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RESUMEN

Se determin6 el efecto del virus de la enfermedad de ojo azul (EOA)
asociado a leucospermia, sobre la calidad y viabilidad espermatica en verracos.
Se utilizaron 9 sementales hibridos de linea materna York-Landrace, con una edad
de 6 meses, peso vivo promedio de 100 kg, clinicamente sanos. El estudio se
desarroll6 en dos etapas una de campo (EC) y otra de etapa en condiciones
controladas de experimentacion (ECC), ésta ultima de subdividié en dos fases una
previa a la inoculaciéon (FPI) via oronasal con el Rubulavirus porcino (virus de la
enfermedad de ojo azul), donde el semen fue colectado durante 10 semanas y 20
semanas en la fase posterior al desafio con el virus (FPOI), una vez cada semana,
utilizando la técnica de la mano enguantada. Se evalué volumen seminal,
porcentajes de espermatozoides vivos, de anormalidades espermaticas, de
motilidad progresiva, concentracion espermatica, y cuantificaciéon de leucocitos en
semen. Los resultados mostraron diferencias entre las fases en la concentracion
espermatica, en porcentaje de anormalidades y en la concentracion de leucocitos
en semen (P<0.05). Asi, el virus de la EOA, estuvo asociado a leucospermia,
disminuyé la concentracion espermatica, incrementd las anormalidades
morfolégicas pero no afectd el volumen seminal, la motilidad progresiva ni la
viabilidad espermatica.

Palabras clave: virus de ojo azul, leucospermia, semen, verraco, calidad y

viabilidad espermatica



Abstract

It was determined the effect of blue eye virus disease associated to
leukocytospermia on the sperm quality and viability in boars. Nine boars were
used, hybrids of maternal line (York-Landrace), with an age of 6 months years old,
with an average body weight 100 kg, clinical healthy. The study was divided into
two stages, one in farm (EC) and other in experimentation controlled conditions
(ECC), the last one was subdivided in two phases, one before oronasal inoculation
(FPI) with the porcine Rubulavirus (virus of blue eye disease) where the semen
was collected during 10 weeks and 20 weeks in the phase after the challenge with
the virus post inoculation (FPOI), once every week, using by the gloved hand
technique. It was evaluated the seminal volume, percentages of live spermatozoa,
abnormal morphology, progressive motility of spermatozoa, sperm concentration,
and quantification of leukocytes in semen. Results showed differences among
phases in sperm concentration, percentage of abnormal spermatozoa and
leukocytes numbers ( P< 0.05) in semen. Then, the blue eye virus was associated
to leukocytospermia, decreased sperm concentration, increased the morphologic
abnormalities, but did not affected the seminal volume, the progressive motility

neither the sperm viability.

Keywords: blue eye virus, leukocytospermia, semen, boar, quality and sperm

viability



1. INTRODUCCION

A principios de 1980 se observd, por primera vez en México una
enfermedad caracterizada por signos nerviosos en lechones y opacidad de la
cérnea en cerdos mayores, a la que se le denominé como Enfermedad de “Ojo
Azul” (EOA). Es causada por un virus que pertenece a la familia Paramixoviridae,
del género Rubulavirus especie porcino (RVP) (Stephano et al., 1981).

Los primeros casos de la enfermedad fueron observados en granjas de La
Piedad, Michoacan, pero rapidamente ésta se difundié a granjas de los Estados de
Guanajuato, Jalisco y al resto de Michoacan; con frecuencia los animales
afectados presentaban opacidad en la cornea, tanto en cerdos de granja como de
traspatio (Stephano, 1986c¢).

En 1982 la enfermedad se diagnostico en el Estado de México; en 1983 en
el D. F., Nuevo Leon, Hidalgo, Tlaxcala, Yucatan, Tabasco y Querétaro; y, en 1984
en Tamaulipas. Muestreos serologicos han determinado que en los Estados
mencionados, existe la presencia de anticuerpos contra el Rubulavirus porcino.
Los Estados del altiplano de México y especialmente La Piedad Michoacan
continian siendo la principal zona de infeccion y diseminacién de la EOA hacia
estados libres de la enfermedad (Solis, 2002a).

El virus se disemind rapidamente por la falta de conocimientos de los
porcicultores, asi como de los médicos veterinarios ante la nueva enfermedad. El
manejo inadecuado de los animales, la propagacion del virus por efecto
iatrogénico e ingreso de los animales seropositivos, favorecié la diseminacion vy

expansion de la EOA hacia las granjas no infectadas (Stephano, 1986b).



En un andlisis de los brotes de la enfermedad se encontré que ademas de
los signos mencionados, encefalitis y la opacidad de la cérnea, se produce
neumonia intersticial, aumentos de la mortalidad en lechones y cerdos recién
destetados y falla reproductiva en las cerdas; también se caracteriza por disturbios
del sistema nervioso central. Ademas, se le responsabiliza como predisponente de
problemas respiratorios. Los signos clinicos son variables y dependen de la edad y
susceptibilidad de los cerdos (Stephano, 1986a). El virus de la EOA altera
sensiblemente los parametros de las caracteristicas productivas de las granjas,
presentandose un claro efecto sobre la reproduccion aunado con la elevacion de
la mortalidad en lechones y un ligero efecto sobre la mortalidad de animales en
etapa de destete (Carredn, 1986).

La enfermedad puede afectar la capacidad reproductiva y provocar
infertilidad en el verraco (Stephano et al., 1990). Los verracos que se ven
afectados con este padecimiento no muestran cambios en su comportamiento
sexual, sin embargo, la integridad testicular y los parametros reproductivos se ven

seriamente afectados (Ramirez et al., 1997; Solis et al., 2001a).



2. MARCO TEORICO

2.1. GENERALIDADES

Desde el inicio de los 80’s Stephano et al asociaron la enfermedad con un
virus hemaglutinante (Stephano et al., 1981). Debido a la dificultad inicial de
reproducir los signos en animales, estos autores denominaron al problema como
sindrome del ojo azul. Al tener certeza de que la enfermedad era generada por un
paramixovirus porcino, denominaron la infeccion como la enfermedad del ojo azul.
Constituye un padecimiento de los cerdos y fue descubierta en México en 1980.
Ha sido diagnosticada unicamente en este pais, la zona mas afectada es la que
comprende los Estados de Michoacan, Jalisco y Guanajuato. Ademas se ha
diagnosticado en los Estados de México, Querétaro, Hidalgo, Tlaxcala y Puebla
(Stephano et al., 1981; Stephano et al., 1988). Este padecimiento es uno de las
mas graves en el centro del pais, en la actualidad provoca fuertes estragos

sanitarios (Stephano et al., 1985a).

2.1.1. Etiologia de la enfermedad

El Rubulavirus porcino (RVP) es un virus emergente; es el agente etioldgico
de la EOA. Debido a su similitud estructural, funcional y genética con los virus de
la parotiditis humana (VPH), parainfluenza humana 2, 4 y parainfluenza 5, este
virus fue clasificado como especie porcina del género Rubulavirus, subfamilia
Paramixovirinae, familia Paramixoviridae, orden Mononegavirales. EI genoma del
virus esta formado por una sola molécula de acido ribonucléico (ARN) de polaridad

negativa, la cual se divide en seis genes. La nucleocapside es de forma helicoidal



y se constituye por la union intima de la nucleoproteina con el ARN, al cual
también se asocian las proteinas L y P que forman un complejo con la actividad de
polimerasa de ARN. La nucleocapside se encuentra rodeada por una membrana
lipoproteinica de origen celular que presenta hacia el interior del viridn la proteina
matriz (M) y hacia el exterior las glicoproteinas de fusion (F) y la hemaglutinina
neuraminidasa (HN). La glicoproteina F es responsable de la fusion de las
membranas celular y viral, la lisis de eritrocitos y la formacion de sincicios en
cultivos celulares; mientras que la glicoproteina HN reconoce al receptor celular y
posee la capacidad de hidrolizar &acidos sidlicos celulares (actividad
neuraminidasa). La funcion de la glicoproteina HN es crucial porque constituye el
primer paso en la introduccion del virus a la célula, en el RVP este proceso
involucra el reconocimiento de moléculas de &acido sialico unido por enlace
glucosidico a 2.3 a galactosa, las cuales se localizan en las porciones terminales
de glicolipidos y glicoproteinas de membranas celulares. La expresion de estas
moléculas en el sistema nervioso central es abundante en animales recién nacidos
y sufre modificaciones durante el proceso de maduracion de los cerdos, lo que
constituye un factor determinante de la susceptibilidad de este tejido a la infeccidon
por el RVP en cerdos lactantes y de resistencia en cerdos adultos. Ademas, la
proteina HN es el antigeno inmunodominante en las infecciones experimentales
en cerdos adultos (Hernandez et al., 1998; Reyes et al., 2004).

