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RESUMEN

Este trabajo permitid conocer la relacion entre el estrés moderado y las lesiones en el tracto
reproductor del carnero producidas por la infeccion experimental con B. ovis, las variaciones en el
cortisol sanguineo y la presencia de células reactivas del sistema inmunitario. En 24 carneros libres
de enfermedades genitourinarias, se indujo estrés por manejo grupal y 21 se infectaron
experimentalmente con B. ovis para evidenciar diferencias en cortisol, presencia de células de
respuesta inmune, lesiones en tracto genitourinario, entre animales con diferentes indices de
leucocitospermia (LE) y tasa de dominancia (TD). Los animales se dividieron en: 5 grupos, [ control
quimico con dexametazona (n=6), II estrés alto (n=6), III estrés moderado (n=6) con infeccion
intradérmica y conjuntival. El grupo IV estrés alto (n=3) con inoculacién intraepididimal. Y el grupo
control (n=3) sin inoculacion. La TD se establecio observando y registrando las conductas agonistas
en dos eventos diarios durante 50 dias. Se obtuvieron muestras de sangre para conocer la cantidad de
cortisol sanguineo y semen para evaluar LE y células epiteliales (CE), durante 12 y 23 semanas
respectivamente. Al sacrificio se colectaron muestras de: testiculo, cola y cabeza del epididimo,
ampulas del deferente, uretra pélvica, pene, prepucio, vesiculas seminales, glandula bulbo uretral,
prostata diseminada y proceso uretral, se procesaron de rutina en parafina y fueron tefiidas con
hematoxilina-eosina para descartar dafos estructurales o debidos a patologias previas y con azul de
toluidina-borax, para cuantificar la presencia de células cebadas (CCs), lifocitos CD4+ y CD8+.
Mediante radioinmunoensayo (RIA) se evidencio la cantidad de cortisol circulante antes, durante y
después del estimulo estresante y de la infeccion experimental con la cepa de referencia B. ovis (REO
198) a una concentracion de 4.7 x 10°.

El objetivo del trabajo fue inducir la epididimitis por B. ovis en condiciones de estrés experimental y
analizar sus efectos en el dafio tisular y en los mecanismos de respuesta inmune local, procurando un
modelo que ayude a explicar la patogenia de la enfermedad.

Al emplear un algoritmo sencillo para calcular la TD, se pudo hacer el seguimiento de las jerarquias
dentro del rebafio. La TD disminuyd en 16 animales y se mantuvo una tendencia a la homogeneidad
dentro de los grupos a lo largo del tiempo. Los resultados obtenidos de la TD permitié conocer en
que condicion de jerarquia (Dominantes, dominancia intermedia y sumisos) se encontraban los
animales a lo largo del experimento.

La presentacion de LE se pudo estimular con un evento de manejo rutinario. La LE solo presentd
correlacion positiva con las CE, pero estas ultimas también se correlacionaron con el cortisol y la
infiltracion. La TD tuvo correlacién matematica con cortisol e infiltracion. A partir de la infeccion
experimental en la semana 10, la LE aumentd gradualmente en los grupos experimentales,

manteniéndose hasta el sacrificio.



Mediante inmunodifusién doble en gel de agarosa (IDD) se observo seroconversion en la semana 1
postinoculacion (PI). Se detectaron 13 carneros positivos y 7 animales fueron positivos de forma
intermitente mas de una vez.

La infeccion experimental por la via intraepidermal, conjuntival e intraepididimal, provocaron la
presencia de lesiones microscopicas insipientes principalmente en epididimo y el ampula del
conducto deferente; El semen de 5 carneros resulto positivo a la PCR para B. ovis, 2 de dominancia
media y 3 sumisos. El volumen del eyaculado disminuyo después de la infeccion con B. ovis.

Las lesiones microscOpicas son consistentes con las reportadas en la literatura para la epididimitis
infecciosa del carnero a partir de la semana 3 PI. La infiltracion en los tejidos observados fue mayor
en los animales de dominancia alta.

Se presentaron mayores niveles de cortisol en los animales de dominancia alta y sumisos. La curva
de LE tuvo una relacion inversa con las de cortisol y TD a lo largo del experimento. Los animales de
dominancia media presentaron mayor cantidad de CD4+ y un aumento significativo de CE en semen
y una menor cantidad de CCs.

Las CE en el semen de todos los animales presentaron una aparente tendencia ciclica, presentando
correlacion positiva con la concentracion de cortisol y dafio.

Aunque LE y TD no presentaron correlacion matematica, la aplicacion del analisis de redes, permitid
observar las relaciones topoldgicas y las relaciones entre los individuos y sus constantes LE y TD.
Los animales sometidos a mayor estrés y mayor cantidad de cortisol presentaron mayor dafio en los
estadios iniciales de la infeccion.

La actividad generada por el cortisol podria no solo ser inmunodepresora en animales con estrés
cronico, sino también de proteccion en animales con estrés agudo, coincidiendo con la supervivencia
del individuo con mejor manejo del estrés dentro de la teoria del Sindrome general de adaptacion, por
lo que la menor cantidad de cortisol generado por los animales de dominancia intermedia, que aunque
fueron estresados y desafiados de la misma forma, la infiltracion en los tejidos de tracto fue menor
que en los dominantes y la cantidad de CD4+ fue mucho mayor que en los grupos de dominantes y
sumisos, por lo que podria pensarse un efecto de proteccion, lo cual podria explicar el mantenimiento

dentro de los rebafios de la infeccion subclinica por B. ovis en animales de dominancia media.



SUMMARY

This work allowed to know the relationship between moderate stress and injuries to the reproductive
tract of the ram caused by experimental infection with B. ovis, changes in blood cortisol and the
presence of reactive immune cells. 24 healty rams fre of genitourinary diseases, stress was induced
by group management and 21 were experimentally infected with B. ovis to demonstrate differences
in cortisol, the presence cells of immune response and genitourinary tract injuries, between animals
with different levels of leucocytospermia (LE) and dominance rate (TD). The animals were divided
into 5 groups, I chemical control with dexamethasone (n = 6), high stress II (n = 6), III moderate
stress (n = 6) with intradermal and conjunctival infection. High stress Group IV (n = 3) with
intraepididimal inoculation. And the control group (n = 3) without inoculation. The TD was
established observing and recording agonistic behavior in two events daily for 50 days. Blood samples
were obtained to determine the amount of cortisol blood and semen for evaluating LE and epithelial
cells (EC), for 12 and 23 weeks respectively. Slaughter samples were collected: testis, head and tail
of the epididymis, ampulla ductus deferens, pelvic urethra, penis, prepuce, seminal vesicles, bulbo
urethral gland, disseminated prostate and urethral process and processed routinely in paraffin and
stained with hematoxylin-eosin to discard structural damage or pathologies and toluidine blue-borax
for quantifying the presence of mast cells (CCs), CD4 + and CD8 + lifocitos. By radioimmunoassay
(RIA) the amount of circulating cortisol was evidenced before, during and after the stressor and
experimental infection by injecting 0.5 ml of inoculum with the reference strain B. ovis (REO 198) at
a concentration of 4.7 x 10°.

The objective of this work was induce B. ovis epididymitis in experimental stress conditions and
analyze their effects on tissue damage and the mechanisms of local immune response, seeking a model
that helps to explain the pathogenesis of the disease.

Using a simple algorithm to calculate the TD, it was possible to track the hierarchy within the herd.
The TD 16 animals decreased and a tendency to homogeneity within the groups over time was
maintained. The results of TD allowed to know that status hierarchy (dominant and submissive
intermediate dominance) were encouraged him throughout the experiment.

LE filing could stimulate a routine event management. The LE only was positively correlated with
the EC, but EC were also correlated with cortisol and infiltration. TD had mathematical correlation
with cortisol and infiltration. From the experimental infection in week 10, the LE gradually increased
in the experimental groups, until the slaughter.

By agarose gel double immunodiffusion (IDD) seroconversion was observed at week 1 post-

inoculation (PI). 13 rams was positive and 7 were intermittently positive more than once.



The experimental infection by the intraepidermal, conjunctival and intraepididimal way, the presence
of incipient caused mainly microscopic lesions in the epididymis and vas deferens ampulla; The
semen of 5 sheep was positive to PCR for B. ovis, 2 of half dominance and 3 submissive. The volume
of ejaculate was decreased after infection with B. ovis.

Microscopic lesions are consistent with those reported in the literature for infectious epididymitis of
rams from week 3 PI. Infiltration into the tissue was observed in animals whit high dominance.
Higher levels of cortisol in animals whit high and submissive dominance was observed. LE curve
was inversely related to cortisol and TD throughout the experiment. Animals showed higher
dominance average number of CD4 + and a significant increase in EC semen and fewer CCs.

EC in the semen of all animals exhibited an apparent cyclical trend, showing positive correlation with
the concentration of cortisol and damage.

Although TD and LE showed no mathematical correlation, application of network analysis allowed
to observe the topological and relationships between individuals and LE-TD.

Animals subjected to greater stress and cortisol presented much more damage in the initial stages of
infection. The activity generated by cortisol could not only be immunosuppressive in animals with
chronic stress, but also could be protective in animals with acute stress, coinciding with the survival
of the individual to better manage stress within the theory of general adaptation syndrome, so the
least amount of cortisol produced by animals dominance intermediate, that although were stressed
and challenged in the same way, the infiltration of tissues tract was lower than in the dominant and
the amount of CD4 + was much higher than in the groups dominant and submissive, so it might be
thought a protective effect, which could explain the maintenance within herds of subclinical infection

by B. ovis in animals half dominance.
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“...my goals are the same: to help in the art of healing or, better, preventing disease,
at the same time satisfying my insatiable curiosity about the mysteries of life and happiness”.

Hans Selye.

