mediante
alcoholes progresivos. Se agregd PBT y se incubd durante 3 minutos.

e No se utilizaron lavados con buffer de barbituratos pH 8.2.
4.2.2 Anélisis Estadistico.

Con a finalidad de demostrar una mayor afinidad del VAEC por alguna de las 3 glandulas

estudiadas se ordenaron los resultados positivos obtenidos en una tabla, tomando en cuenta
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a que glandula y a que grupo de animales correspondian. Esta fue analizada mediante tablas
de contingencia y prueba de chi cuadrada, utilizando el programa de analisis estadistico

Prism Ver 4.0., buscando diferencias significativas entre grupos o entre glandulas.

4.3 Serologia fetal.

En los rastros Municipales de Tlalnepantla y Naucalpan, al momento del sacrificio de
hembras gestantes se obtuvieron 119 fetos (54 caprinos y 65 ovinos).

Se determino el tiempo aproximado de gestacion mediante la medicion de la distancia de la
nuca a la base de la cola (Lyngset, 1971), obteniendo un rango de 50 a 145 dias de
gestacion.

Se obtuvo sangre o liquido tordcico. Posteriormente se centrifugd a 3500 RPM por 10
minutos para separar el suero del paquete celular. El suero se conservd en congelacion a

-70°C hasta su uso.

4.3.1 ELISA.

Los sueros fueron evaluados mediante el KIT Maedi-Visna/CAEV Serodiagnosis, ELISA
TEST SERUM, Institut Pourquier, Version P00302/02. Una técnica de ELISA indirecta
que detecta IgGs mediante 2 péptidos inmunogénicos: proteina transmembranal (TM, gen
ENV) y una proteina P28 recombinante, componente de la capside viral (gen GAG). El uso
de estas proteinas tan conservadas permite la deteccion de un amplio espectro de variantes

serologicas.
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5.0 Resultados.

5.1 Estudio in vitro.

Se lograron establecer cultivos celulares mediante la técnica de explante. Se alcanzd una
confluencia aproximadamente del 60%, las células presentaron 2 morfologias principales:
fibroblasticas, posiblemente derivadas de partes de los intersticios glandulares; y epiteliales,
derivadas del epitelio glandular. Se logré mantener dichas células hasta 30 o 33 dias, pero

no sobrevivieron al tratar de dar un pase. Ver figura 6.

Una vez inoculados los cultivos se comenzaron a observar lesiones sugerentes de sincitios
aproximadamente al dia 14 PI. Lo cual fue confirmado mediante tincion de Papanicolau.

Ver figura 7.

Con la inmunohistoquimica empleando el monoclonal para p28, se observd un marcaje
positivo en los cultivos celulares de las tres glandulas, a los 14 y 21 dias PI, los cultivos con
7 dias PI procesados no presentaron dicho marcaje. El marcaje se observo en las células de

morfologia epitelial. Ver figura 8.

Con la hibridacion in situ se observo sefial de hibridacion a nivel nuclear en células de

morfologia epitelial, en los cultivos de 14 dias PI de las 3 glandulas. Ver figura 9.

Fig 6. Cultivos celulares derivados de las glandulas accesorias. a) Ampula 5 dias, b)
Glandula Bulbouretral 5 dias, ¢) Vesicula Seminal 5 dias.

a 40x b 40x | © 40x
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Fig. 7. Cultivos celulares infectados con el VAEC ATCC tefiidas mediante la técnica de

Papanicolau. Las flechas indican la presencia de sincitios. a) Vesicula Seminal 15 dias PI,

b) Glandula Bulbouretral 15 dias PI. ¢) Vesicula Seminal control negativo. d) Glandula

Bulbouretral control negativo.

a 40x

C 40x

40x

40x
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Fig. 8. Cultivos celulares 14 dias post infeccion tefiidos mediante una técnica
inmunohistoquimica, las flechas indican la presencia de marcaje positivo a la proteina P28
del VAEC. a) Células de Ampula infectadas, b) Células de Glandula Bulbouretral
infectadas, c¢) Células de Vesicula Seminal infectadas, d) Ampula control negativo, e)

Glandula Bulbouretral control negativo, f) Vesicula Seminal control negativo.
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Fig. 9. Cultivos celulares 14 dias post infeccion procesado mediante la técnica de

hibridacion in situ, las flechas indican la sefnal de hibridacion del provirus del VAEC en los

nucleos de células de morfologia epitelial.

a) Células de Vesicula Seminal infectadas,

b) Células de Glandula Bulbouretral infectadas, ¢) Células de Ampula infectadas,

d) Vesicula seminal control negativo, e) Glandula Bulbouretral control negativo, f) Ampula

control negativo.

a 40x

40x

5.2 Estudio en muestras animales.
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5.2 Estudio en muestras animales.

Se observaron senales de hibridacion a nivel nuclear, en las células epiteliales de las tres
glandulas de los grupos positivos. Mientras que el grupo de animales negativos no la
presento.