Este virus se replica con facilidad en cultivos primarios de células del rifidn
de cerdo (PK15) y lineas celulares de testiculo de cerdo (ST). Las propiedades

fisicoquimicas del Rubulavirus son: Capacidad de hemoaglutinar eritrocitos de una
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gran variedad de mamiferos y aves, incluyendo al humano tipo A, B, AB y O;
hemoadsorcién en células PK15 infectadas 72h antes, se inactiva a 56°C después
de 4h y la hemoaglutinacion viral se pierde hasta 48-60h a 56°C; es sensible a
solventes de lipidos como el éter y cloroformo, los cuales lo inactivan; resiste a la
actinomicina D, indicando presencia de RNA en su genoma (Carredn, 1986;

Stephano, 1986b; Taylor, 1995).

2.1.2. Patogenia

El RVP tiene afinidad por tejido nervioso de cerdos neonatos y lactantes,
por células germinativas testiculares y de los conductos epididimarios en
individuos pospuberes, por el tejido glandular como las células beta de los islotes
de Langerhans del pancreas, ovarios e higado, y por los organos linfoides y
hematopoyéticos. En cerdos infectados por via intranasal se ha observado que el
virus avanza progresivamente de la mucosa nasal hacia el sistema nervioso
central, a través del nervio olfatorio y del trigémino, y hacia los pulmones por via
aérea. Sin embargo, el aislamiento del virus en érganos tan alejados del sitio de
entrada sugiere que las vias sanguinea y linfatica también estan implicadas en la
diseminacion viral en el organismo (Reyes et al., 2004).

La ruta natural de la infeccidn es la nasofaringe, el sitio inicial de replicaciéon
es mucosa nasal y tonsilas, pasando de ahi al sistema nervioso central en un
estado temprano de la infeccidén, y se disemina por via hematoégena (Carreén,

1986).
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En cerdos adultos se han identificado cambios en la expresion de
sialoglicoconjugados; estos cambios se asocian con la maduracion del tejido
nervioso y estan relacionados con la susceptibilidad a la infeccién con Rubulavirus
porcino. Las modificaciones presentadas en la mucosa olfatoria y el sistema
nervioso central (SNC) durante la maduracion son suficientes para evitar el
reconocimiento y la adhesion, de manera que el virus no logra infectar al SNC de
los cerdos adultos, es por eso que las manifestaciones clinicas se limitan al
aparato reproductor (Solis, 2002b).

Las diferencias patologicas entre cerdos de diferentes edades se deben en
parte a la expresion diferencial de NeuAca2, 3Gal en los tejidos, ya que se
encuentra una mayor proporcién de este oligosacarido en el sistema nervioso
central de cerdos neonatos y en el sistema reproductor de cerdos adultos que en

otros tejidos (Santos et al., 2004).

2.1.3. Signos clinicos

Las caracteristicas de la infeccion con el RVP varian de acuerdo con la
edad de los cerdos, en animales neonatos y lactantes menores de 3 semanas de
edad, la infeccidon afecta principalmente al sistema nervioso central, la cual resulta
fatal en el 90% de los casos. Los signos se presentan subitamente, los animales
se ven postrados, deprimidos o con problemas nerviosos. Los primeros signos
son: fiebre, eritema cutaneo, pelo erizado, lomo arqueado, esta semiologia se
acompafna de constipacion y en ocasiones diarreas. Posteriormente los animales

presentan signos nerviosos progresivos como incoordinacion, hipersensibilidad,
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debilidad, rigidez, temblores musculares, posturas y marchas anormales. Mas
tarde hay postracion, letargia, con algunos movimientos involuntarios, mirada
perdida, pupila dilatada, ceguera y en ocasiones nistagmus. La muerte se
presenta entre las 30 y 48 horas después de la postracion. En algunos casos el
curso es de 48 horas, pero lo mas frecuente es de tres a cinco dias.
Simultaneamente, algunos animales presentan conjuntivitis, ojos hinchados,
lagrimeo, parpados pegados y en 1 al 10% de los afectados hay opacidad de
cérnea uni o bilateral. Con frecuencia sélo se observa la opacidad corneal sin
signos nerviosos en lechones (Pérez et al., 1988; Stephano et al., 1985a;
Stephano, 1985c).

En cerdos de mas de 30 dias los signos nerviosos son raros y pocos
animales mueren, el unico cambio observado es la opacidad de la cérnea en 1 al
4% de los animales infectados. Cuando llegan a presentarse los signos nerviosos
existe: anorexia, depresion, incoordinacién, marcha en circulo y movimientos
pendulares de la cabeza, entre otros. También se presenta conjuntivitis y opacidad
de la cornea. Se ha sugerido retraso en el crecimiento y disminucién en el
consumo de alimento. Los animales de mayor edad son mas resistentes a la
infeccion, la cual se localiza principalmente en el aparato respiratorio (Stephano et
al., 1985a; Stephano, 1985b).

Es poco frecuente que los animales adultos desarrollen opacidad corneal.
Las cerdas con camadas afectadas pueden no presentar semiologia (Stephano et
al., 1985a; Stephano, 1985c). Al analizar los diferentes parametros productivos en

las granjas afectadas se observd incremento en el numero de hembras
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repetidoras, lo que ocasion6 una caida en 15 al 20% de la fertilidad de la piara.
Este efecto persiste hasta por seis a ocho meses. Hay un incremento en el
numero de lechones nacidos muertos (2 al 24%) y fetos momificados (1 al 5%). En
las camadas que nacen durante el brote la morbilidad es del 20 al 50%; en estos
lechones afectados, la mortalidad es del 87 al 99%. Este efecto en la maternidad
dura entre dos y nueve semanas (Stephano, 1985b; Stephano, 1986¢). En los
cerdos machos adultos la infeccién afecta basicamente al epididimo, testiculos,
préstata alterando los parametros de las caracteristicas productivas y ocasionando

infertilidad (Solis, 2002b).

2.1.4. Lesiones macroscoépicas en 6rganos y sistemas.

Los cambios macroscépicos que se le atribuyen a la infeccidén por el virus
de la EOA son escasos y ocasionalmente estan ausentes. Frecuentemente se
observa congestion meningea con aumento variable del volumen del liquido
cerebroespinal y neumonia, la cual se aprecia en los bordes ventrales de los
I6bulos craneales y con extension del 1 al 5% del parénquima. Los pulmones no
se colapsan (Stephano, 1986¢; Stephano et al.,, 1988). La opacidad de la cornea
por edema se aprecia con baja frecuencia en los cerdos muertos por la
enfermedad, ésta generalmente es unilateral. En cerdos mayores de 30 dias y
convalecientes, la cornea edematosa llega a tener un grosor de hasta 3mm, el
humor acuoso es escaso. En raras ocasiones se ulcera la capa externa de la

céornea y eventualmente se forma queratocono. Los principales cambios
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histologicos se localizan en el sistema nervioso central. En animales infectados se
presenta meningoencefalitis no supurativa que afecta principalmente al talamo,
cerebro medio y corteza cerebral. Hay gliosis focal y difusa, asi como infiltracién
linfocitaria perivascular, en donde se observan linfocitos, células plasmaticas y
células reticulares, neurofagia, necrosis neuronal, glial y coroiditis. No se aprecian
cuerpos de inclusidon en casos naturales. En el pulmén, se observan areas
multifocales de neumonia intersticial, cuya caracteristica es la infiltracion de
células mononucleares en la pared alveolar. EI examen histolégico de los ojos
afectados indica cambios moderados. El edema corneal rara vez es prominente.
En diferentes partes del ojo, tales como el angulo iridocorneal, la unién
cornoescleral, la lamina limitante posterior o interna (membrana de Decement), iris
y en el nervio optico hay macréfagos y neutréfilos infiltrados. En la cornea
edematizada se aprecian vasos de nueva formacion. En la mayoria de los
animales estudiados se aprecia tonsilitis moderada con epitelio descamado y
células inflamatorias en las criptas (Pérez et al., 1988; Stephano, 1986c¢; Stephano

et al., 1988).

2.1.5. Diagnostico

Se puede realizar serolégicamente, utilizando el método de ELISA
(acrénimo de Enzyme-Linked InmunoSorbent Assay). El diagnéstico diferencial
debera realizarse contra otras enfermedades que causen encefalitis y falla

reproductiva como el caso de Aujezky (Stephano, 1986d).
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El virus deja de circular libremente en la sangre a partir del momento en que la
produccion de anticuerpos muestra un nivel elevado, que ocurre en la segunda
semana de infeccidn (Reyes et al., 2004). La EOA se auto limita y la inmunidad de
la piara se adquiere naturalmente después de un brote y persisten los anticuerpos

hasta por 15 meses (Ramirez et al., 1999).