“Intuitively it would seem that to cope with a situation is to attempt to control it — whether by altering the
environment, changing the meaning of the situation, and/or managing one’s emotions and behaviours”

R S Lazarus.
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INTRODUCCION.

La Brucella ovis (B. ovis) fue aislada en ovejas abortadas 1952 en Nueva Zelandia por Mc Farlane, en
1953 se reporta la epididimitis en carneros por B. ovis en Australia y Nueva Zelanda y en 1956 Kennedy la
reporta por primera vez en América (Robles, 2008). En México se reportd por primera vez en Tabasco en 1974,
pero se aislo en Guanajuato hasta 1979 (Méndez-Nares et al., 1999).

La epididimitis infecciosa o contagiosa del carnero, es una enfermedad de distribuciéon mundial,
infectocontagiosa y dificil de diagnosticar en sus formas subclinicas (animales portadores). El cuadro es
determinado por la infeccion por B. ovis, la inflamacion en el 6rgano determina la rotura de la barrera “hemato-
testicular” y el contacto de los espermatozoides con el intersticio y las células de respuesta inmune, con el
desarrollo de respuestas autoinmunes y la formacion de granulomas con estasis en el flujo espermatico y
consecuente degeneracion testicular. Pueden ocurrir cuadros semejantes, en particular en la infeccion por
Actinobacillus seminis y ocasionalmente con otros organismos considerados como parte de la flora normal del
tracto reproductor (Mejia-Sanchez et al., 2004; Acosta-Dibarrat, 2007), por lo que se discute su condicion de
patdgenos primarios (Acosta-Dibarrat, 2006). El examen clinico de los animales para determinar la presencia
de epididimitis, no permite diferenciar la epididimitis infecciosa de las de otro origen y menos aun detectar
animales portadores (Bulgin, 1990b; Ficapal et al., 1998).

En la epididimitis infecciosa, la respuesta inflamatoria es mayor que en los granulomas congénitos o
mecénicos (Trigo, 1998). La epididimitis afecta a las explotaciones ovinas debido a los bajos indices
reproductivos, eliminacion de machos reproductores por acortamiento de su vida reproductiva (Bulgin, 1990a;
Robles, 1998).

La patogenia de la enfermedad no es clara y no se ha podido explicar “el tropismo” de la bacteria por
el aparato genital del carnero. Se ha sefalado la posible participacion de mecanismos enddcrinos relacionados

a la pubertad, o la posible interaccidon con lesiones traumaticas en la cola del epididimo, asi como factores
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medioambientales, de manejo y de alimentacion (Jansen, 1983), pero los intentos por inducir la enfermedad

experimental, simulando estos mecanismos, han fallado (Acosta-Dibarrat, 2007).

2. EPIDIDIMITIS INFECCIOSA DEL CARNERO

2.2. EPIDEMIOLOGIA
La distribucion en México de la epididimitis infecciosa del carnero ocasionada por B. ovis, no se ha
establecido, si bien se han hecho estudios seroldgicos y de aislamiento, que la ubican en la zona central del pais,

su prevalencia tampoco esta bien definida (Nunez-Torres et al., 1997).

2.3. MICROBIOLOGIA

Dentro del género Brucella se reconocen 10 especies que se clasifican por la naturaleza del
Lipopolisacarido (LPS) en especies de fenotipo liso y rugoso, grado de patogenicidad y por su hospedero
preferente, aunque la mayoria de las especies pueden afectar a mas de una especie animal. Las especies de
fenotipo liso tienen el LPS completo y son: B. abortus que afecta principalmente a bovinos, B. suis a cerdos, B.
melitensis a caprinos, B. neotomae a la rata del desierto, B. pinnipedialis a pinnipedos (lobos y leones marinos,
focas, elefantes marinos y morsas), B. ceti a cetaceos (ballenas, delfines y orcas), B. microti al raton de montafia
y B. inopinata que fue aislada en 2010 de una infeccion de un implante mamario. Mientras que las especies con
LPS de fenotipo rugoso por carecer de la cadena O; inicamente son B. ovis que afecta a ovinos y B. canis a
perros. (Alvarez Martinez etal., 2003; Barun et al., 2008; Diez, 2002; Scholz et al., 2008).

Las especies lisas: B. abortus, B. suis, B. melitensis (Jiménez de Bagues et al., 2005a) y la rugosa B.
canis tienen caracter zoondtico (Ratushna et al., 2006). No se han comprobado casos humanos por B. ovis o por
B. neotomae (Diez, 2002). En México se ha estimado una seroprevalencia endémica en humanos de 3.42 %
(Lopez-Merino et al., 1992) y de 3.8% en el afio 2000, siendo el estado de México y Guanajuato, los de mayor
incidencia respectivamente (Velasquez-Monroy et al., 2002). Recientemente ha recibido atencion por su posible
uso como arma bacteriologica ya que entre 10 y 100 bacterias pueden producir una aspercion infectante para

un ser humano (Jiménez de Bagues et al., 2005b; Goémez-Cardoso et al., 2006), por su capacidad de producir
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dolor de cabeza y la mortalidad relacionada con dafios al endocardio o sistema nervioso central (Di Giovanni,

1999).

El género Brucella pertenece al grupo 2 de las a-proteo bacterias, relacionadas filogenéticamente con
otros parasitos celulares, tanto de plantas y animales como con bacterias de vida libre. Al comparar los
cromosomas de las brucelas y otras a-proteo bacterias se confirma que los genes criticos para su progresion
ciclica, maquinaria de translacion, respuesta al estrés, membranas lipidicas, metabolismo heterotropico basico
y conversion energética, estan conservados en las brucelas. Se ha sugerido que la capacidad de sobrevivencia
del género Brucella estd muy relacionada con las caracteristicas de sus dos cromosomas, concentracion de G+C
(1, 57.23% y 2, 57.18%) y una cantidad similar de regiones codificantes potenciales. Lo anterior sugiere
caracteristicas altamente conservadas en los replicones bacterianos heredados de un mega replicon del mega
plasmido ancestral, condiciones muy similares a las o-proteo bacterias con que estan relacionadas las brucelas.
Lo que hace al género Brucella interesante, ya que aun siendo mono filetico, las especies que lo conforman

presentan una gran variabilidad en sus factores de virulencia y preferencia de hospedador. (Moreno et al., 2002).

2.4. AGENTE CAUSAL

Los microorganismos del género Brucella son cocobacilos Gram negativos, miden entre 0.7 a 1.2um
de largo por 0.5um a 0.7 um de ancho, con dos cromosomas circulares de aproximadamente 1164 Kbp y 2111
Kbp respectivamente (B. ovis ATCC 25840), es inmovil, no esporula, ocasionalmente se puede agregar en pares
o cadenas cortas, presenta caracteristicas de patdgeno intracelular facultativo, aunque se ha tratado de redefinir
por sus caracteristicas patdgenas, Gorvel en 2002 propuso denominarlo “parasito facultativo extra/intracelular”.
Se tifie de rojo con la coloracion de Stamp o Ziehl Neelsen modificada y se tifie de azul con la coloracion de
Koster modificada. Crece bien en medios basales como el tripticasa-soya, agar sangre y agar Columbia,
enriquecidos con 7% de suero o sangre desfibrinada en una atmosfera con un 10% a 20% de Didxido de carbono
(Robles, 1998).

Estudios recientes de biologia celular y molecular, han caracterizado genes de virulencia importantes
en la interaccion parasito-hospedero, que modifican la respuesta inmune, la inhibicion de la fagocitosis y la
modulacién de la apoptosis (Jiménez de Bagues et al., 2005a). Se han propuesto algunas secuencias de

virulencia, como: las necesarias para el reclutamiento de actina y activacion de GTPasas para la internalizacion,
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para la produccion de adhesinas, invasinas, hemolisinas, proteasas y la inhibicion de la apoptosis, esta ultima
sin interferir con la mitosis (Moreno et al., 2002). También se han confirmado similitudes de al menos un 98%
en secuencias a nivel proteico, lo que ha permitido identificar tanto genes comunes, como genes para diferenciar
biovariantes del genero Brucella, estos ultimo con utilidad diagnostica (Ratushna et al., 2006).

Para B. ovis se han caracterizado los antigenos del lipopolisacarido Rugoso (LPS-R), proteinas de la
membrana externa (Omp, grupos 1, 2 y 3 de 25 a94 kilodaltones [kDa]) y una proteina de 67 kDa, asi como
proteinas periplasmaticas y citoplasmaticas, esto permite el diagndstico preciso de B. ovis (Mejia-Sanchez et
al., 2004).

El conocimiento mas amplio del genoma y proteoma del género Brucella, ha permitido caracterizar
procesos de la fisiologia bacteriana dentro de la célula blanco relacionados con su virulencia, principalmente
componentes del sistema de secrecion VirB y BvrB, asi como genes relacionados con procesos metabolicos
necesarios durante la proliferacion (Cascales, 2003 et al.; Jiménez de Bagiies et al., 2005a, Gomes-Cardoso et
al., 2006; Alvarez-Martinez et al., 2003). Para el género Brucella como patoégeno intracelular, la interaccion
con la célula hospedadora o blanco tiene consecuencias importantes relacionadas con su supervivencia,

proliferacion, diseminacion y desarrollo de inmunidad. (Jiménez de Bagiies et al., 2005a).