Todas las muestras se corrieron por triplicado. En la Tabla 2 se reporta el nimero de

muestras positivas ordenadas por glandula y grupo al que corresponden:

Tabla 2.- Numero de muestras de glandulas accesorias de machos caprinos, positivas a la

hibridacion in situ, en los 4 grupos .

Glandula /Grupo Grupo 1 Grupo 11 Grupo 111 Grupo IV
(Infeccién Natural) (Cepa ATCC) Inoculacion Control
FESC Negativo
Vesicula seminal 6/7 1/3 3/3 0/3
G. Bulbouretral 5/7 2/3 1/3 0/3
Ampula 4/7 2/3 2/3 0/3

Se analizaron estos resultados mediante tablas de contingencia y prueba de chi cuadrada.
No se obtuvieron diferencias significativas entre los nimeros de muestras con sefial de
hibridacion entre las muestras de animales positivos (Grupos I, II, III), sin embargo si la
hubo cuando se compararon con las muestras del grupo de animales negativos (Grupo 1V).
No se encontr6 diferencia significativa entre los resultados positivos de los 3 tipos de
glandulas.

A continuacion se presentan algunas microfotografias de las muestras procesadas por

hibridacion in situ. Ver figuras 10, 11 y 12.
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Fig. 10.- Muestras de Vesicula Seminal de machos caprinos, procesadas mediante la técnica
de hibridacion in situ, las flechas indican la sefal de hibridacion del provirus de VAEC en
los nticleos del epitelio glandular. a) Grupo I animales infectados naturalmente, b) Grupo II
animales inoculados con una cepa de VAEC ATCC, c) Grupo III animales inoculados con
un aislado en FESC, d) Grupo IV animales negativos al VAEC.
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Fig. 11.- Muestras de Glandula Bulbouretral de machos caprinos, procesadas mediante la
técnica de hibridacion in situ, las flechas indican la sefial de hibridacion del provirus de
VAEC en los nucleos del epitelio glandular. a) Grupo I animales infectados naturalmente,
b) Grupo II animales inoculados con una cepa de VAEC ATCC, c¢) Grupo III animales

inoculados con un aislado en FESC, d) Grupo I'V animales negativos al VAEC.
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Fig. 1.- Muestras de Ampula de machos caprinos, procesadas mediante la técnica de
hibridacion in situ, las flechas indican la sefial de hibridacion del provirus de VAEC en los
nucleos del epitelio glandular. a) Grupo I animales infectados naturalmente, b) Grupo 11
animales inoculados con una cepa de VAEC ATCC, ¢) Grupo III animales inoculados con
un aislado en FESC, d) Grupo IV animales negativos al VAEC.
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5.3 Serologia fetal.

Se detectaron 9 fetos seropositivos y 5 sospechosos. De los positivos 5 eran fetos caprinos
de aproximadamente 80 dias de gestacion; 4 eran fetos ovinos de entre 90 y 100 dias de
gestacion y los 5 fetos sospechosos 2 eran de origen ovino y 3 de origen caprino, de

aproximadamente 60 dias de gestacion. Los resultados se resumen en la Grafica 1.

Grafica 1.- Numero de sueros de fetos positivos y sospechosos a la presencia de anticuerpos

contra Lentivirus de Pequefios Rumiantes, distribuidos por dias de gestacion.
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6.0 Discusion.