2.1.6. Epidemiologia

La principal via de entrada de la enfermedad a una granja es la introduccién
de cerdos infectados con o sin la opacidad de la cornea a piaras libres de
anticuerpos. La transmision por contacto directo se facilita debido a que los cerdos
de mas de 30 dias son resistentes generalmente a la presentacion de signos
nerviosos y sélo un reducido numero de cerdos desarrollan la opacidad de cornea.
Se disemina mas facilmente en sistemas continuos de produccion por la
introduccién constante de cerdos de diferente origen, también se puede diseminar
por personas o vehiculos provenientes de granjas infectadas (Stephano, 1986b).

Santos et al. (2004) sugieren que el Rubulavirus es capaz de permanecer
por periodos prolongados produciendo una infeccion persistente subclinica en el
hospedero, lo que puede tener un peso epidemiolégico importante en la
enfermedad, ya que un animal infectado asintomatico puede servir como

reservorio y fuente de infeccién para otros cerdos.
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2.2. RESPUESTA INMUNE

La respuesta inmune es la capacidad del organismo animal para reconocer
y destruir toda sustancia o cuerpo que se identifique como extrafo. Esta respuesta
puede ser de dos maneras: humoral, donde hay produccién de anticuerpos, o
celular, donde la funcién la llevan a cabo los leucocitos, células de la serie blanca
de la sangre. Dentro de los leucocitos hay diferentes tipos: linfocitos (B y T),
monocitos y granulocitos; los que normalmente se encuentran en plasma seminal,
son los granulocitos, macréfagos vy linfocitos T, una funciéon de éstos ultimos es
que en presencia de un antigeno, emiten sefales, éstas son moléculas de su
membrana plasmatica que interaccionan con los receptores de otra célula con la
que coopera y con otras células mas lejanas. Estas moléculas, verdaderas
hormonas inmunoldgicas, se denominan genéricamente citoquinas; las cuales son
proteinas reguladoras que son producidas y secretadas por leucocitos y otras
células, las cuales tienen influencia en el crecimiento, diferenciacion o funcién de
las células. Las citoquinas son sintetizadas y secretadas bajo demanda, por
ejemplo durante una infeccion viral, los virus se unen a los receptores de la célula
activada productora de citoquinas, esta unidon da como resultado una sefal en
cascada de transduccion que involucra una fosforilacion de Tirosina o Serina, y
favorece la activacion de los factores de transcripcion que migran hacia el nucleo
y regulan la expresion de los genes. Las diferentes citoquinas interactuan unas
con otras, lo que resulta en un trabajo complejo que permite a la célula reaccionar

a los estimulos patogénicos de una manera bien controlada (Ochsendorf, 1999).
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Las citoquinas estan implicadas en la fertilidad masculina. Son secretadas
por diversas partes de la zona genital masculina y pueden ejercer efectos sobre la
espermatogénesis y sobre funciones de esperma. El semen humano contiene un
repertorio de citoquinas, interleucinas (IL) y ciertos receptores solubles. Sin
embargo, las concentraciones seminales de citoquinas no proporcionan sélo una
medida de su liberacién sino que también reflejan sus diversas interacciones con
el espermatozoide (Dousset et al., 1997).

La leucospermia, también conocida como leucocitospermia, leucoespermia,
0 piospermia, es usada para designar las concentraciones anormalmente altas de
células blancas en semen (WHO, 1992). La mayoria de los glébulos blancos en
semen derivan del testiculo y epididimo. Una posible etiologia de leucospermia es
una infeccion genital subclinica (Keck et al., 1998). Wolf et al. (1990) en un estudio
determinaron que la leucospermia esta asociada con la pobre calidad seminal en
humanos, hay disminucion en la motilidad, tipo de motilidad, concentracion
espermatica y volumen seminal. Posteriormente Gonzéles et al. (1992)
encontraron resultados similares, ademas de la disminucion en el porcentaje de

espermatozoides viables y una hipofuncién de las vesiculas seminales humanas.

2.3. EYACULADO
Se divide en tres fracciones bien determinadas. (1) Fraccidon pre-

espermatica. Esta constituida por las secreciones de las glandulas accesorias,
principalmente de la prostata, vesiculas seminales y algunos grumos procedentes

de la glandula de Cowper. Esta fraccion es transparente sin espermatozoides, con
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alto contenido de bacterias y tiene un volumen aproximado de 10 mL (Martin-Rillo,
1982). (2) Fraccion espermatica. También se le llama fraccion rica en
espermatozoides, es de color blanco lechoso, constituida principalmente de
espermatozoides normalmente conformados y de secreciones de las vesiculas
seminales y de la prostata. Esta es la fraccion que interesa colectar para la
inseminacion artificial. Su volumen varia de 30 a 100 mL, dependiendo de factores
como: estacién del aino, duracion del dia (horas luz), temperatura ambiente, medio
ambiente social, nutricion, raza, edad y tamafio de los testiculos (Martin-Rillo,
1982; Colenbrander y Kemp, 1990; Trujillo et al., 2002). (3) Fraccién post-
espermatica. A esta fraccion también se le ha llamado fraccion pobre en
espermatozoides, esta constituida por las secreciones de la prostata y de las
glandulas de Cowper, principalmente al final de la fraccion. Es de color
blanquecino transparente con abundantes grumos de tapioca, con volumen de 200

mL o mas (Martin-Rillo, 1982; Trujillo et al., 2002).

2.3.1. Espermatozoides

Los espermatozoides se forman en los tubulos seminiferos de los testiculos
por una serie de divisiones celulares seguidas de metamorfosis que acompanan la
maduracion. Este proceso se llama espermatogénesis (Malmgren, 1996). El
término de espermatogénesis es usado para describir el proceso en donde las
células germinales del testiculo se transforman en espermatozoides maduros; este

proceso dura en los mamiferos de 30 — 70 dias, aproximadamente. Se divide en
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tres etapas, espermacitogénesis, meiosis, espermiogénesis. Con la
espermacitogénesis se logran dos funciones principales: la primera divisién
mitética y segunda: espermatogonias tipo A, que son transformadas en
espermatogonias tipo B, que son divididas otra vez por mitosis, para producir de
esta manera un espermatocito primario, éste por divisibn meidtica da origen al
espermatocito secundario y una segunda division meiética forma espermatidas. La
espermiogénesis, comprende una serie de cambios morfolégicos en la que las
espermatidas inmaduras culminan en la generacion de espermatozoides
claramente diferenciados. Siendo como espermatozoides en la superficie luminar
de los tubulos seminiferos, mediada por las células de Sertoli. Las caracteristicas
principales de la espermiogénesis, la formacién del acrosoma a partir del aparato
de Golgi, la condensacion y elongacion del nucleo, la formacién del flagelo y su
implantacion al nucleo y el desecho de una cantidad excesiva de citoplasma. Esta

diferenciacién puede estar dada en 7 pasos (Fig. 1) (Garcia—Gil et al., 2002).
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Fig. 1. Diferenciacion del espermatozoide (Garcia—Gil et al., 2002).

El resultado de esta diferenciacion da un espermatozoide totalmente
diferenciado el cual consta de 3 regiones principales:(a) Cabeza: Membrana
Celular. Contiene receptores que reconocen al ovocito, es de naturaleza
lipoprotéica. Acrosoma. Contiene un lisosoma especializado con enzimas
digestivas para la penetracién al ovocito. Nucleo haploide. El cual se fundira con el
haploide del ovocito. Centriolos: organiza el axénema (los microtubulos) del

flagelo. (b) Mitocondria proporciona la energia (ATP) para la motilidad de esperma.
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(c) El flagelo: latigo o cola, cuya funcion es la motilidad del esperma (Garcia-Gil et

al., 2002).

2.3.2. Evaluacién seminal

La evaluacion de semen es de importancia fundamental, los métodos que

se utilizan para la medicidén basica en el semen son:

a) Evaluacion macroscépica:

Volumen: segun la edad, tamafo testicular, raza y estado fisiolégico de
cada semental, el volumen oscila entre 50 y 125 mL aproximadamente de fraccion
rica (Martin-Rillo et al., 1996; Trujillo et al., 2002; Rozeboom, 2003).

b) Evaluacion microscépica:

Motilidad: es la valoracion del movimiento de los espermatozoides, debera
realizarse inmediatamente después de la colecta. Se valoran dos parametros, (1)
el porcentaje estimado de espermatozoides que muestran algun tipo de
movimiento progresivo; (2) el tipo de motilidad. La observacién se hace a 40x para
determinar el tipo de motilidad, y se dan valores de 0 a 5 (Martin-Rillo et al., 1996;
Truijillo et al., 2002; Rozeboom, 2003).

Concentracion  espermatica: consiste en la determinacion de
espermatozoides por unidad de volumen (Martin-Rillo et al., 1996; Trujillo et al.,
2002; Rozeboom, 2003).