2.5. BRUCELOSIS OVINA

La brucelosis ovina puede ser ocasionada por especies lisas principalmente B. melitensis, que produce
un cuadro de aborto y por especies rugosas B. ovis con un cuadro de epididimitis, aunque las dos especies
pueden producir abortos y cuadros relacionados con testiculo y epididimo. B. ovis afecta particularmente al
carnero y los tejidos relacionados con el aparato reproductor, generando el cuadro denominado epididimitis
infecciosa del carnero (Diaz-Aparicio, 2001; Méndez-Nares et al., 1999).
La epididimitis producida por B. ovis esta asociada a cuadros en ovinos adultos, mientras que en corderos o
carneros jovenes se puede encontrar una asociacion entre B. ovis, Actinobacillus seminis e Histophilus somni,
en donde los dos ultimos se consideran parte de la flora normal de estos animales (Burges, 1982). Otros
organismos asociados a la microbiota normal del tracto reproductor bajo distal, son Actinomyces pyogenes,

Bacteroides sp, E. coli, Pasteurella sp, Staphylococcus sp y Streptococcus sp, los cuales se pueden aislar del
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epididimo y estar relacionados con lesiones en epididimo y testiculo (Méndez-Nares et al., 1999; Mejia-Sanchez
etal., 2004).
En hembras, B. ovis puede producir abortos aunque en bajos porcentajes (3-5%), al final de la gestacion y al

infectar a sus crias, se mantiene la infeccion en el rebafio (Mejia-Sanchez et al., 2004).

2.6. PATOGENESIS DE B. ovis.

La transmision de la enfermedad en los animales puede ser a través de la piel, la mucosa respiratoria y
conjuntival, aunque la principal ruta de infeccion es la oral y en el caso de B. ovis la venérea. Una vez que la
bacteria ingresa al organismo del animal, coloniza los linfonodos regionales donde se multiplica, localizandose
principalmente en 6rganos como rifion higado, bazo y finalmenter en los linfonodos relacionados con los
genitales, en forma cronica alrededor de los 30 dias postinfeccion. (Biberstein, 1964; Robles 1998).

En los macréfagos la Brucella inhibe la fusion de fagosoma-lisosomas, replicindose dentro de estos
compartimentos que contienen componentes del reticulo endoplasmico, esta via se ve favorecida por el sistema
de secrecion tipo IV. Si el macréfago activa mecanismos microbicidas, la bacteria destruye a su célula
hospedadora, para replicarse extracelularmente en los tejidos adyacentes o infectando células cercanas. La
respuesta celular del hospedador puede generar infiltracion linfocitaria, la formacion de un absceso o un
granuloma con necrosis caseosa (He, et al 2006).

Las defensas del huésped pueden controlar eventualmente la infeccion por Brucella, el complemento puede
lisar algunas cepas de brucelas rugosas, pero tienen poco efecto sobre cepas lisas (Gomez-Cardoso et al., 2006).

B. ovis, al igual que las otras brucelas, entra al organismo a través de las membranas mucosas. Una vez
traspasado el epitelio de la mucosa, puede ser fagocitada, sigue el curso a los vasos linfaticos aferentes y llega
a los nodos linfaticos regionales. Por via sanguinea la bacteria invade todo el organismo infectando el tracto
genital, higado, bazo, pulmones, rifién y otros nodos linfaticos. Ya hacia el final del segundo mes posterior a la
exposicion, B. ovis desaparece de nodos linfaticos y otros 6rganos, encontrandola unicamente en epididimos,
vesiculas seminales, glandulas bulbo uretrales, ampollas de los conductos deferentes y a veces en rifion. Una
vez establecida en los epididimos produce una reaccion inflamatoria caracterizada por edema peri vascular e
infiltracién celular del tejido conectivo. Se produce hiperplasia del epitelio de los tibulos epididimarios y se

forman vesiculas intraepiteliales (Méndez-Nares et al., 1999; Robles, 1998).
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Los cambios epiteliales conducen a la extravasacion de espermatozoides al intersticio causando una
fuerte reaccion inflamatoria y la formacion de granulomas espermaticos. Las vesiculas seminales y las ampollas
parecen ser el establecimiento mas comun de la infeccion por B. ovis. Esto explicaria la presencia de carneros
positivos en la serologia a B. ovis, pero sin lesiones palpables en el aparato reproductor. B. ovis ha sido aislada
en carneros a partir de epididimo, testiculo, tinica vaginal, vesiculas seminales, ampollas de los conductos
deferentes, glandulas bulbo uretrales, higado, rifidon, bazo y ganglios linfaticos regionales, sin embargo el semen
es la via mas importante de excrecion y transmision (Acosta-Dibarrat, 2007; Al-Katib, 2005; Diaz-Aparicio,
2002; Paolicchi, 2000; Robles, 1998).

Las brucelas pueden sobrevivir al medioambiente interno del macréfago o de cualquier célula con
funcioén fagocitica (Ratushna et al., 2006), esto se ha tratado de explicar mediante el estudio del LPS, que esta
conformado por tres dominios: lipido A, el nucleo del oligosacarido y antigeno O o la cadena lateral O. El
polisacarido-O de la brucela lisa es un homopolimero no ramificado con un promedio de 96 a 100 unidades
glicosilicas. El nucleo del oligosacarido estd compuesto por quinovosamina, glucosamina, 3-deoxi-D-mano-2-
acido octulosonico (KDO) y azficares no identificadas. El lipido A anclado al ntcleo del oligosacarido, contiene
una diamino glucosa como esqueleto, amida y ester asociada a una cadena larga saturada y acidos grasos
hidroxilados. El extremo hidrofébico del Lipido A es la parte que cubre a la membrana externa y se asocia a
fragmentos proteicos (Gomez-Cardoso et al., 2006).

El estrés oxidativo activa vias de defensa celular que pueden ser daiiinas para el tejido, al provocar una
reaccion autoinmune en el tracto reproductor (Vasselon et al., 2002), también se ha observado que la
estimulacion antigénica para el reconocimiento de espermatozoides puede ser espontanea sin tener un sitio de
estimulacién antigénica claro, lo anterior se ha tratado de atribuir a anormalidades estructurales o historia de

traumatismos (Clifton et al., 1992), siendo este otro factor promotor de lesiones en el tracto.

2.7. INMUNIDAD INNATA.

El complemento, tanto en su activacion por la via clasica o alterna, es una de las formas de resistencia
del hospedador, en B. abortus y B. melitensis la respuesta es inducida por el lipopolisacarido (LPS), el
componente mas importante de estas especies. En contraste B. canis y B. ovis no poseen la cadena O del

polisacarido externo y mantienen la virulencia en su hospedador respectivo. En animales con primo infeccion,
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donde el LPS esté involucrado, la via alterna del complemento es aparentemente la primera defensa en contra
de B. abortus, pero el suero de animales con estadios cronicos de la enfermedad, con IgG especifica contra B.
abortus, no mata a la bacteria. La via clasica del complemento que lisa a B. abortus, se activa con gran cantidad

de IgM especifica y con bajos niveles de IgG (Splitter, 1997).

2.8. INMUNIDAD CELULAR.

Los neutrofilos son la primera célula del sistema inmunitario que tiene contacto con las brucelas, la
endocitosis es mas eficiente con la opsonizacion y la fijacion del complemento. Algunas brucelas sobreviven
dentro de los neutrofilos y son llevadas a los nodos linfoides regionales. Por otro lado, la quimiotaxia de los
neutrdfilos al lugar de infeccion, secuestra a la bacteria, limitando su diseminacion. Los neutrofilos utilizan el
sistema hidrogeno-mieloperoxidasa y complejos con perdxido, para matar a las bacterias, sin embargo las
brucelas sobreviven dentro de la célula, siendo las especies lisas las que tienen mayor prevalencia, el LPS inhibe
la degranulacion y se considera el factor de virulencia en contra de los neutréfilos. B. suis y B. abortus generan
factores que evitan la union lisosoma-fagolisosoma, la actividad neutrofilica es diferente para controlar la
infeccion por las diferentes especies de Brucela (Splitter, 1997).

Reportes en el modelo murino, indican que las células NK, no reconocen y no matan a las células con
Brucella en el inicio de la infeccion lo que podria provocar menor cantidad de Interferon producido por las
células NK, por lo tanto una disminucion en la promocion de células CD4+ (Fernandez et al., 1995)

Las células dendriticas son estimuladas por la via del ligando TLR9 para la secrecion de IL-12,
provocando una respuesta tipo Th-1 y produccion de IFN-y. Macrofagos, neutrofilos y linfocitos responden a
la quimiotaxia producida por las proteinas y polisacaridos de las brucelas, secuencialmente, responden primero
los neutréfilos, después los macréfagos y finalmente los linfocitos, esta respuesta desarrolla en los tejidos
infectados y colonizados, la lesion cronica granulomatosa caracteristica de la brucelosis (Gomez-Cardoso et al.,
2006; Salas-Téllez et al., 2005).

Los macrofagos son el blanco inicial, la bacteria inhibe la produccion de TNF-a, la principal citocina
pro inflamatoria, este evento de virulencia previene las secreciones autdcrina y paracrina de los macroéfagos,
también se ha especulado sobre la tolerancia al patégeno, inducida por la falta del TNF-a durante la fase de

infeccion e inflamacion (Jiménez de Bagiies et al., 2005). Esta falta de citocina pro inflamatoria provoca una
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disminucion en la produccion de IL-12 esencial para la activacion de Th 0 y la accidn protectora de las células
Th 1, asi como de las células de memoria, (Jiménez de Bagiies et al., 2005; Gomez-Cardoso et al., 2006).

Los macrofagos fagocitan a las brucelas a un ritmo muy bajo (Jiménez de Bagues et al., 2005) El
reconocimiento del LPS bacteriano esta mediado por el CD14, formado por un dominio transmembranal y
dominios intracelulares, necesarios para la traduccion de la sefializacion, en conjunto con moléculas de la
familia de receptores tipo “Toll” (TLR) (Campos et al.; 2004; Gémez-Cardoso et al., 2006), la cual tiene un
papel primordial en la induccion pro inflamatoria de citocinas, produccion de TNF-a e IL-12. La sefializacién
durante la infeccion con Brucela esta mediada por dos ligandos: para lipoproteinas por TLR2 y para el LPS la
TLR4 y mientras esta activacion disminuye, aumenta la via de sefializacion para TLR mediante el factor de
diferenciacion micloide 88 (MyD88) siendo esta la molécula mas importante para la proteccion del hospedador

en contra de la Brucella (Gomez-Cardoso et al., 2006).