Los ensayos in vitro sugieren que las células epiteliales de las glandulas acesorias
son permisivas a la replicacion viral, ya que se demostrd el provirus a nivel nuclear por
hibridaciéon in situ y la proteina p28 sobre la membrana de las células por
inmunohistoquimica, lo cual pudiera indicar un proceso activo de replicacion. Por otro lado
los resultados obtenidos en muestras de animales infectados indican la presencia del provirus
en el nucleo de células epiteliales de las glandulas accesorias del tracto reproductor de
machos caprinos infectados con el VAEC. No se encontré una diferencia significativa en el
namero de muestras positivas entre los tres tipos glandulares estudiados que pudiera indicar
una mayor predisposicion de una u otra a la infeccion.

Se han realizado algunos trabajos para mantener in vitro células o tejidos
pertenecientes a glandulas accesorias del tracto reproductor de diferentes especies, con
distintas finalidades; tales como cultivos de prostata de ratones postnatales, para estudiar
efectos hormonales en la estructura glandular (Franks et al., 1960; Franks, 1961). Se ha
cultivado tejido testicular de ratas para estudios de espermatogénesis, lograndose rangos de
supervivencia de hasta 6 meses (Steinberger et al., 1964) de células de vesicula seminal y
otras glandulas accesorias de raton, obteniendo sobrevivencia de las células hasta por 28 dias
(Spring-Mills et al., 1983). En estos trabajos se utiliz6 suplementacién hormonal, a lo cual
los autores atribuyen el tiempo de sobrevivencia de las células en cultivo ya que utilizaron
tejidos provenientes de animales jovenes; en contraposicion, en este trabajo no se requirio
suplementacion hormonal, ya que los tejidos utilizados fueron de origen fetal, esto facilito
que la células se pudieran separar del tejido y crecer de forma satisfactoria sin la presencia de
hormonas.

Existen antecedentes de la capacidad de infeccion y replicacion del VAEC en células
de diferentes epitelios. Mselli-Lakhal et al. (1999), demostraron in vitro que las células
epiteliales derivadas de glandula mamaria son capaces de producir altos titulos virales sin
presentar efecto citopatico aparente. De la misma forma, Lamara et al. (2002), demostraron
que las células epiteliales de los oviductos pueden tener la capacidad de funcionar como
reservorios del virus. También se ha detectado el virus en células endoteliales del plexo

coroideo de animales infectados (Sanna et al., 1999). Inclusive se encontr6 antigeno viral en
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células endoteliales y adipocitos de médula 6sea (Grossi et al., 2005). Martinez et al., (2005)
Ali Al Ahmad et al., (2008) y Peterson et al.,(2008) han detectado al virus en tejidos del
tracto reproductor de machos caprinos.

En el caso de Maedi-Visna (MV), que como ya se mencion6 estd muy relacionado
con AEC (Zanoni et al., 1998; Ravazzolo et al., 2001; Shah et al., 2004; Pisoni et al., 2005),
se han realizado pocos estudios, De la Concha et al., (1996) no encontraron presencia del
VMYV en semen de animales infectados, sino hasta que se realiz6 una superinfeccion con
Brucella ovis para inducir epididimitis. Resultados similares fueron obtenidos por Preziuso et
al. en 2003. Estos trabajos concluyeron que cualquier proceso inflamatorio de los testiculos
puede inducir la excrecion de virus al semen. Sin embargo, cuando se utilizaron carneros
infectados como sementales, no se observd seroconversion en las ovejas sanas montadas, ni
presentacion de signos clinicos de la enfermedad (Krogsrud et al., 1978). En un trabajo mas
reciente, se detectd DNA proviral de VMV en testiculo, epididimo, dmpula y vesicula
seminal de carneros infectados experimentalmente, asi como en el semen, sin que los
animales presentaran algun tipo de proceso inflamatorio (Peterson et al., 2008).
Otros lentivirus, como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el virus de la
inmunodeficiencia del simio (VIS), el virus de la inmunodeficiencia felina (VIF) y el virus
de la inmunodeficiencia bovina (VIB), han mostrado un comportamiento similar en cuanto a
la infeccion de células epiteliales y la transmision venérea; el VIH tiene la capacidad de
infectar células epiteliales de la cavidad oral (Moore et al., 2003), del epitelio intestinal
(Delézay et al., 1997), y se ha detectado la presencia de virus libre y asociado a células en el
semen humano mediante PCR (Bujan et al., 2002). El VIS también se ha demostrado en
células epiteliales del tracto reproductor, tanto del macho como de la hembra (Miller, 1998).
Le Tortorec et al., (2008) mediante técnicas moleculares como PCR anidado, hibridacion in
situ e inmunohistoquimica reportaron la presencia del VIS en testiculo, epididimo, prostata,
y vesicula seminal, en etapas tempranas de la infeccion. Esta ultima gldndula present6 una
mayor presencia viral en el epitelio secretor, esto puede explicar que a partir de la secrecion
glandular llegue el VIS en forma libre al semen, y no nada més asociado a células
inflamatorias. Ademas, no se observaron cambios en la cantidad y calidad del eyaculado de
los animales infectados. De la misma manera, Martinez et al. en 2005, reportaron la