Morfologia del espermatozoide: las malformaciones espermaticas de

acuerdo a su origen se dividen en dos grupos, primarias y secundarias. Las
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anormalidades primarias ocurren a nivel del testiculo durante el proceso de la
espermatogénesis. Las secundarias se presentan durante el proceso de
maduracion a nivel de epididimo. A continuacion se describen algunas
anormalidades, sus posibles causas y porcentajes maximos permitidos.
Anormalidades en tamafo y forma de la cabeza: son el resultado de una
alteracion en el proceso de condensacion de la cromatina y/o desarrollo del
acrosoma; el porcentaje maximo permitido es 7%. Anormalidades a nivel
acrosoma: se atribuyen a alteraciones en los estadios finales de la remodelacién
del nucleo y del acrosoma durante el proceso de espermatogénesis. La presencia
de acrosomas vacuolados se asocia a un estrés térmico y a alteraciones en la
maduracién a nivel de epididimo; el porcentaje maximo permitido es de 20 a 40%.
Colas dobladas: se presentan por choque térmico, osmaético y/o de pH durante el
manejo del semen, contacto con sustancias espermicidas, machos estresados por
calor o con procesos febriles; el porcentaje maximo permitido es 20%. Gotas
citoplasmaticas: macho sexualmente inmaduro, sobre utilizado, estrés térmico,
traumatismos a nivel de epididimo; el porcentaje maximo permitido de gota
citoplasmatica proximal es 10% y distal 15%. Colas enrolladas: respuesta a
condiciones externas del ambiente como variaciones drasticas de temperatura, de
pH, de presidon osmatica, presencia de compuestos toxicos rayos ultravioleta y
contaminacion bacteriana; el porcentaje maximo permitido es 7% (Fig. 2).
Alteraciones a nivel del cuerpo medio del espermatozoide: el porcentaje maximo

permitido es 5% (Martin-Rillo et al., 1996; Trujillo et al., 2002; Rozeboom, 2003).
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Fig. 2. Ejemplo de alteraciones morfoldgicas; a: Las flechas sefialan gotas
citoplasmaticas en diversos niveles de la cola que indican diferentes etapas

de maduracion; b: Cola en latigo (Agarwal, 2003) .

Viabilidad de las células espermaticas: considerado como espermatozoides
vivos, para contarlos se pueden usar diferentes medios de coloracién, colorantes
como el Tripan Azul y Eosina-Nigrosina (Martin-Rillo et al., 1996; Trujillo et al.,
2002; Rozeboom, 2003).

La determinacion de la calidad seminal es un elemento fundamental de la
valoracion de un reproductor para detectar y controlar problemas de infertilidad y
productividad (Solis, 2002a). Cada uno de los aspectos antes mencionados
impactara directamente en el grado de calidad, control y consistencia de las dosis

seminales empleadas en la inseminacion artificial (Rozeboom, 2003).
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3. JUSTIFICACION

El virus de la enfermedad de ojo azul esta reportado como etiologia de la
falla reproductiva del verraco, entre el 29 al 73 % de los animales infectados, los
cuales pueden cursar por un proceso sintomatico o asintomatico, con alteraciones
en la calidad seminal, infertilidad, llegando a estados de esterilidad. Cuando se
adquiere una enfermedad viral se desencadena la repuesta inmune y una
consecuente elevacion en la concentracion de leucocitos, sin embargo no se
tienen reportes de que en el semen dicha concentracion ha sido evaluada a la luz
de esta enfermedad. No se le ha dado la importancia debida a la concentracién de
leucocitos en el eyaculado del verraco, lo que puede ser un buen indicador para
establecer una evaluacion adecuada de la calidad espermatica. Por ello es
necesario determinar en forma oportuna y precisa el efecto que tiene el virus de la
EOA sobre la calidad espermatica asociada a la respuesta inmune, registrar estos
cambios y contribuir a la informacién que se conoce de ésta enfermedad, ya que
esta siendo un impedimento para posibles procesos de exportacion de carne a

paises libres de esta enfermedad.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general
Determinar el efecto del virus de la enfermedad de ojo azul, sobre la
produccion de leucocitos en eyaculados de verracos y su relacidon con la calidad y

viabilidad espermatica, bajo condiciones de inoculacion e infeccion controlada.

4.2. Objetivos especificos
Analizar el efecto de la inoculacién del virus de la enfermedad de ojo azul,
bajo condiciones controladas, en la calidad basica del eyaculado de verraco.
Determinar la presencia y concentracion de células blancas (leucospermia)

en semen de verracos diagnosticados como positivos a la enfermedad de ojo azul.
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5. HIPOTESIS
Si el virus de la enfermedad de ojo azul cusa leucospermia en verracos,

producira una disminucion en la calidad y viabilidad de los espermatozoides.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Periodo Experimental

El presente trabajo se desarrollé en dos etapas; la primera desarrollada en
condiciones de campo (EC), previa a la inoculacion con el virus de la enfermedad
de ojo azul y la segunda en condiciones controladas de experimentacion previo y

posterior a la inoculacion (ECC).

La etapa de campo (EC) se realizd en una granja porcina comercial de ciclo
completo, libre de la infeccidn de la EOA, localizada en Cuautla, Morelos. Durante
esta etapa, los cerdos se mantuvieron sin infeccion con el virus de la enfermedad

de ojo azul y siguieron alojados en la granja.

Los 12 verracos hibridos elegidos fueron linea materna York-Landrace,
tenian un peso de 100 kg y una edad de 6 meses, fueron alojados en corrales de
4 X 6m. donde se colectaron las muestras de sangre y heces, para verificar su
estado sanitario. Los verracos se mantuvieron en adaptacion hasta que llegaron a
los 130 kg de peso vivo.

Los verracos fueron trasladados a corraletas individuales de 0.60 X 1.20 m,
y entrenados en el potro de monta durante un periodo de 15 dias. Se trabajaron
durante 10 semanas, obteniendo sus eyaculados para su evaluacion basica y
busqueda de leucocitos.

Una vez que la EC finalizd, los verracos se trasladaron a las instalaciones

de aislamiento y desafio del Departamento de Produccion-Cerdos (NAD-DPA-C),

28



de la Universidad Nacional Autbnoma de México, en donde se desarroll6 la etapa
ECC.

La ECC, tuvo dos fases (F), las cuales correspondieron a la de Preinfeccion
(FPI) y una de Posinfeccién (FPOI).

Para la ECC, se utilizaron 9 verracos, ya que con los 3 restantes no fue
posible obtener muestras seminales, debido a su apatia, no mostraron libido y no
usaron el potro de monta, asi los 9 fueron colocados en jaulas individuales en la
nave de aislamiento y desafio, se mantuvieron por 10 dias en observacion, se
muestrearon con el mismo protocolo sanitario que se utilizé en la EC. Durante este
periodo se obtuvo semen de los verracos, para determinar si en ello existian
cambios sustantivos en la calidad del eyaculado que mostraron en la granja
durante la EC.

Teniendo en consideracion que no existieron cambios en las variables
seminales, se inicio el trabajo de eyaculacién de los verracos, correspondiente a
la FPI, a los 12 meses de edad, con una duracion de diez semanas, tiempo
durante el cual se eyacularon a los verracos, utilizando el mismo ritmo de trabajo
que se tuvo en la EC y la misma metodologia para la extraccion y de evaluacion
seminal.

Se inici6 la FPOI con 9 verracos, teniendo éstos 14.5 meses de edad, y la
fase tuvo una duracién de 20 semanas. Los verracos recibieron la inoculacion
oronasal con la cepa PAC-3 del RVP, y fueron observados diariamente para
registrar cambios en su estado fisico general y manifestaciones de signos clinicos:

Pirexia, anorexia, apatia, pérdida de libido y crecimiento testicular, ademas se
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evaluo la temperatura rectal y el consumo de alimento. Esta revisidn se realizd
cada 24 horas.

Durante este periodo se realizé la evaluacién seminal segun el protocolo de
la ECy FPI.

Posteriormente los verracos fueron separados al azar, para sacrificarlos.

6.2. Evaluacién sanitaria.

Durante el inicio de la EC y la ECC, se obtuvieron muestras de sangre y de
heces de los verracos, para verificar el estado sanitario y la ausencia de
infecciones por virus que afectan el tracto reproductivo de los machos y en
especial del virus de la EOA. Asimismo, se verificd la ausencia de parasitos en los

animales.

Los andlisis fueron realizados en el Laboratorio de Diagnostico Clinico de
La Policlinica Veterinaria y de Asesoria Zootécnica de la Universidad Auténoma
Metropolitana, Unidad Xochimilco (POLIVET-AZ-UAM-X) localizada en el Predio

Académico de las Animas, en Tulyehualco, Delegacién Xochimilco, D. F.