2.9. CELULAS CEBADAS (CC).

Pocos trabajos han explorado la relacion que existe entre el estrés generado por el manejo rutinario y la
reactividad generada de forma aguda por las CC, para explicar la patogenia de las infecciones genitourinarias
en carneros (Garrido, 2011). La importancia de las CC en el aparato genitourinario normal de los animales
domésticos y particularmente en los ovinos y caprinos, ha sido pobremente estudiada (Castillo et al., 2008;
Alessandro, 2007; Anton, 1998; Michaloudi, 1999; Scott, 200, Tryphonams, 1979), aunque existen algunos
trabajos para determinar la cantidad de mastocitos en 6rganos y tejidos del sistema genitourinario en algunas
especies (Anton,1998; Dimitrov, 2007; Gaytan,1989; Ohanian, 1977), recientemente se ha comenzado a ver la
importancia de su distribucion en diferentes 6rganos (Apa et al., 2002; Nistal et al., 198 4; Xu et al., 2003;
Dimitrov et al., 2007). Las CC son células efectoras de la respuesta inflamatoria regional aguda, (Abraham et
al., 1997), siendo una de las primeras respuestas a diferentes agresiones, principalmente contaminantes inertes
no bioldgicos y antigenos microbianos (Levine, 1995; Pier et al., 2004), a través de la produccion de citocinas
moduladoras de las respuestas innata y adaptativa por la estimulacion de respuestas Th1 y Th2 (Abraham et al.,
1997). Las CC han sido directamente relacionadas con la inmunidad de mucosas, quimiotaxia de células de
defensa y el control de parasitos en ovinos (Amarente, 2007), por lo que la susceptibilidad a ciertas

enfermedades infectocontagiosas del tracto reproductor y glandulas anexas, puede estar asociada a efectos
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generados por las catecolaminas producidas en el Sistema nervioso central (SNC) y Sistema nervioso periférico

(SNP) (Greenberg, 2002) y por las CC, particularmente durante las condiciones de estrés generado por manejo.

3. DIAGNOSTICO
El diagndstico de B. ovis en carneros se basa en la revision clinica de su aparato reproductor, la
deteccion de anticuerpos especificos contra B. ovis o el aislamiento de la bacteria de semen o tejidos (Diez,

2002; Ficapal, 1998; Nufiez-Torres, 1997; Robles, 1998 Worthington, 1985).

3.1. Revisién clinica

La palpacion de los 6rganos genitales externos, permite el diagnostico de la epididimitis, que es una
de las manifestaciones clinicas frecuentes de la infeccidon. Si bien la técnica es facil de llevar a cabo, los
resultados no son concluyentes ya que: (a) hay otros organismos que producen epididimitis palpables; (b) no
todos los carneros infectados desarrollan epididimitis y (c) algunos carneros infectados con lesiones palpables
a la revision clinica, pueden estar clinicamente normales al practicarse una nueva revision semanas mas tarde.
Sin embargo se debera recomendar siempre a los productores adoptar esta técnica ya que no solo permite
detectar a los animales que presentan epididimitis por causas infecciosas, sino lesiones congénitas o adquiridas

en el tracto genital (Robles, 1998).

3. 2. Deteccion del agente
3.2.1. Tinciones especificas

Las improntas de semen o tejidos pueden ser tefiidas con Gram, pero la técnica mas adecuada es la
coloracion de Ziehl-Neelsen modificada, en la cual B. ovis aparece como un pequefio cocobacilo tefiido de
rojo. Si bien la técnica es sencilla, la presencia de otros microorganismos patogenos del tracto genital, como
Coxiella y Chlamydia, pueden provocar confusiones, ademas B. ovis es excretada intermitentemente en semen.
La coloracion de Giemsa puede ser usada para detectar la presencia de células inflamatorias en el semen, lo que

provee una indicacion temprana de infeccion en el tracto genital, pero no determina el agente causal. Estas dos
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pruebas pueden ser combinadas en una sola, ya que si se usa la coloracién de Stamp, ésta detectard los
microorganismos presentes y también tefiird los neutréfilos. Por su simplicidad, es una técnica que debiera
usarse de rutina en la evaluacion del semen de carneros donantes en programas de Inseminaciéon Artificial

(Robles, 1998).

3.2.2. Cultivo

El aislamiento de B. ovis, para fines diagndsticos en carneros sospechosos se puede intentar de
muestras de semen, sin embargo un resultado negativo no asegura que el animal no esté infectado, ya que B.
0Vvis se excreta por semen en forma intermitente. Para el cultivo de muestras de campo el medio selectivo de
Thayer-Martin y el medio de Skirrow modificado, son los mas recomendados para el aislamiento de B. ovis. El
aislamiento del agente causal sigue siendo la unica forma de tener un diagndstico definitivo y la prueba de oro

para la evaluacion de la mayoria de las pruebas diagnosticas (Robles, 1998).

3.2.3. Técnicas inmunologicas

La inmunofluorescencia directa en improntas y la Peroxidasa anti-peroxidasa en cortes de parafina,
han sido desarrolladas para B. ovis, pero hasta el presente no han sido usadas de rutina en el diagnostico. La
técnica de Peroxidasa anti-peroxidasa podria ser una buena alternativa a la bacteriologia en tareas de
diagnostico, ya que permite identificar y ubicar la bacteria y ver la estructura del tejido a la vez, lo que es de

suma utilidad en estudios de patogénesis (Robles, 1998).

3.2.4. Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Actualmente con PCR se puede detectar con un 100% de especificidad a B. ovis, ya que no se producen
amplificaciones de especies relacionadas, al ser capaz de distinguir las diferentes especies de Brucella, en las
regiones donde existe la infeccion mixta en ovinos por B. melitensis y B .ovis., permite distinguirlas (Manterola

et al., 2003; Ratushna et al., 2006).

3.2.6. Doble inmunodifusion en gel de agar (IDD)
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Desde que fuera reportada por Myers y Siniuk en 1970, la doble difusion en gel ha sido ampliamente
utilizada pero con diferentes procedimientos y por lo tanto con resultados variados, pero cuando la prueba es
estandarizada con una concentracion adecuada de cloruro de sodio 10 % en el gel y un antigeno apropiado
extraido en caliente, la doble difusion en gel es tan sensible y especifica como la Fijacion del complemento
(FC) (Ficapal, 1998; Robles, 1998).

Los geles pueden prepararse con diferentes agares, agarosas y amortiguadores pero los geles hipertonicos (10%
de Na Cl) son los recomendables. El antigeno se obtiene por la técnica del extracto salino en caliente (HS) a
una concentracion de entre 1.25 y 5 mg/ml (Nuiiez-Torres, 1997). Basandose en la IDD, se ha desarrollado una
prueba de contrainmunoelectroforesis, con resultados comparables a los de 1a IDD y (FC) con la ventaja de que

los resultados se tienen en pocas horas (Robles, 1998).

3.2.7. Enzimoinmunoensayo (ELISA)

El uso de ELISA para el diagndstico de la infeccion por B. ovis, se ha incrementado, no solo es mas
sensible cuando se lo compara con la FC y la DDG (Mejia-Sanchez et al., 2004; Nielsen, 2007), sino que tiene
una serie de ventajas: (a) no es necesario inactivar los sueros como para FC (b) no tiene problemas con sueros
hemolizados o anticomplementarios;(c) trabaja con una sola dilucion del suero (d) requiere una minima cantidad
de antigeno, que en general es un tema critico y (e) los reactivos son mas estables que aquellos que utiliza la
FC. Finalmente, la prueba de ELISA es capaz de detectar cualquier tipo de inmunoglobulina dependiendo del

conjugado que se use y puede ser totalmente automatizado (Cho et al., 1987; Robles, 1998).
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4. BIENESTAR ANIMAL, ETOLOGIA Y ESTRES.

4.1. Bienestar animal

La ciencia del bienestar animal procura medir el efecto de diferentes situaciones medioambientes desde el
punto de vista de la calidad de vida del animal (Broom, 1991; Dawkins, 2008).

En general una de las mejores guias para el bienestar animal son las cinco “libertades” mencionadas en la
declaracion de los derechos universales de los animales: libre de hambre, sed o malnutricion, libre de miedo o
estrés, libre de incomodidad fisica o térmica, libre de dolor dafio o enfermedad y libre de expresar las pautas de
comportamiento. Para entender el bienestar animal se deben considerar tres aspectos: el fisioldgico, el ético y
el de las legislaciones aplicables al trato de los animales y para definirlo se debe abordar desde tres puntos de
vista: estado fisico o fisiologico; estado mental o sentimientos y la naturalidad (Declaracion de los derechos
animales UDAW, WSPA, 2011).

Se puede definir al bienestar del estado fisico desde dos puntos de vista, el primero en cuanto a su capacidad de
equilibrio, segun Fraser y Broom (1990), ”Bienestar es el estado que guarda el animal en su intento de
equilibrarse con su medioambiente” y del punto de vista fisiologico segin Mc Glone (1993) ”Un animal esta
en un pobre estado de bienestar solo cuando sus sistemas fisioldgicos se han perturbado hasta el punto en que
la supervivencia o reproduccion es incompatible con la vida”

Situacion o condicién mental, define al bienestar desde el punto de vista de lo que siente el animal, por lo que
la falta de estrés, la salud o lo saludable, son necesarios y/o suficientes para concluir si un animal se encuentra
en condiciones de bienestar (Duncan, 1993).