presencia de antigenos virales de AEC en estas mismas glandulas mediante
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inmunohistoquimica. Ademas, reportaron que los cambios patologicos en el tracto
reproductor atribuibles al VAEC encontrados eran minimos en estos tejidos y no se alter6 la
cantidad ni la calidad del semen producido. Los resultados, que hemos obtenido en este
trabajo, aunados a otros estudios que han detectado virus libre y virus integrado en las
células mononucleares presentes en el semen, asi como de otros oOrganos del tracto
reproductor (Travassos et al., 1999; Ali Al Ahmad et al., 2008; Peterson et al., 2008),
soportan la posibilidad de la transmision venérea del virus de la artritis encefalitis caprina.
Sin embargo, en los trabajos de Ali Al Ahmad et al. (2008) y Peterson et al. (2008) se
encontr6 la presencia del virus inicamente en células que pueden corresponder a macréfagos
subepiteliales; en contraste, los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran la
presencia del DNA proviral directamente en el epitelio glandular. Las tres glandulas
producen la mayor parte de los componentes del liquido seminal (Wai-sum et al., 2006) y
sus células epiteliales son permisivas a la infeccion del virus, pudiendo aportar virus al
semen y participar en la diseminacion de la enfermedad, ya que la presencia del virus en el
eyaculado puede diseminar la enfermedad por contaminacioén del ambiente, y eventualmente
por transmision venérea.

En el caso del Virus de la Inmunodeficiencia Felina se han hecho estudios similares
obteniendo mediante PCR resultados positivos en diferentes tejidos del tacto reproductor,
especialmente testiculo y epididimo, (Bishop et al., 1996). La transmision venérea en las
inmunodeficiencias del humano, simio y del gato ha sido comprobada mediante la
demostracion de la produccion de anticuerpos en hembras seronegativas después de la copula
o inseminacion artificial con semen positivo a la presencia de virus libre, y virus asociado a
células (Mermin et al., 1991; Miller et al., 1998; Jordan et al., 1998). En bovinos se ha
detectado mediante la técnica de PCR la excrecion de Virus de Inmunodeficiencia Bovina en
forma asociada a células y libre en el semen, de forma intermitente (Nash et al., 1995; Gradil
et al., 1999), sin embargo no se han realizado estudios para determinar cual es la fuente de
particulas virales, ni se ha demostrado la capacidad de transmision por via venérea. La
transmision venérea también ha sido estudiada en la Leucosis Enzootica Bovina (LEB) que
es causada por un retrovirus del género deltaretrovirus, sin embargo la informacion existente
en la actualidad es contradictoria: Casal et al. (1990) y Choi et al. (2002), no obtuvieron

resultados positivos mediante PCR ni observaron seroconversion en ensayos de inoculacion
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intraperitoneal de ovinos con semen de machos seropositivos; en contraste, Dus Santos
(2006) y Dus Santos et al. (2007) han reportado, mediante PCR, la excrecion intermitente de
virus en semen de animales seropositivos, pero no evaluaron su infectividad. A pesar de esta
situacioén se sigue considerando a la presencia de virus de LEB como restrictivo en el
comercio de semen bovino para inseminacion artificial.

Los machos caprinos infectados pueden jugar un papel importante en la prevalencia de la
enfermedad en los hatos, ya que no se controla de forma adecuada a los sementales. Sin
embargo, la posibilidad de la transmision venérea debe ser demostrada en forma directa
para AEC.