La muestra sanguinea se obtuvo de la vena yugular, de forma rapida, facil
y segura, lo que favorecio la conservaciéon de las caracteristicas fisicas y quimicas
de la sangre. Para la puncién se emplearon agujas de 20 G x 32 mm (0.90 mm x
1") con base y tubos Vacutainer sin anticoagulante. Se obtuvieron 5 mL de sangre
por cada animal (Carroll et al., 1999; NOM-007-ZO0-1994) y se identificaron
adecuadamente; fueron colocadas en contenedores térmicos con bolsas

refrigerantes a una temperatura de 4°C, hasta su traslado al laboratorio de
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diagndstico clinico de la POLIIVET-AZ, donde se separo el suero de cada una de
ellas por medio de centrifugacion a 1500 g y a una temperatura de 20°C durante 5
min. El suero se coloco en viales rotulados de 2 mL, sometiéndose a congelacion
hasta el dia de su andlisis serologico, para verificar que no existian anticuerpos
contra virus de la EOA, del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS),
enfermedad de Aujeszky (NOM 037-Z00-1995) y Fiebre Porcina Clasica (NOM-
007-Z00-1995).

También fueron tomadas muestras de heces directamente del ano para
obtenerla libre de contaminacion (Kraft, 1998). Las muestras fueron depositadas
en bolsas de polietileno, donde después de ser etiquetadas con fecha, lugar de
toma y numero del animal, se transportaron en termo a temperatura de
refrigeracion (4°C) al laboratorio de POLIVET-AZ para su analisis
coproparasitoscopico (Olivares, 2001). Con base a los resultados, los verracos

fueron desparasitados y mantenidos en observacion.

6.3. Sistema de Inoculacién de los verracos.

Para la inoculacion de los verracos se utilizd una cepa de Rubulavirus
porcino PAC-3 Jalisco 1992 (Ramirez-Mendoza et al., 1997), obtenida en el
laboratorio de Microbiologia de la FMVZ de la UNAM. El volumen de in6culo que
se utilizé fue de 5 mL de virus en una dosis infectante en cultivo celular al 50%
(DICCso) de 1x10° por microlitro (Burlenson et al., 1992), la cual fue aplicada a

los sementales via oronasal.
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6.4. Evaluacion seminal basica

La extraccion de eyaculados, se realizé durante la EC y la ECC. En ambas
etapas se utilizé la misma técnica de extraccion, la cual ha sido reportada por
Hancock y Hovell (Rooke et al., 2001), y se aplicé un ritmo de coleccion semanal.

EL eyaculado no se fraccioné y el semen de los verracos fue analizado
utilizando la técnica reportada por Martin-Rillo, 1982; Espinosa et al., 2001; Solis
et al.,, 2002b; Gadea et al., 2004. Las variables que fueron evaluadas fueron:
volumen (mL); motilidad progresiva (%); concentracion espermatica con camara
de Newbawer (spz/mL); espermatozoides vivos y anormales (%). El tipo de
anormalidades evaluadas fueron: 1) Cola en latigo; 2) Gota citoplasmatica
Proximal y Distal (Gadea et al., 2004; Gonzalez-Urdiales et al., 2006).

En el caso de la busqueda de leucocitos en el eyaculado, se utilizo la
técnica reportada por Henry (2001), utilizando un hematocitometro y una pipeta de
Thoma para el conteo de glébulos blancos. Se realizé una dilucion 1:10 del
semen, en liquido de Turk (acido acético glacial 2 mL, solucién acuosa al 1% de
violeta de genciana, 1 mL, y agua destilada 100 mL.), se colocé una gota del
semen diluido en cada una de las mesetas de la camara de Newbawer, se realiz6
la observaciéon en un microscopio optico a 40X, ademas de realizar un frotis con el
semen fresco y perfectamente mezclado, se dej6é secar y se tifid con solucion de
Wrigth.

Para el analisis estadistico los datos obtenidos de volumen total,
concentracion, porcentaje de vivos, de motilidad y leucocitos se emplearon

modelos lineales mixtos para mediciones repetidas (Littel et al., 1998), y se
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analizaron con el programa estadistico de SAS (Version 9.1, 2004. SAS Institute
Inc., Car y NC, USA), la concentracion fue transformada utilizando el logaritmo
base 10, y a la cantidad de leucocitos se le realiz6 una transformacién de
logaritmo + 1, para normalizar su distribucién.

Las variables dependientes  fueron volumen, concentracion,
espermatozoides vivos, motilidad progresiva, leucocitos y anormalidades y los
efectos incluidos fijos y aleatorios en el modelo fueron dias de inoculacion y animal

respectivamente.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1 se observa la evaluacién de la concentracion espermatica.

Los verracos producian en promedio 829.1spz x 10 ®/mL, siendo estos valores

promedio mayores a los reportados por Jasco (1992) y Kolenbrander et al. (1993),

(353 a 615.4 x 10 °spz/mL) para verracos entre 12 y 24 meses de edad. Sin

embargo, al inocularse con el virus la concentracion disminuy6 desde la primera

semana, ocasionando un decremento del 66% (371.3 spz x 10 ¢ /mL) (P<0.05)

(Fig.3). La concentracion espermatica durante la FPOI, nunca mostré una

recuperacion total y se mantuvo baja durante las 12 semanas siguientes (246 a

483 x 10 spz /mL).

900
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SPZ X10%/mL

Concentracion espermatica

—e—FPOI
FPI

1

2 3456 7 8 9101112131415161718 19 20 21 22
semanas

Fig.3. Concentracion espermatica de eyaculados de verracos, inoculados con
virus de la enfermedad de ojo azul en la Fase Preinoculacién (FPI) y

Posinoculacion (FPOI).
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Ramirez (1998), por su parte observo alrededor del dia 30 pos-infeccion,
que los eyaculados de sementales infectados carecian de espermatozoides y lo
relaciond con el incremento del tamafio de los testiculos, con las lesiones en las
células germinales, asi como con la aparicion de granulomas en la cabeza del
epididimo.

Estos granulomas ocasionan azoospermia obstructiva de los conductos
epididimarios e impiden el libre transito de los espermatozoides, por lo que se ve
reflejado en el valor de la concentracion espermatica contabilizada en el
eyaculado. De tal manera que la disminucién en la concentracién espermatica de
los eyaculados se pueden asociar a la presencia de nédulos en la cabeza del
epididimo, encontrados a partir del dia 15 posinfeccién y a la atrofia testicular que
se presenta a partir del dia 30 posinfeccion, es decir hay un dafio degenerativo

encontrado a nivel testicular (Cultero et al., 1995).
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Cuadro 1. Estadistica descriptiva de las determinaciones en semen de verracos en dos fases de produccién: preine

con el virus de la enfermedad de ojo azul.

FASE FPI FPOI
Semana 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
n 126 4 8 9 9 9 9 9 9 9 9 8 8 8 7 7
Volumen 158 175.8 150.1 107.3 140.7 151.9 149.4 153 151.6 160 147.7 146.9 133.8 144 173.7 154.8
mL bc c bc a abc bd bc bc bc bc bc bc ab abc c bc
DE 455 35 40.5 44.7 39.3 471 43.4 775 51.8 36.1 42.2 471 48.1 55.4 56.3 56.5
Concentra- 829 371.3 482.9 483.4 344.3 246.3 293.3 327.2 366.6 357 373.2 380.9 457.6 643 440.8 504.4
cién f bcde de de abcde bcde abc abcde bcde bcde bcde bcde cde e bcde de
X
10%spz/mL
DE 241 186.8 203.8 171.9 210.8 165.6 164.3 182.2 172.3 159 185 248.5 247.4 247 281.9 281.9
Motilidad 85 86.1 87.6 88.4 83.3 83 85 85 85.5 887  80.1 86 85.2 87.9  86.1 87.5
progresiva ab bed bed cd abc abc abcd abcd abcd d a abcd abcd bed bed bed
%
DE 3.8 75 4.1 5 57 55 7.9 9.8 55 10 6.6 3.7 49 5.1 3.9 5.6
Vivos 80 83 71.2 77.3 78.8 76 82.5 83.1 83.2 80 81.4 87.7 87.8 85 92.8 83.7
% bc bcde a ab ab ab bcde bcde bcde bc bed cdef cdef bedef f bedef
0
DE 2.1 7.8 8.7 6.3 7.6 11 7.6 41 6.9 9.5 125 5.8 43 16.7 31 6.8
Leuco- 0 7 47.4 69.7 75.3 88.3 76.5 103.2 78.6 60.5 90.8 41.2 31.6 53 24.6 26.1
citos a a b c c c c c c c c bc c bc c c
X
10%/mL
DE 0 0 13.3 50.7 525 101. 82.7 116.5 56.5 58.5 69.6 38.1 35 459 19.5 17.3
ab,cde,f

, medias minimo cuadraticas, con la misma literal no mostraron diferencias significativas (P<0.05)
n = Numero de eyaculados

DE = Desviacién Estandar

FPI = Fase preinoculacion

FPOI = Fase posinoculacion

16
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bc
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41.8
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149.¢
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90.0

360.
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4.7
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bc

30



Con respecto a las anormalidades, se observo que la presencia de éstas en
la FPOI, fue mayor que en la FPI (P< 0.05) (Cuadro 2), lo cual indica alteraciones
provocadas por el virus de la EOA. El porcentaje permitido de anormalidades
espermaticas en un eyaculado para su utilizacidon en la inseminacion artificial es de
15 a 20% (Huges et al., 1980; Martin-Rillo, 1993; Conejo, 1991; Fragoso, 1993;

Martin-Rillo et al., 1996; Hafez, 1996; Ladds, 1996).