El tercer aspecto que permite entender al bienestar como un todo es la naturalidad, ya que el bienestar no solo
significa control del dolor o del sufrimiento, también se debe propiciar y cultivar la naturaleza de los animales,

denominada por Rollin, 1993: telos.
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Los efectos del medio en que se encuentra y desarrolla el individuo pueden modificar el bienestar. El miedo,

sufrimiento y dolor, se relacionan directamente con la medicion del bienestar (Broom, 1991; Haller, 1998).

4.1.1. Miedo

Es la influencia sobre los comportamientos fundamentales y condiciona la adaptacion afectando la produccion.
La interpretacion de los parametros de comportamiento relacionados al miedo son en general subjetivos
(Veissier, 2007). La respuesta del cerebro superior al miedo es una preparacion para el peligro generado por
alglin evento, por ejemplo depredacion, lesion por un rival o heridas, esta reaccion desencadena una respuesta
en la médula adrenal (Broom; 1991), se puede provocar miedo, durante el manejo, transporte y pre rastro
(Broom; 1991), particularmente por aislamiento, sorpresa y la presencia de humanos (Veissier, 2007,

Vandenheede 1998).

4.1.2. Sufrimiento

Es un término que se refiere a los sentimientos subjetivos no placenteros, que se pueden percibir de forma aguda
o cronica y que se convierten en sufrimiento, cuando no se pueden evitar el estimulo o cuando no se puede
regresar a la normalidad o estado basal. El sufrimiento provoca que el animal no pueda administrar su relacion
con el miedo y se refleja sobre su comportamiento o indices de produccion. Se pueden emplear los signos

clinicos de enfermedad o lesion como indicadores de sufrimiento y estrés (Broom, 1991).

4.1.3. Dolor
Es una sensacion en extremo aversiva en si misma, es dificil de medir pero en el comportamiento se tiene un

buen indicador del dolor, su percepcion genera respuesta en la corteza adrenal (Broom, 1991).

4.1.4. Concepto de necesidad o satisfactor.
Esto se refiere al requerimiento natural y fundamental en la biologia de un animal, para obtener un recurso

determinado o responder a un estimulo corporal o del medio, si el satisfactor o la necesidad no se satisfacen se
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puede afectar la biologia o el comportamiento. Las necesidades de cualquier animal tienen una jerarquia
natural, y algunas son mas importantes que otras bajo ciertas circunstancias, inicialmente se consideran agua y
alimento como fundamentales, un area para descanso es menos importante, en orden de importancia se puede
entender sobrevivencia sobre salud y salud sobre comodidad (Carranza, 1994).

Jensen y Toates, 1993, definen la necesidad dentro del comportamiento como una pauta especifica del
comportamiento en la que el animal aparentemente debe hacer, sin estar relacionada con el medio ambiente o
con las necesidades fisiologicas del animal, la necesidad involucra el despliegue de comportamientos tipicos
sin consecuencias fisiologicas directas y sin retroalimentacion de mecanismos fisioldgicos de regulacion

(Boissy, 2007; Jensen 1983).

4.2. ETOLOGIA

La etologia proviene de las palabras griegas ethos (costumbre) y logos (tratado), definiéndose como el
estudio cientifico de las cadenas de actos de comportamiento, fijas y caracteristicas en cada especie (Carranaza,
1994), los limites de la etologia moderna se han extendido y explicado gracias a sus interconexiones con otras
ciencias y a sus divisiones en ramas que responden a las preguntas relacionadas con las causas, ontogenia,
evolucion y funcidn, del comportamiento. No se han revisado las relaciones entre los indices de estrés y
bienestar, en donde la adaptacion es un mecanismo vinculante entre los factores, el nivel de la respuesta al
estimulo es dificil de relacionar con la intensidad del estrés generado o con la condicion de bienestar en que se
encuentra el animal (Broom, 1991).

El enfoque etologico fue enmarcado por Tinbergen dentro de 4 cuestiones fundamentales: la
causalidad inmediata o mecanismo (causas), el desarrollo ontogénico (ontogenia), la historia filogenética
(evolucidn) y su significado adaptativo (funcion). Al tratar de comprender las respuestas de cualquier organismo
vivo bajo los cuatro enfoques mencionados, todas pueden ser diferentes pero igualmente ciertas, ninguna es
unica y todas se necesitan para una comprension global del comportamiento, de esta forma se puede aplicar a
cualquier organismo vivo, tanto animal como vegetal, a estos ultimos se les puede estudiar bajo las cuatro
perspectivas de Tinbergen, considerando su capacidad adaptativa, reproductiva, defensiva, de comunicacion,

mimetismo y engafio (Carranza, 1994).
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4.2.1. Comportamiento

Es la respuesta del animal al medio ambiente y es el modo en que los seres vivos resuelven los problemas a los
que deben enfrentarse, mediante los procesos fisioldgicos implicados en una decision, a lo largo de sus vidas y
que pueden tener repercusion sobre su eficiencia bioldgica (Carranaza, 1994).

El comportamiento se debera emplear como herramienta para apoyar la produccién ovina,
particularmente en areas geograficas o de condiciones criticas severas, la influencia que tiene el conocimiento
del comportamiento animal sobre la produccién de una raza no se ha entendido o apreciado totalmente (Hulet,
1983).

Los actos observados mas simples se llaman pautas, las cuales forman parte de tacticas y estrategias
que configuran las soluciones que un ser vivo adopta ante un problema, estas estrategias incluyen una gran

cantidad de procesos fisioldgicos (Carranaza, 1994).

4.2.2. Afrontamiento “coping”

Es el cambio cognoscitivo y de comportamiento constante con la finalidad de enfrentar y manejar demandas
especificas externas. El término se refiere a estrategias constructivas o adaptativas empleadas para reducir el
efecto de estresores determinados y su desarrollo en el animal tiene efecto sobre la enfermedad o salud (De
Miguel et al., 2011; Johnson et al., 1993; Khrone, 2009). Recientemente se ha comprobado que existe una
relacion directa entre los perfiles neuroendocrinos y las estrategias de afrontamiento que desarrollan los

individuos sobre la activacion del sistema inmune (De Miguel et al., 2011).

4.2.3. Emociones positivas.

El campo de las emociones positivas, y los estados afectivos positivos son la siguiente frontera para comprender
el proceso del bienestar animal. Las emociones positivas requieren una secuencia temporal: un medio ambiente
gratificante, una estimacion cognoscitiva del SNC, seguido por reacciones psicologicas y de comportamiento.
Las experiencias emocionales positivas cominmente desembocan en el estado global de felicidad, el cual
consiste en emociones y actividades positivas (Boissy et al., 2007). Se ha propuesto que los animales menos

estresados, pueden tener mayor control sobre situaciones estresantes (Greiveldinger et al., 2009; Keil; 2012).
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4.2.4. Dominancia.

La dominancia se debe considerar como un valor relativo, desde el punto de vista del individuo y el
grupo, ya que un individuo puede ser dominante en un grupo pero ser subordinado en otro, por lo que la
dominancia es una variable que caracteriza la relacion entre dos individuos, pero no es un caracter individual.
La dominancia es considerada lineal para ovinos, los machos son dominantes sobre las hembras, los adultos
sobre los jovenes, los que conforman un rebafio inicialmente sobre los que se incorporan después. Tanto la
condicion de dominante como de subordinado tienen ventajas y desventajas, las cuales dependen de las
variables del rebafio (nimero de individuos, cantidad de machos y hembras, mezcla de edades) (Carranza,
1994).

Las jerarquias generadas por dominancia son comunes en la naturaleza, en donde los rangos ordinales
individuales se pueden usar para medir su posicion en el orden jerarquico del rebafio, lo que supone a todos los

individuos el acceso a recursos y reproduccion (Boyd, 1983).

4.2.5. Jerarquia de dominancia.

Es el orden de los individuos seglin su rango, dentro de una unidad social (Ortiz de Montellano, 2004), la
situacion del individuo en la jerarquia del rebafio permite que se desarrollen adecuadamente y mas rapido las
asociaciones afiliativas, disminuyendo asi las conductas agonistas, ya que en los ovinos las confrontaciones se
resuelven de forma individual. Cada individuo genera actitudes y comportamientos basandose en la jerarquia
de dominancia, tanto del oponente como de la propia. Asimismo, el grado de dominancia de un individuo con
respecto a los otros miembros del grupo se le denomina rango social, siendo la jerarquia social el orden de los

individuos segun su rango (Carranza, 1994).

4.2.6. Rango social.

El rango social en el grado de dominancia del individuo frente al rango de los demas miembros del rebafio

(Carranza, 1994).

4.2.7. Determinacion del grado de dominancia.
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El grado de dominancia Dial, es el porcentaje de enfrentamientos ganados entre dos animales, la
frecuencia observada se compara matematicamente y si la diferencia entre observado y esperado es significativa
se puede considerar a ese individuo como dominante sobre el otro (Senar et al., 1989). La tasa de dominancia,
sirve para valorar la diferencia en el grado de dominancia de varios individuos, se genera a partir del nimero
total de encuentros de un individuo con los otros miembros del rebafio, esta medida no aporta informacion sobre
la cantidad de animales sobre los cuales el individuo es dominante. Se pueden aplicar analisis factoriales de
correspondencia, en donde se conoce el grado de dominancia de cada individuo y su relacién en la jerarquia
con los otros, en este tipo de analisis también se sabe qué tipo de comportamiento utiliza cada animal (Carranza,

1994).