Otros agentes virales también han demostrado capacidad de infeccion del tracto reproductor
de machos y su transmision venérea. En el caso del rubulavirus porcino, causante de la
Enfermedad de Ojo Azul, esta bien demostrado que dentro de sus manifestaciones clinicas
ocurre orquitis y epididimitis, con formacion de granulomas espermaticos, y posterior atrofia
del tejido (Ramirez-Mendoza et al., 1997). Martinez et al en el 2005 reportaron la presencia
de algunos granulomas espermaticos en el epididimo de machos caprinos infectados con el
VAEC, pero no establecieron si eran causados por el virus o por algun otro proceso
patologico. Ademas, la extension del dafio no llega al proceso inflamatorio como tal, sélo se
ha reportado de forma poco comiin hidrocele y edema. También se ha reportado que el
rubulavirus causa una disminuciéon importante en la calidad y fertilidad del semen (Solis et
al., 2007), mientras que en el caso de AEC no se observa ningin tipo de alteracion (Martinez
etal., 2005). Esto puede atribuirse a las diferencias en las caracteristicas bioldgicas de ambos
virus. El curso de la enfermedad por rubulavirus es mucho mas rdpido que el del lentivirus,
por lo cual las alteraciones patoldgicas pueden ser mas extensas.

En Lengua Azul, ocasionada por un orbivirus ovino, el virus ha sido detectado en
semen de animales virémicos, sin embargo su transmision por esta via se ha considerado de
menor importancia, porque su ciclo requiere de la participacion de las células epiteliales de
su artropodo vector (Thomas et al., 1985; Afshar, 1994). Sin embargo, Gibbs et al. (1994)
reportan que no es necesaria la presencia del vector para la transmision de la enfermedad, por
lo que no debe ser descartada esta posibilidad. El orbivirus puede ocasionar infertilidad
pasajera, de la cual los animales se recuperan rapidamente y no altera la calidad del semen de

los animales infectados (Thomas et al., 1985).
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El pestivirus bovino causante de la Diarrea Viral Bovina (DVB), también puede ser
transmitido por el semen infectado; se ha reportado que animales infectados de forma
persistente, excretan de forma intermitente altos titulos virales sin que exista dafio aparente
en los tejidos del tracto reproductor (Voges et al., 1998). Ademas, Kirkland et al. en 1991
describieron en DVB que el testiculo, epididimo y gldndulas accesorias son susceptibles a la
infeccion y replicacion del virus, siendo la vesicula seminal el sitio de replicacion mas
productivo. Es importante recalcar sin embargo, que tanto el rubulavirus porcino, como el
orbivirus ovino y el pestivirus bovino presentan diferencias muy importantes en cuanto a su
biologia y replicacion, entre ellos, y cuando se comparan con el VAEC, lo cual puede
explicar por qué en el caso de este virus, no se observan cambios patologicos importantes en
los tejidos, ni se altera la fertilidad de los sementales.

Hasta ahora no existen datos sobre la respuesta humoral contra LvPR en fetos, por lo
que la deteccion de anticuerpos contra VAEC en algunos de los fetos utilizados en este
estudio es un primer reporte. Se ha observado que crias caprinas obtenidas mediante cesarea
y alimentadas con calostro libre de virus pueden llegar a seroconvertir a los pocos meses del
nacimiento (Rowe et al.,1992). Se ha demostrado la susceptibilidad de las células epiteliales
del ttero a la infeccion con LvPR (Lamara et al., 2002; Fien et al., 2003); también se han
infectado directamente fetos de forma experimental con resultados positivos y se ha logrado
aislar el virus de fetos de aproximadamente 100 dias de gestacion (Cutlip et al., 1982). Estos
hallazgos pueden sugerir que la infeccion transplacentaria puede ocurrir, pero su importancia
en la prevalencia de la enfermedad permanece incierta (Blacklaws et al., 2004).

La posible transmision venérea de macho a hembra, debe ser tomada en cuenta en los
programas de control de AEC, ya que no solo existe la posibilidad de infectar a la hembra,
sino también al producto de la gestacion. Existen reportes en otros lentivirus como el VIH y
el VIF que han demostrado la transmision transplacentaria en diferentes etapas de la
gestacion (O’Neil et al., 1996; DiMaria et al., 1986). El VIF se ha utilizado como modelo
animal de la transmision transplacentaria del VIH, y se ha observado que ocurre
generalmente durante el tercer tercio de la gestacion; los principales tejidos blanco del VIF
son cerebro fetal y tejidos ricos en monocitos (Rogers et al., 1998). Es importante remarcar
que el tipo de placentacion de los felinos y humanos es diferente de la de los rumiantes, en

las dos primeras ocurre el paso de macromoléculas de la madre al producto, facilitando el
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paso de patdgenos y anticuerpos (Anderson et al., 1997), mientras que la de los rumiantes no
permite este intercambio (Weaver et al., 2000).