Cuadro 2. Formas anormales presentadas en eyaculados de verracos infectados
con el virus de la enfermedad de ojo azul .

FASE
ANORMALIDAD PREINFECCION (FPI) POSINFECCION (FPOI)
% %

Gota distal 3.0 3.8
(GD)

Gota proximal 54 19.0
(GP)

Cola latigo 10.0 19.0
(CL)

Total 18.4 41.8

1
Valores promedio por fase.

Los resultados del presente trabajo concuerdan con los de Ramirez (1998),
Espinoza (2001), Solis (2002), quienes reportan que en los espermatozoides
anormalmente conformados se observd un incremento considerable, en todos los
animales.

La proporcién de espermatozoides anormales es un buen indicador de la
aptitud del verraco para reproducirse (Konig et al, 1995). Las anomalias

morfolégicas primarias, como las que se dan en cabeza y cola, son directamente
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causadas por afecciones en la espermatogénesis y en las alteraciones patologicas
de los testiculos, en especial de los tubos seminiferos (Hafez, 1996; Moberg,
1985; De Mirjyn, 1997).

Las anormalidades secundarias se deben a alteraciones en etapas del
desarrollo, se presentan durante el proceso de la maduraciéon a nivel de epididimo
(Ladds, 1996; De Mirjyn, 1997; Pinart, 1998). Ademas con frecuencia las
anormalidades secundarias obedecen a eyaculaciones defectuosas, desequilibrios
térmicos, enfermedades genitales (Herrick et al., 1995).

La disfuncién epididimaria se ha relacionado con la alteracion de la calidad
seminal, que incluye el aumento de defectos morfoldgicos y acinesia. Los defectos
morfolégicos de esperma se han relacionado también con la degeneracion del
epitelio epididimario. Los toros, carneros y perros con epididimitis intersticial
microscopica con frecuencia presentan una disfuncién en la calidad seminal,
incluyendo un porcentaje alto de espermatozoides con defectos morfologicos
(Pineda, 1991).

Asi, el incremento en las anormalidades se explica por las lesiones
degenerativas en epididimo: vacuolizacion citoplasmica, peérdida parcial de
estereocilios y pequefas areas de necrosis licuefactiva. En los espermatozoides
de los verracos se identificaron las siguientes anormalidades: Gota Citoplasmatica
Proximal (GP), Gota Citoplasmatica Distal (GD) y Cola Latigo (CL) (Cuadro 2).
Puede considerarse que un eyaculado con un porcentaje alto de defectos en cola
tiene una fertilidad reducida o menor tiempo de preservacién. Las gotas

citoplasmaticas indican inmadurez de la célula. La gota se puede encontrar a lo
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largo de la cola del espermatozoide. A mayor distancia de la cabeza, es menos
inmaduro. La presencia de la GP es indicativa de un espermatozoide incapaz de
fertilizar (De Mirjyn 1997).

El efecto de la fiebre que se manifiesta después de la inoculacién del virus,
puede producir una alteracién en la espermiogénesis, ya que se aumenta la
temperatura local a nivel escrotal (Moberg, 1985), y esto provoca incapacidad del
epididimo de madurar adecuadamente a las células, debido a los cambios
degenerativos encontrados a nivel de esta estructura. Sin embargo, lo anterior no
concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo, ya que no existié pirexia
en ninguno de los verracos inoculados.

En el Cuadro 1, se observa la evaluacién de volumen realizada a los
eyaculados sin fraccionar. No se observaron diferencias entre la produccién de
semen de los verracos durante la FPl y FPOI (P>0.05) (Cuadro 1). A pesar de lo
anterior, los valores observados permiten sefalar que el virus de la enfermedad
de ojo azul afecté a partir de la segunda semana el volumen de eyaculado, y esta
pérdida se agudizé en la tercer semana, ya que disminuyd 32.1% de la produccion
(50.7mL) (P<0.05). Sin embargo, a partir de la cuarta semana el volumen de
eyaculado inicié un aumento significativo, logrando llegar a una produccion similar

a la de la primer semana (P< 0.05) (Fig. 4).
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Volumen seminal
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Fig. 4. Volumen de eyaculados de verracos inoculados con el virus de la
enfermedad de ojo azul en la Fase preinoculacién (FPI) y posinoculacion (FPOI)

Estos resultados concuerdan con los observados por Stephano (1992),
Ramirez (1998), Solis (2001a), y Espinoza (2001), quienes tampoco observaron
un efecto del virus de la EOA, Rubulavirus porcino, sobre el volumen de
eyaculado, debido a que las glandulas accesorias no pierden su actividad
secretora después de la infeccidon con dicho virus.

Por su parte, Ramirez (1998), sefiala que el virus causa efectos diversos en
los verracos, y que existe un factor individual que ocasiona amplias diferencias
entre los animales. Esto se puede observar al analizar las diferencias entre
animales y dentro de animal mostradas en los eyaculados de los nueve verracos
trabajados (Cuadro1). Lo que mostré que cada animal fue capaz de establecer

una respuesta diferente en contra del agente infeccioso.
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Swierstra (1970), Xu et al. (1998) y Trujillo et al. (2002), sehalan que en
verracos sanos, el volumen del eyaculado varia entre 181.3mL+ [24.8%] y 384.9
mL +[24.8 %]. Al compararlos con los valores obtenidos en la FPI, éstos se
consideran bajos. Es importante tomar en cuenta que los verracos de este
experimento eran jovenes (9 meses de edad), por lo que el volumen que
presentaron se muestra por debajo de lo reportado por los autores antes
sefialados, aunque fueron mejorando el volumen al aumentar la edad (Fig. 4).

Por su parte la motilidad progresiva de las células espermaticas durante la
FPI se observé dentro del patron normal de comportamiento que sefalan Arias et
al. (2004), Fraser et al. (2001), Hirai et al. (2001) y Holt et al. (1997). Los
eyaculados utilizados para la elaboracién de dosis seminales deben tener como
minimo 80% de espermatozoides con movimiento progresivo (Bonet et al., 1998).
Sin embargo existe un intervalo establecido que va de 70 a 90%, para la toma de
decision del uso del eyaculado (Huges et al., 1980; Conejo, 1991; Fragoso, 1993;
Martin-Rillo, 1993; Martin-Rillo et al., 1996). Asimismo, se observé que durante la
FPOI, la motilidad se mantuvo con valores por encima del 80 % (Cuadro 1, Fig. 5),
contrario a lo que Ramirez (1998) sefala, donde el virus de la EOA afecto

negativamente el porcentaje de motilidad progresiva.
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Fig. 5. Motilidad progresiva en eyaculados de verracos inoculados con virus de la
enfermedad de ojo azul, en la Fase preinoculacion (FPI) y posinoculacion (FPOI),
trabajados semanalmente

El porcentaje promedio de espermatozoides vivos (77.6%) (Cuadro 1),
mostré valores normales y comparables a los reportado por Martin-Rillo (1982)
(76.6%). A pesar de que en la segunda semana disminuy6 un 8.5 %, y en las tres
siguientes permanecié de forma similar (Fig. 6); Esto no evidencia pérdidas de
células vivas por debajo de lo recomendado, ya que todos los valores de esta
caracteristica estuvieron por encima del valor de 80% de células vivas (Cuadro 1,
Fig. 6).

Lo anterior no concuerda con los hallazgos de Ramirez (1998), quien
observd una disminucién considerable de espermatozoides vivos en todos los
animales. Es probable que la inadecuada maduracién de los espermatozoides
debida a los cambios degenerativos que ocasiona el virus de la EOA en el

epididimo, degeneracion vacuolar, infiltracion de células mononucleares,
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fibroplasia intersticial, degeneracion de los tubulos seminiferos, pérdida parcial de
los estereocilios, infiltracion linfocitica, formacion de células gigantes, fibrosis y
necrosis licuefactiva (Ramirez et al.,1997, Ramirez, 1998), provoque que el
epididimo pierda la capacidad de proveer los cambios fisiolégicos y fisicoquimicos
que los espermatozoides necesitan para llegar a la maduracién y que estan

relacionados con su sobrevivencia y su capacidad de fertilizacién (Ramirez, 1998).