4.3. ESTRES

Los individuos son capaces de adaptarse mediante respuestas de comportamiento y fisioldgicas, como escapar,
pelear o volar. Las respuestas fisioldgicas tipicas a los estresores son las activaciones del eje hipotdlamo-
pituitaria-corteza adrenal (HPA) y del sistema nervioso autéonomo, liberandose glucocorticoides y
catecolaminas (Veissier, 2007), con la regulacion moderada de citocinas (Turnbull, 1999). Selye (1999) llamé
a este rango amplio de modificacion “sindrome de adaptacion general”, a la fisiologia del estrés se le ha
denominado fisiologia de la adaptacion (Veissier, 2007). En donde las respuestas fisiologicas y de
comportamiento dependen de la evaluacion del medio por el animal (Veissier, 2007).

El estrés inicia la respuesta adaptativa que mantiene la homeostasia del medio interno tratando de asegurar la
supervivencia del individuo, la respuesta adaptativa del estrés se caracteriza por componentes fisiologicos
complejos dentro de los cuales esta el consumo de energia y de comportamiento que son determinados por otros
factores, como la duracion, severidad y tipo de estresor, asi como el sexo, genética, experiencias recientes,
factores cognoscitivos y la capacidad del organismo de relacionarse con el medio, lo cual disminuye el nivel de
bienestar (Adams, 2004; Johnson et al., 199; Ortiz de Montellano, 2004; Turner et al., 2010). Una respuesta
adaptativa de estrés exitosa, permite la supervivencia del mejor adaptado, generando seleccion natural (Adams,
2004).

En ambientes con estrés y en ambientes relativamente libres de estrés se producen diferencias esenciales en:

crecimiento, competencia psicologica y de comportamiento (Johnson et al., 1993).
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Para los animales de granja como los ovinos, se debe considerar que el comportamiento como especie presenta
limitaciones para la produccion (Gonyu, 1983) y los factores estresantes mas importantes son el medio
ambiente, el manejo y régimen de tenencia, la alimentacion, el clima y la relacién parasito-hospedero (Graham,
12981; Grandin, 1993).

Recientemente se ha observado que la induccién de los indicadores fisiologicos de estrés en ovinos, se
pueden generar facilmente, principalmente por: cambios de corraleta, introduccion de nuevos integrantes a
grupos, combinacién entre animales dominantes y sometidos, la ubicacion en solitario en una corraleta, la
presencia de un espejo y escuchar a un depredador (Parrott et al., 1998; Poindron et al. 1997; Wagenmaker et
al., 2008). Sin embargo se puede generar estrés bajo condiciones de transporte, por lo que si es necesario inducir
un evento de estrés moderado (Al Sabbagh 2009), se podria simular un evento de traslado: comenzando con la
concentracion de los animales en el pasillo de servicio, contencion por atado de miembros o "aborregado",
posteriormente los animales se suben a la caja de una camioneta con recubrimiento plastico, se puede iniciar el
movimiento o no, finalmente los animales se bajan del transporte son liberados de sus ataduras y se concentran
en grupos nuevos en corraletas diferentes a las de origen (Okeudo et al., 2005).
En general un estresor de intensidad moderada, provoca una elevacion en el cortisol plasmatico, la cual regresa
a la normalidad en una hora aproximadamente, durante un conflicto social el nivel de cortisol es mas elevado y
se mantiene por mas tiempo, principalmente cuando se mantienen animales con su oponente dominante (Audet,
2010). También tratamientos estresantes con manejos de diferentes tipos y complejidad creciente, aislamiento,
presencia humana, sangrado para muestreo, exposicion al ruido del trasquilado y quitar la lana (Hargreaves et

al., 1989; Hargreaves et al., 1980; Turner, 1984).

4.3.1. Control hormonal del estrés

El estrés es desencadenado por una secuencia de estimulos sobre el sistema nervioso central (SNC) de
magnitud variable, que en poco tiempo y de manera imperceptible, pueden producir que el animal pase de un
estado de homeostasis a una reaccion de alarma completamente desarrollada, que de no ser controlada
adecuadamente compromete funciones vitales y podria producir la muerte (Johnson et al., 1993). Si se considera
que el estrés es la incapacidad prolongada para controlar un estresor o estimulo constante, una fuente de peligro

potencial y lleva a la activacién de sistemas de emergencia frente al peligro mas alld de su rango de maxima
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eficacia, entonces el concepto de estrés aleja al individuo del estado de bienestar y lo acerca al concepto de
sufrimiento. La ansiedad es un estado en que el animal debe realizar un esfuerzo sustancial fisico y psicoldgico
y desarrollar respuestas adaptativas extremas ante cambios constantes que se generan en el entorno y que al ser
cronico puede influir en su estado de salud fisico y emocional (Mormede, 2007).

Aunque se han documentado diferencias en cortisol o ACTH producidos entre estresores, se presentan
diferencias en la cantidad de estrés producido, estos resultados no son consistentes en estudios con tratamientos
similares. También diferentes estresantes producen efectos muy distintos, se deben agregar factores del
medioambiente y la dindmica del proceso adaptativo que determina la respuesta individual del eje hipotdlamo-
adrenal-pituitaria (HPA) en un momento determinado en rumiantes (Mormede, 2007). También se debera tomar
en cuenta la influencia de las condiciones del ciclo circadiano en los ovinos (Parraguez 1989) y que la reunion
de la perspectiva etologica con la fisioldgica mejoraria la comprension del proceso en conjunto (Sapolsky et

al., 2000).

4.3.2. Hipotalamo.

En el hipotalamo se encuentra el centro neuroendocrino basico de la regulacion de la respuesta anti
estresante, responde a los estimulos medioambientales mediante multiples conexiones que relacionan las
estructuras del SNC con otras estructuras como la corteza cerebral, el sistema limbico, la formacion reticular y
la médula espinal mediante sistemas aferentes y eferentes neuronales extrahipotaldmicos y con el sistema
nervioso vegetativo (simpatico y parasimpatico). Sus neuronas elaboran hormonas liberadoras para controlar la
produccion hormonal de la adenohipéfisis (hipofisis anterior), como la hormona liberadora de corticotropina
(CRH). Durante la respuesta al estrés el hipotalamo desencadena la respuesta endocrina a nivel de los nucleos
paraventriculares anteriores. Ante el peligro inminente, traumatismo, dolor, hipovolemia, hipotension, anoxia
o hambre, se generan estimulos que son captados por el SNC, estos estimulos activan areas especificas del
sistema limbico y del mesencéfalo que estimulan a los nucleos paraventriculares de hipotalamo.

La magnitud de la respuesta del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal-gonada (HHAG), es modulada por
los niveles de las hormonas presentes y las diferencias individuales expresadas en la conducta social pueden
ayudar a explicar las diferencias de los efectos del estrés y las hormonas relacionadas. La activacion del eje

HHAG ante estimulos de estrés desencadena cambios fisiologicos como conductuales, con la finalidad de
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mejorar la adaptabilidad e incrementar la supervivencia de los organismos. Factores como sexo, estacion del
afio, condicion social y control del estresor, de un individuo pueden afectar la respuesta a situaciones estresantes
y esto puede alterar la respuesta reproductiva (Alvarez, 2008; Greiveldinger et al., 2009)

Cualquier tipo de estrés puede afectar la produccion de cortisol (Moolchandani et al., 2008), existen
diferencias durante el dia y estacionales en la produccion de glucocorticoides y sus niveles de respuesta
(Herrera-Diaz et al.; 1993; Luna-Mufioz et al., 1992). Lo cual concuerda con la concepcion general de que los
estresores emocionales activan al eje HHAG, con un aumento de cortisol de forma proporcional a la intensidad
del estresor, por lo tanto mecanismos psiconeuroenddcrinos también pueden contribuir al aumento de cortisol
durante el ciclo diario, particularmente durante la mafana y con los componentes psicoldgicos del estresor
(Apple et al., 1993), en ovinos la magnitud de la respuesta con produccion de cortisol al estrés depende del sexo
y tipo de estresor (Turner, 2010).

Los corticoides alteran los receptores de gonadotropinas, disminuyen la esteroidogénesis testicular y
provocan apoptosis en las células de Leydig, hay una disminucion de la fertilidad debido a que se inactivan las
deshidrogenasas e hidroxilasas (Alvarez, 2008). Las interacciones sociales pueden afectar la funcién del eje
HHAG, aunque no ha sido facil asociar directamente su actividad con una jerarquia social determinada, si se
ha podido demostrar estrés por subordinacion, en donde los animales sumisos tiene una produccién aumentada
de cortisol y estrés por dominancia, los individuos dominantes que defienden su estatus también presentan una
elevacion en la produccion de cortisol, en hembras se ha ovservado que el ambiente social del individuo afecta
la funcion ovarica, en el macho se podria asimir alguna modificacién en los testiculos (Alvarez, 2008).

El estrés cronico o agudo severo se asocia a una disminuciéon en la motilidad, cuenta y malformaciones
espermaticas, el estrés fisico, disminuye la cantidad de testosterona y la disminucién de los pulsos de LH (Skau
et al., 2003), esto podria estar relacionado con la actividad directa de la testosterona sobre las adrenales
(Aoyama, 2003), y al disminuir los andrdgenos, disminuye la motilidad en animales subordinados (Skau et al.,
2003), aumentando el efecto inmunosupresor del cortisol (Alvarez, 2008; Rivier et al., 1991). El estrés podria
predisponer a una epididimitis por sus efectos inmunosupresores con incremento de cortisol e incremento de
testosterona que se asocia a linfopenia en sangre (Ortiz de Montellano, 2004).

Las enfermedades infecciosas de los animales domésticos han sido relacionadas con las condiciones de estrés

generadas por el manejo inadecuado del rebafio (Sartorelli et al., 2003; Turner et al., 2010). Factores
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medioambientales, alimentacion y principalmente los relacionados a cambios hormonales durante la
maduracion sexual, se han asociado con la predisposicion a epididimitis infecciosa del carnero (EIC) (Jansen,
1983).
5. LEUCOCITOSPERMIA (LE).