Las enfermedades virales al infectar al feto causan dafios que desencadenan el aborto
o la reabsorcion del producto, cuando esto no sucede, el feto puede desarrollar
inmunotolerancia, es decir, ser incapaz de montar una respuesta inmune adecuada contra el
antigeno viral, como sucede en el caso de Diarrea Viral Bovina. El feto al infectarse en
etapas tempranas de la gestacion, comienza a reconocer los antigenos virales como propios,
y los animales al nacer se infectan con cepas de campo, desarrollando cuadros muy fuertes y
generalmente mortales, esto depende de la etapa de gestacion en que se da la infeccion y de
la cepa viral involucrada (Bielefeldt et al., 1982). Se puede sugerir que los cabritos que
desarrollan la forma de encefalitis, pudieran ser animales infectados in Utero, esta hipdtesis
requiere estudios posteriores, ya que las alteraciones patologicas ocasionadas por AEC se
deben principalmente a la respuesta inmune contra el virus (Bertoni 2007). No se ha
reportado la generacion de inmunotolerancia en cabritos provenientes de madres
seropositivas, y los resultados obtenidos en este estudio, de los fetos positivos y los
sospechosos, muestran que algunos son capaces de generar anticuerpos a partir del segundo
tercio de la gestacion (Ver grafica 1). Se puede descartar que los anticuerpos detectados sean
de origen materno ya que el tipo de placentacion de los rumiantes evita el paso de
macromoléculas de la madre al producto y viceversa (Fahey et al. 1978). Se reporta que la
principal respuesta humoral en los fetos es de la clase IgM y en menor medida IgG (Talmage
et al., 1979; Parsonson et al., 1981). La técnica de ELISA indirecta utilizada en este trabajo,
detecta principalmente IgG, por lo tanto existe la posibilidad de que un mayor niimero de
fetos hubieran montado una respuesta inmune contra el virus, pero no pudieron ser
detectados por la técnica utilizada. Se deben realizar estudios mas profundo sobre este tema.

En fetos infectados con VIF se ha detectado la presencia de IgG mediante la técnica
de ELISA, unicamente cuando los titulos de anticuerpos maternos son altos, es decir, cuando
se encuentran en etapas iniciales la infeccion de la madre (Weaver et al., 2005); en AEC la
respuesta humoral fetal es completamente independiente del estado inmunoldgico de la
madre, por el tipo de placentacion. En VIF se sabe que existe una fuerte inmuosupresion en
fases finales de la enfermedad, ya que al igual que en el VIH, se destruye la subpoblacion de

Linfocitos T CD4+ (Tompkins et al., 2008), lo cual puede explicar por que la mayor parte de
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fetos felinos infectados no presentan anticuerpos contra el VIF u otros agentes patdégenos
(O’Neil et al., 1995). Sin embargo, se ha demostrado que AEC no causa inmunodeficiencia,
aunque las células afectadas son los monocitos y macrofagos (Peluso et al. 1988). La
infeccion en estas células ocasiona una desregulacion que hace que la respuesta inmune se
dirija hacia Th2, estimulandose la produccion de anticuerpos en forma importante (Lechner

etal., 1997), aunque se desconoce en la actualidad si asi ocurre en el feto caprino.
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7.0 Conclusiones.

Se demostr6 la presencia del virus de artritis encefalitis caprina en las células
epiteliales de vesicula seminal, glandula bulbouretral y ampula, pudiendo

considerarse estas como un reservorio del virus que aporte particulas al semen

Se demostré la presencia de antigeno viral y provirus de AEC en células epiteliales
de glandulas accesorias mantenidas in vitro, sugiriendo que estas pueden ser

permisivas a la replicacion viral.

Es posible cultivar células epiteliales de las glandulas accesorias de machos

caprinos para la realizacion de estudios de infectividad viral.

Se detect6 la presencia de anticuerpos contra el virus de artritis encefalitis caprina
en fetos, lo cual indica que tuvieron contacto con antigenos virales durante la
gestacion, y que es posible la transmision transplacentaria del virus, sin embargo, se

requieren mas estudios a este respecto.
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