Epermatozoides vivas
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Fig. 6. Porcentaje de espermatozoides vivos en eyaculados de verracos
inoculados con virus de la enfermedad de ojo azul, en la Fase preinoculacion (FPI)
y posinoculacion (FPOI), trabajados semanalmente

Por otra parte, cuando se efectud el analisis del semen de las muestras FPI,
no se encontraron leucocitos, sin embargo una vez hecha la inoculacion en la
segunda semana de la FPOI, si se observan leucocitos, los que fueron

incrementandose, debido a que al estar en contacto con el virus con el animal

desencadena la respuesta inmune, y esto mostré una diferencia significativa
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(P<0.05), con respecto a la FPI (Cuadro 1). Esta leucospermia tiene una tendencia
a incrementarse y en la semana séptima se observo el valor promedio mas alto
(Fig. 5). Sin embargo hubo variacién entre los animales, mostrando que cada

individuo tuvo una capacidad de respuesta inmune diferente.

Leucocitos en semen
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Fig. 5. Presencia de leucocitos en los eyaculados de verracos inoculados con
virus de la enfermedad de ojo azul, en fase preinoculacion (FPI) y posinoculacion
(FPOI), trabajados semanalmente.

Hasta la fecha, las descripciones relacionadas con la respuesta inmune
celular al virus de la EOA, refieren observaciones clinicas que sugieren que la
enfermedad es autolimitante, ya que después de algun tiempo desaparecen los
signos clinicos y es posible detectar anticuerpos contra el virus en los animales
que se conservaron en la granja (Stephano et al., 1990). Sin embargo, no se han
realizado estudios que permitan identificar la participacion de la respuesta celular

como determinante de la autolimitacion de la infeccion.
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Hirao et al. (1983) encontraron en un estudio de laboratorio que los
leucocitos fagocitan a los espermatozoides y afectan la motilidad espermatica.

Wolf et al. (1990) determinaron que la leucospermia esta asociada con la
pobre calidad seminal en humanos, hay disminucién en la motilidad, tipo de
motilidad, concentracion espermatica y volumen seminal. Posteriormente
Gonzales et al. (1992) encuentran resultados similares, ademas de la disminucién
en el porcentaje de espermatozoides viables, cuando ademas en los hombres hay
hipofuncién de las vesiculas seminales.

En el trabajo de Ramirez (1998) identifico linfocitos en sangre, se realizé el
analisis fenotipico donde se observé que los valores de la poblacion CD4'CD8" se
incrementaron durante la primer semana de infeccion. Estos linfocitos T estan
asociados a actividad citotdéxica y se observan frecuentemente en porcentajes
elevados en infecciones virales.

Schlegel (1995) identifico las células redondas en semen, las cuales
incluyen a los leucocitos, y el incremento de éstos esta relacionado con las
enfermedades genitales. Por su parte Dousset et al. (1997) estudiaron las
citoquinas presentes en el semen humano, que reflejan los diferentes efectos
sobre los espermatozoides, encontrado que la motilidad y numero de
espermatozoides esta afectado negativamente, y determinan ademas un
incremento en la produccidn de especies reactivas al oxigeno, lo cual lo
relacionan con la habilidad de ovopenetracion.

En los humanos las infecciones virales de la zona genital femenina, se

reporta como un factor importante para la infertilidad masculina. Los procesos
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infecciosos pueden conducir al deterioro de la espermatogénesis, dafios en la
funcién del esperma y/o obstruccidn de la zona seminal, ademas Keck et al.
(1998) reportan que el efecto de la leucospermia sobre la fertilidad masculina es
controversial, ya que algunos estudios han demostrado que individuos con
concentraciones seminales de células blancas mayores a 108/mL han reducido la
calidad seminal y otros no.

Moilanen et al. (1998) reportan que los granulocitos tienen efectos
perjudiciales sobre los espermatozoides con la producciéon de radicales libres y de
citoquinas. Asi también Ochsenforf (1999) reporta que en una infeccion, los
leucocitos generan radicales libres y generan dafo en las funciones del esperma,
como la motilidad y la capacidad de fertilizacion. Los radicales libres producidos
durante las infecciones en epididimo son especialmente dafinos para los
espermatozoides.

Matthijs et al. (2000), observaron en un estudio in vitro que los
espermatozoides son fagocitados por los leucocitos polimorfonucleares.
Posteriormente Woelders et al. (2001), realizaron estudios in vitro e in vivo sobre
el mismo tema, encontrando resultados similares.

Baumber et al. (2002) en su estudio demostraron que los leucocitos en
semen de equino afecta la motilidad espermatica. Trabusli et al. (2002)
encontraron diferentes subtipos de leucocitos en el semen de hombres enfermos,
en su calidad seminal esta disminuida su motilidad y el potencial de fertilizacion.

Por su parte Matthijs et al. (2003) realizaron un estudio utilizando eyaculados de
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verracos después de inseminacion artificial en cerdas y observaron fagocitosis de
espermatozoides por los leucocitos.

Waheed et al. (2004) estudiaron la relacion entre los leucocitos y los
parametros de caracteristicas seminales de sementales y encontraron que las
altas concentraciones de leucocitos se asocian con menor motilidad espermatica,
menor numero de espermas con morfologia normal y viabilidad reducidas.

Leutscher et al. (2005), demostraron en su estudio que se incrementan los
niveles de leucocitos y citoquinas en semen de individuos con infeccion helmintica.
Lackner et al. (2006), realizaron estudios de calidad seminal en hombres con
infeccion clinica que presentaron leucospermia, y no hubo diferencias en la
concentracion espermatica. En contraste Oliva et al. (2006), encontraron que
cuando hay leucospermia se dafa la motilidad, disminuye la concentracion de
espermas e incrementan las anormalidades morfoldgicas, lo que concuerda con
este estudio como con los resultados de Solis et al. (2007), excepto que en ese

trabajo que involucra al Rubulavirus porcino, la viabilidad espermatica disminuye.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos, permiten inferir que el efecto de la inoculacién
experimental de virus de “la enfermedad de ojo azul, sobre la calidad seminal es
grave, debido a la drastica disminucién en la concentracion espermatica y la
presencia de formas andmalas en la morfologia no asi en el porcentaje de células
vivas, es decir en la viabilidad, motilidad ni en el volumen de los eyaculados sin
fraccionar. Existe un factor de resistencia individual a la infeccion que evita en los
verracos un comportamiento homogéneo ante la infeccion, por lo que se necesita
analizar cada eyaculado y a cada individuo permanentemente.

Asimismo, la presencia de leucocitos es un mecanismo indicativo de
infeccion y de baja en la calidad seminal, radicando su relevancia en que su
presencia se asocia a varias alteraciones seminales.

Estos resultados son los primeros reportes en evaluaciones seminales de
verracos, por lo que sera de fundamental importancia su determinacion, y
continuar con la tipificacion de leucocitos en semen y la cuantificacion de las
citoquinas.

La informacion obtenida de la evaluacion seminal, permite de forma practica
la recomendacién del desecho de los sementales. En la enfermedad del “Ojo
Azul”’, estos datos se suman a los que han sido descritos en su mayoria en el
Bajio, pero su relevancia radica en el hecho de las diferentes formas de respuesta
inmune entre animales, dafo reproductivo y los cuadros asintomaticos de la
mayoria de ellos, implica una disminucién del porcentaje de la fertilidad y por tanto

de niveles de produccién y ganancias econdmicas.
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10. ANEXOS

Técnicas de laboratorio
Coproparasitoscépico con solucion saturada de glucosa

La muestra de heces se colocd en un recipiente de plastico, se le anadio
solucion saturada de glucosa, se homogeneizé con ayuda de una varilla de vidrio,
se filtré para eliminar los restos de mayor tamafo. Se coloco la muestra en un tubo
de ensaye de 13 X 100, se centrifugd a 1500g durante 10 minutos, una vez
transcurrido el tiempo, se coloco en tubo en una gradilla; se tomo6 una gota de la
porcidn superior con una pipeta Pasteur y se colocé en un portaobjetos, se le
cubrié con un cubreobjetos; se observo en el microscopio a un aumento de 10x y
de 40x (Olivares, 2001).
Evaluacion seminal basica:
Evaluacién macroscopica:
Volumen. El volumen del eyaculado se cuantifico en mililitros (ml), utilizando para
este caso, probetas graduadas de vidrio, limpias y estériles (Fragoso, 1993; Solis,
2002).
Evaluacién microscopica:
Motilidad. EI movimiento del espermatozoide se evaluo por el método descrito por
Fragoso (1993) y Solis (2002). Para ésta de evaluan dos caracteristicas: a)
porcentaje de movimiento masal, se determind colocando una gota del eyaculado
inmediatamente después de la colecta en un portaobjetos atemperado a 37°C y
sobre la gota se colocd un cubreobjetos, se observo a través de un microscopio

con un aumento de 10x, para determinar el movimiento general del eyaculado y se
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hizo la anotacién correspondiente en porcentaje este es de 0 a 100 sobre el juicio
del evaluador. Al mismo tiempo se observdé a 40x el avance progresivo del

esperma, segun el tipo de movimiento se da clasificacion de O a 5.

Valor 0: espermatozoides sin movimiento, pueden estar dafnados o muertos.
Valor 1: sin movimiento progresivo girando sobre si mismos.