La presencia y cantidad de leucocitos presentes en el sedimento urinario y en el semen se han empleado
para monitorear el efecto del estrés sobre las subpoblaciones celulares, (Minton et al, 1991; Ringsrud, 2001).
En humanos (Aitken, 2009;) y equinos la LE ha sido relacionada con inflamacién e infecciones del tracto
genitourinario (Gallegos Avila, 2010). Se ha propuesto que no necesariamente la inflamacién o infeccion
provoca LE, se ha reportado que en humanos la abstinencia y el estrés la pueden provocar (Minton et al, 1991;
Somolinos et al., 2007) y se relaciona con la integridad celular (Moskovtsev, 2005). En caprinos se ha vinculado
con las condiciones de manejo rutinario durante las épocas reproductivas (Ortiz de Montellano, 2004). La
presencia de neutrofilos evidencia dafio en algin lugar del tracto genitourinario y aunque la presencia de LE se
relaciona con infecciones, la presencia de bacterias o neutréfilos se puede dar una sin la otra (Johanisson, 2000).
Los leucocitos no son comunes en el eyaculado normal de ninguna especie (Baumber et al., 2002), sin embargo
se pueden encontrar en animales sanos y fértiles (Henkel, 2011, Wolff, 1995), pero la presencia de células
blancas tiene impacto sobre la fertilidad del macho, los leucocitos contaminantes en el eyaculado son fuente de
especies reactivas de oxigeno (ROS), y en gran cantidad pueden inhibir la motilidad y los eventos de
fertilizacion e incluso la fragmentacion del DNA (Baumber et al., 2002; Henkel et al., 2011). Los
espermatozoides también generan especies reactivas de oxigeno como proteccion y equilibrio del tracto (Bansal
etal.,2011; Kauretal., 2011), En los procesos inflamatorios o infecciosos, la LE podria aumentar la activacion,
infiltracion y liberacion de especies reactivas de oxigeno en el sistema genitourinario y modulan la cantidad y
capacidad de citocinas proinflamatorias para reclutar linfocitos, IL-8 modulando la cantidad de ROS y un
aumento de IL-6 durante la LE, aunque la IL-2 se mantiene en niveles normales (Covert, 2009; Henkel, 2011;
Rajasekaran et al., 1995; Swatowski, 2002, Skau et al., 2003). Del mismo modo la presencia de leucocitos
pueden provocar disminucion de la fertilidad o estadios de subfertilidad por la produccion y acumulacion de
peroxidos en el semen (Johanisson, 2000).
Los leucocitos se pueden encontrar en el tracto reproductor del macho y en el semen, endocitan espermatozoides

anormales y con actividad de inmunovigilancia. Se ha propuesto que la LE podria ser benéfica, aunque la
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inflamacion de las glandulas accesorias del tracto promueve la aparicion de leucocitos en el eyaculado, hasta el
80% de las muestras de semen con LE son negativas a bacterias (Gallegos-Avila et al., 2010; Henkel, 2011).
La migracion de monocitos a lo largo del tracto genitourinario promueve la inflamacion y daiio a las estructuras
que conforman a los epitelios de recubrimiento y su sinergia con cantidades elevadas de cortisol, con efectos
inmunosupresores, podria aumentar la susceptibilidad a las enfermedades infectocontagiosas (Ortiz de
Montellano, 2004; Nothling et al., 1997). La inflamacién o infeccion activa la infiltracién y liberacion de
especies reactivas de oxigeno en todos los drganos y tejidos del tracto genitourinario (Henkel, 2011).

Ortiz de Montellano (2004), demostr6é en machos cabrios, que el reagrupamiento social provoca estrés en los
animales, lo que ocasiona el aumento de los niveles de cortisol, LE y en algunos casos modificaciones en la
dinamica leucocitaria en sangre, los efectos fueron mas severos particularmente en los grupos que enfrenta la
perspectiva de subordinacion.

La LE en carneros ha sido poco estudiada, aun cuando es un evento constante que se presenta durante periodos
de estrés agudo en animales sin infeccion o dafio, generado por el manejo de rutina (Pastrana, 2011).

La inflamacion de uno de los componentes o de todo el sistema genitourinario, también provoca LE y en los
primeros estadios de presentacion de la lesion, puede ser considerado como un signo temprano del dafio, que
puede comprometer la viabilidad o calidad del semen, en estos estadios se pueda aislar el microorganismo
causal de lesion en el semen (Nothling et al., 1997).

La LE es el primer signo en animales con lesiones infecciosas y ha sido usado junto con anticuerpos contra
espermatozoides, como indicador de infeccion y lesiones por autoinmunidad en el tracto genitourinario (Skau,
2003), por otro lado, aunque la LE no es especifica para ningiin microorganismo, se pueden observar neutréfilos
en el semen de animales infectados con B. ovis, desde las dos semanas post infeccion y al menos por 6 semanas.
(Burgess, 1982). La aparicion de B. ovis en el semen inicia entre 5 y 7 semanas post infeccion y se pueden
demostrar, mediante tinciones especificas, inmunotincion o cultivo, aunque la eliminacion bacteriana en semen

ocurre con intermitencia (Arsenault et al., 2004; Bulgin, 1990b).
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6. CELULAS EPITELIALES DEL TRACTO GENITOURINARIO.

Las células de recubrimiento del sistema genitourinario son la primera barrera de defensa contra
infecciones y dafio mecanico, particularmente por su produccion de mucopolisacaridos, ROS y endocitosis. En
el sedimento urinario y en el eyaculado se pueden encontrar de forma natural 3 tipos de células epiteliales:
renales, de transicién y escamosas, las cuales pueden sugerir dafio de diferente indole de acuerdo a su cantidad
y tipo (Ringsrud, 2001).

La disminucion de la cantidad de mucopolisacaridos puede aumentar la predisposicion a infecciones
incluso en testiculo y epididimo. Las secreciones glandulares alcalinas, pueden también generar dafio caustico
en los epitelios durante estasis prolongada o abstinencia. Las secreciones de mucopolisacaridos del tracto
masculino y sus glandulas anexas protegen a las células germinales masculinas del medio ambiente agresivo
del aparato reproductor femenino, también durante el trayecto en el tracto masculino, por lo que su disminucion
puede promover dafio en los epitelios de recubrimiento y en la viabilidad de los espermatozoides (Evans, 1990;
Leigh et al., 2006). En el eyaculado la cantidad y tipo celular también puede evidenciar diferentes condiciones
de inflamacion y dafio, las células epiteliales del tracto reproductor actiian como control mediante endocitosis

de espermatozoides con diferentes grados de dafio y restos de células de defensa (Gallegos-Avila, 2010).

7. ANALISIS DE REDES SOCIALES.

El analisis de las redes sociales (ARS), se ha empleado para entender las interacciones entre los individuos que
conforman al rebafio (Wey et al., 2008). Los métodos de analisis para la interaccién entre animales,
particularmente para jerarquizar la dominancia en un grupo y han demostrado que aunque las relaciones parecen
aleatorias se pueden obtener resultados lineales (Appleby, 1983). Estos estudios han demostrado que las redes
no son completamente regulares pero tampoco completamente aleatorias (Borgatti, 2006; Webb, 2005).

El analisis de la informacion que proporcionan las redes sociales, permite conocer relaciones directas, es decir
entre individuos o factores que modifican a un solo individuo, pero también pueden generar informacion de un
modelo global, en donde las interacciones de un grupo a través de su comportamiento, incluso el bienestar,

pueden tener repercusiones sobre la poblacion de una region, pais o del mundo (Makagon et al., 2012).
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El ARS y la teoria de graficas de la cual ha sido acompaiiada, permite organizar y analizar conjuntos de datos,
desde pequenos grupos hasta poblaciones enteras, como herramienta permite sobreponerse a las limitaciones
de los métodos estadisticos en donde la posicion del individuo o del dato obtenido no afecta al resultado del
analisis (Ortiz Pelaez et al., 2006). E1 ARS y las graficas resultantes, permiten visualizar topograficamente las
relaciones que se presentan entre una poblacion de forma bi o tridimensional, en donde la definicion de sus
elementos vértices/nodos/actores y sus relaciones lineas/conexiones/arcos, dependen del investigador y de la
pregunta que debe ser respondida (Ortiz Pelaez et al., 2006; Saile, et al., 2012). E1 ARS presenta una limitante
temporal, porque las redes reflejan solamente el estado de interacciones entre los individuos de un grupo en un
solo momento, aun cuando los datos recolectados sean de un periodo de tiempo prolongado (Wey et al., 2007).
El ARS se ha empleado en ciencias biologicas de forma creciente por bidlogos del comportamiento y
primatologos, para describir patrones y cualidades en la interaccion entre individuos (Makagon et al., 2012).
Los estudios de epidemiologia han explotado las caracteristicas del ARS para explicar las relaciones entre los
factores a diferentes niveles de la estructura jerarquica en poblaciones de animales y la presentacion de
enfermedades (Ortiz Pelaez et al., 2006), asi como intentos para predecir y analizar la transmision de
enfermedades antes y durante un brote denominandole “redes de transmision de enfermedades” (Bell et al.,
1999; Webb, 2005).

Las relaciones existentes entre la dominancia social y sus repercusiones sobre el acceso a satisfactores como
agua alimento o hembras, han sido estudiadas de forma independiente o puntual para algunos animales
(Appelby, 2080; Boyd et al., 1983). Se ha estudiado la proximidad fisica espacial entre ponies (Robertts, 1998)
y las relaciones entre actividad, sexo, edad y tamafio del rebaiio en carneros (Michelena, 2008). Aunque estos
trabajos han ayudado al entendimiento de las interacciones que existen entre individuos o con su medio
ambiente, los algoristmos y graficas que se generan son dificiles de entender y explicar (Freeman, 2012).