Valor 2: con movimiento anormal o eventualmente progresivo.

Valor 3: con movimiento progresivo lento y sinuoso.

Valor 4: con movimiento progresivo rapido.

Valor 5: con movimientos progresivos muy rapidos.

Concentracion. La concentracidon expresa el numero de células espermaticas por
unidad de volumen, utilizando lo descrito por Solis (2002); para lo que se utilizé
una camara de Neubauer y una pipeta de Thoma para glébulos rojos. Con la
pipeta se absorbio del eyaculado recién obtenido exactamente hasta la marca 0.5,
y acto seguido se absorbid solucién de suero fisioldgico formolado (SFF: 9 g de
cloruro de sodio, 3 ml de formaldehido al 40%, agua destilada csp 1,000 ml) hasta
la marca 101 (realizando asi una dilucién de 1:200); se mezcldé uniformemente,
después se tiraron las tres primeras gotas del contenido de la pipeta y se depositd
una gota de este semen diluido en cada una de las mesetas que contiene la
llamada camara de Neubauer. La lectura se realiz6 utilizando un microscopio con
objetivo 40x para después dar inici¢ al conteo de los espermatozoides localizados

en las dos mesetas de la camara, se cuentan los cuatro cuadros secundarios de
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las esquinas y el del centro. Posteriormente se obtuvo el promedio del numero de
espermatozoides tras multiplicar el promedio de los espermatozoides contados, en
las dos partes de la camara por x10° para finalmente obtener el nimero de

espermatozoides por cada mL de semen colectado.

Espermatozoides vivos. Para calcular el numero de espermatozoides vivos de
cada uno de los eyaculados de los animales en experimentacion, se realizé por el
método descrito por Solis (2002). Por medio de un frotis tefiido con Eosina-
Nigrosina con el fin de observar y distinguir las células vivas (no tefidas) de las
muertas (tefidas). El procedimiento consistié en tomar una muestra del semen con
una pipeta Pasteur, y colocarla sobre la esquina de un portaobjetos limpio, seco y
previamente templado en el que se depositd una gota del colorante y una gota de
semen se homogenizaron y se realizé el frotis con otro portaobjetos Se dejo secar
el frotis por un minuto a temperatura ambiente y se observé al microscopio a 100X

para determinar un total de por lo menos 200 células.

Morfologia espermatica. Con el objeto de identificar a los espermatozoides
anormalmente conformados, se utilizo el método descrito por Rooke et al. (2001).
El cual consiste en tefir con Eosina-nigrosina la célula espermatica. Sobre un
portaobjetos previamente templado se depositd una gota de semen y una de
colorante de Eosina-Nigrosina, se mezclaron ambas gotas y se realizé un frotis. El
frotis se secd a temperatura ambiente y una vez desecado se realizé un examen

microscopico. Se examiné un total de 200 células espermaticas para calcular el
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porcentaje de anormalidades con respecto al total de los espermatozoides
contados. Las alteraciones estructurales y morfolégicas estan basadas en las
siguientes anormalidades 1); Cola: doblada, enrollada o con gota citoplasmatica.

2); Gota citoplasmatica (proximal o distal).

Método del hematocitometro para cuenta de leucocitos

El hematocitdmetro es un grueso portaobjetos de cristal en cuyo tercio
medio estan fijadas tres plataformas paralelas que se extienden a lo largo de su
superficie. La plataforma central esta subdividida por una ranura transversal en
dos mitades, cada una mas ancha que las dos plataformas laterales y separadas
de ellas y entre si por fosas. Las plataformas centrales estan exactamente 0.1mm
mas bajas que las dos plataformas laterales, y tienen una regla de Neubawer, que
tiene 3 x 3mm (9mm ?) y esta subdividida en nueve cuadrados secundarios de 1 x
1mm (1mm?). Los cuatro cuadrados de las esquinas se utilizan para el recuento de
leucocitos y estan subdivididos en 16 cuadrados terciarios. El cuadrado central
milimetrado esta dividido en 25 cuadrados terciarios, cada uno de los cuales mide
0.2 x 0.2mm. Y se divide de nuevo en 16 cuadrados mas pequenos. Un grueso
cubreobjetos, que forma un plano perfecto acompana la camara de recuento.
Cuando esta situado sobre la plataforma de la camara de recuento, hay un
espacio exacto de 0.1mm de espesor entre aquél y la plataforma rayada; por
consiguiente, cada milimetro cuadrado del rayado forma la base de un espacio
que mide 0.1mm?®. El liquido disolvente mas satisfactorio es el liquido de Turk:

acido acético glacial, 2 mL, solucién acuosa al 1% de violeta de genciana, 1 mL, y
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agua destilada, 100 mL. El liquido debe refrigerarse y filtrarse con frecuencia. Para
la cuantificacion de leucocitos en el semen sin fraccionar, la técnica fue: la
muestra de semen correctamente mezclada se diluyé 1:10 en el liquido de Turk,
utilizando la pipeta de Thoma, ésta conteniendo la mezcla se hizo girar en un
mezclador mecanico durante unos 5 minutos, se desecharon las tres primeras
gotas y con la siguiente se llen6 la camara, con el cubreobjetos colocado en la
camara de recuento, el extremo de la pipeta que contiene la mezcla fue llevado
hasta la ranura en el borde del cubreobjetos. El liquido se deslizd bajo el
cubreobjetos por atraccién capilar y penetré en la camara de una forma
controlada. Hay que tener cuidado que el liquido llene exactamente el espacio
situado debajo del cubreobjetos sin que rebose o se formen burbujas. Las células
deben asentarse en la camara durante varios minutos, examinando con el objetivo
de bajo aumento el area rotulada para ver si estan distribuidos regularmente. Se
realizd el recuento. Se cierra parcialmente el diafragma del condensador del
microscopio para hacer que los leucocitos resalten con nitidez utilizando las lentes
de bajo aumento (10x). Se contaron los leucocitos en cada uno de los cuadrados
grandes de las esquinas (1mm?®). Se contaron los 8 cuadrados grandes de los dos
lados de la camara. Cada cuadrado grande incluye un volumen de 1/10 mm?®y las
diluciones fueron de 1:10. Por consiguiente, en el volumen de la camara situado
sobre un cuadrado grande se conté el numero de leucocitos en 1/10 x 1/10 =
1/100 mm?®. Esto significa que el recuento de leucocitos es el promedio del nimero
de células en cada uno de los cuadrados grandes (N) multiplicado por 200. Una

férmula general es:
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Recuento de leucocitos (células /mm®) =cc xd x 10 / cgc
En donde cc es el numero total de células contadas, d es el factor de dilucion, 10
es el factor que transforma la superficie de los milimetros cuadrados (1/10mm °) a
volumen en mm %y cgc es el nimero de cuadrados grandes contados (Henry,

2001).

Tincion de Wright.

Se trata de una solucion de eosina y una mezcla compleja de tiacinas, que
incluyen el azul de metileno (normalmente del 50 al 75%), azur B (10 a 25%). La
solucion tampon (pH 6.4) contiene fosfato potasico primario (monobdsico)
(KH2POy,), anhidro 6.63 g, fosfato sddico secundario (dibasico) (Na;HPO,), anhidro
2.56g y agua destilada para hacer un litro. Puede prepararse una solucion mas
alcalina (pH 6.7) con 5.13 g de sal potasica y 4.12 g de sal sddica. Para observar
los leucocitos en semen el método fue: se mezclé perfectamente la muestra de
semen sin diluir, en un portaobjetos se realizé un frotis, una vez secado al aire, se
puso sobre un puente de tincidn, la extensioén se cubridé con el colorante de Wright
sin diluir, se dejo actuar un minuto; el alcohol metilico fijo el frotis. Se anadié con
cuidado una cantidad igual de solucién tampdn y se mezcl6 soplando suavemente,
hasta que aparecio una escarcha metalica, se dejo actuar desde cinco minutos en
adelante, sin mover el portaobjetos, se lavo con agua destilada, se dejé secar y se
observd al microscopio con el aumento 100X utilizando aceite de inmersion

(Lynch, 1977).
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Recuento diferencial de leucocitos

Consiste en reconocer y valorar las proporciones relativas (por 100) de las
distintas variedades de glébulos blancos que se observan en los frotis tefiidos. El
frotis debe observarse con el objetivo de inmersion con aceite (x 100). Hay dos
maneras de llevar a cabo el recuento diferencial: 1. se recorre el frotis en toda su
longitud y se cuentan todas las células, puede hacerse el recorrido de regreso. 2.
Método del recuento en almena: se empieza en un borde del frotis, se cuentan
todas las células hacia dentro hasta un tercio de la anchura del frotis, luego sobre
una linea paralela al borde, luego hacia afuera hasta llegar al borde, a lo largo de

éste durante una distancia igual, y otra vez hacia dentro (Lynch, 1977).
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