Las interacciones entre condiciones etologicas como la dominancia y los efectos de una condicién fisioldgica
como la secrecion de cortisol bajo situaciones de estrés controlado o experimental, no han sido analizadas con
las herramientas del ARS y sus graficas, esta aproximacion permitiria observar en graficas bidimensionales el
movimiento de las variables en estudio, aprovechando las dos principales caracteristicas del ARS, la medicion

y visualizacion (Freeman, 2012).
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Este trabajo pretende ayudar a determinar el efecto que tiene el manejo controlado, sobre las relaciones de
dominancia y si el estrés generado, puede provocar una predisposicion cuantificable a la infeccion experimental
con B. ovis.

8. JUSTIFICACION.

El estrés podria predisponer a lesiones de epididimitis por sus efectos inmunosupresores con
incremento de cortisol y testosterona que se asocia a linfopenia en sangre (Ortiz de Montellano, 2004). La
presencia de LE con alta incidencia de anormalidades espermaticas secundarias, sugiere una fuerte relacion
entre esta respuesta adaptativa y posibles cambios funcionales y de la respuesta inmune local en el tracto
reproductor masculino. El origen y las caracteristicas de las células involucradas en la LE asociada al estrés no
ha sido aclarado y las células presentes en el semen podrian ser el vehiculo de la bacteria al tracto reproductor.

El mecanismo por el cual B. ovis se establece en el epididimo del carnero y produce el cuadro de lesion
que caracteriza a la enfermedad, no ha sido establecido. Tampoco se ha podido reproducir experimentalmente
la enfermedad, inicamente mediante la inoculacion directa de la bacteria en la cola del epididimo, lo que implica
no solo una estrategia poco relacionada con las vias naturales de la infeccion, sino que supone un dafio
traumatico directo sobre la barrera hemato-testicular y el establecimiento de una lesién de base autoinmune.

En un trabajo reciente la LE ha sido asociada a la situacién inmunosupresora del estrés, por lo que este
puede ser un mecanismo que de alguna manera puede modificar o sensibilizar al tracto reproductor a distintas
patologias, al mismo tiempo que podria explicar la llegada de células leucocitarias infectadas por B. ovis al
tracto y la asociacion de estas condiciones justificaria la lesion.

La condicion de LE asociada al estrés no ha sido tampoco explicada y de lograrse reproducir el
fenémeno se agregaria informacion también en este sentido, aportando elementos de interés a la escasa
informacion existente sobre los mecanismos de respuesta inmune en el tracto reproductor del macho. A qué
nivel, en qué condiciones y que tipo de células son las que transitan al semen.

Al evaluar el efecto del estrés en la calidad del semen, el establecimiento de la bacteria y los cambios
en la respuesta inmune local, se espera aportar informacidon que esclarezca la capacidad de interaccion de B.

ovis con el tracto reproductor.
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La patogénesis que inicia con el establecimiento de la bacteria en el tracto, la induccion de lesion y su
posterior transformacion en reaccion inflamatoria caracteristica de brucelosis, debe estar sustentada por factores
del hospedador, su respuesta inmune y de la bacteria, que necesitan ser aclarados.

9. HIPOTESIS

Si la induccion experimental de estrés en carneros, genera LE, produccion de cortisol y modificacion
de las poblaciones de células de respuesta inmune, se promovera el establecimiento de B. ovis y la lesion local

en el tracto genital del carnero.
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10. OBJETIVO GENERAL

Inducir la epididimitis por B. ovis en condiciones de estrés experimental y analizar sus efectos en el dafo tisular
y en los mecanismos de respuesta inmune local, procurando un modelo que ayude a explicar la patogenia de la

enfermedad.

10.1. OBJETIVOS PARTICULARES

Inducir LE por estrés en el carnero, definiendo las caracteristicas de las células involucradas y su lugar de paso

en la mucosa del tracto reproductor.

Demostrar la asociacion entre la presencia de células epiteliales exfoliadas del tracto genitourinario del carnero

y la susceptibilidad al dafio por la infeccion experimental con B. ovis.

Establecer las consecuencias de la induccion experimental de estrés, sobre la produccion de cortisol sanguineo
y sus efectos en la dinamica de las células de respuesta inmune del tracto reproductor de carneros clinicamente

sanos e infectados experimentalmente con B. ovis.

Caracterizar y cuantificar las células de respuesta inmune del tracto reproductor en carneros clinicamente sanos,

estresados e infectados experimentalmente con B. ovis.

Analizar las redes generadas por las interacciones entre un factor de comportamiento (tasa de dominancia) y

respuestas fisiologicas (LE y secrecion de cortisol).
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11. METODOLOGIA

11.1. CONDICIONES DE ALOJAMIENTO Y ALIMENTACION DE LOS CARNEROS

Este proyecto fue aprobado por el SICUAE del Programa de maestria y doctorado en ciencias de la
produccion y salud animal, de la Universidad Nacional Autéonoma de México (UNAM), cumplié con las
disposiciones establecidas en la Norma Oficial Mexicana (NOM) NOM 062 ZOO 1999, para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio SAGARPA 2001, la cual esta en concordancia con la guia para el
cuidado y uso de animales de laboratorio (National Research Council 1996).

Se emplearon 24 carneros de diferente raza, sin antecedentes de epididimitis. Los animales fueron
evaluados serologicamente para asegurar que fueran negativos a B. ovis, Histophilus somni y Actinobacillus
seminis. Se alojaron en la unidad de aislamiento del Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en
Microbiologia Animal del INIFAP, SAGARPA, de acuerdo a la necesidad de metros cuadrados para la especie,
los corrales cuentan con sombra permanente y un area de asoleadero, las corraletas dentro de la instalacion estan
separadas por un muro de 1.50 metros (m) de altura y con un pasillo de trabajo interno. Se manejaron con dieta
consistente en paja de avena y concentrado comercial para mantenimiento, de acuerdo a su peso y agua ad
libitum con bebedero automatico.

Los carneros fueron sacrificados de acuerdo al calendario de toma de muestras, el sacrificio se realizé de
acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-033-Z00-1995, sacrificio humanitario de los animales domésticos
y silvestres, en un matadero comercial, con insensibilizacion con pistolete de embolo oculto en craneo y

sacrificio por desangrado por corte de venas yugulares.
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11.2. ETOLOGIA

11.2.1. Manejo del rebafio y agrupacién

El transporte desde los corrales de origen se realizo en una camioneta de 3.5 toneladas, acondicionada
para transporte de ovinos, las instalaciones fueron dispuestas previamente. Inicialmente los animales fueron
divididos aleatoriamente en 4 grupos (n=6), se mantuvieron en observacion durante 5 dias para monitorear
posibles patologias y lesiones provocadas por el transporte.

Al 6° dia se tomaron muestras de semen mediante electroeyaculador y de sangre por puncién de la

vena yugular, para diagnosticar LE y hacer el seguimiento serologico contra B. ovis mediante IDD.

11.2.2. Agrupacién de los carneros.

Con el fin de establecer la tasa de dominancia (TD) reproducible, a la llegada de los animales a las instalaciones,
fueron agrupados de forma aleatoria, para conformar los 4 grupos iniciales (n=6), se observé y registrd la
conducta agonista durante la alimentacion en dos eventos diarios, competencia por comida (Synnott, 1984;
Ungerfeld, 2009). La jerarquia y categorias de dominancia fueron establecidas de acuerdo al modelo empleado
por Ortiz de Montellano, 2004, a) Dominantes (D) con una TD de 0.5 o mas (los machos de mayor rango social,
b) Dominancia media (d) (los animales de dominancia intermedia con indices menores de 0.5 y mayores a 0.25)
y ¢) Sumisos (s) (animales de menor rango social con indices menores a 0.25), Tabla 1. Una vez establecida la

dominancia mediante la TD se formaron los 5 grupos Tabla 2.

11.2.3. Evaluacién de la dominancia.

Con el fin de evaluar y establecer el indice de dominancia los animales fueron observados para registrar
todas sus interacciones agonisticas. Se hicieron observaciones continuas de todos los animales, durante 50 dias.
La observacion conductual se realizo dos veces al dia, durante la alimentacion, primero la competencia por la
paja de avena y luego por el concentrado con una diferencia de tiempo maxima de 10 minutos entre los dos

eventos, los resultados se registraron para asignar la jerarquia dentro del rebafio.
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CARNERO | TD Jerarquia CARNERO | TD Jerarquia CARNERO | TD Jerarquia
1 0954 | D 9 0.5 d 17 0.045 | s

2 0.163 | s 10 0.863 | D 18 0.5 d

3 0.5 d 11 0363 | d 19 0.863 | D

4 0.09 |s 12 0 s 20 0.181 | s

5 0227 | d 13 0.363 | s 21 0.909 | D

6 0.863 | D 14 0.5 d 22 0.727 | d

7 0.5 d 15 0.772 | D 23 0.227 | s

8 0.772 | D 16 0.409 | D 24 0.045 | s

Tabla 1. Jerarquia calculada para cada uno de los animales en experimentacion, de acuerdo a la dominancia se
les asigno una literal, D, d y s, que corresponden a los grupos Dominante, dominancia media y sumiso,

respectivamente.

Las actividades registradas fueron:
Golpes: cuando un individuo golpea, especialmente con la cabeza, a otro individuo. Esta agresion también
puede incluir mordiscos.
Exito durante la alimentacion, dividida en los eventos alimentacién con paja y concentrado.
Amenazas: cuando un individuo hace intenciones de golpear a otro individuo, la amenaza puede ocurrir con la
cabeza o con el tronco del cuerpo, pero sin alcanzarlo o tocarlo.
Empujar: Cuando un individuo empuja con su cuerpo a otro individuo, pero sin golpearlo, con el fin de
desplazarlo de un lugar determinado.
Huida: Cuando después de una amenaza, golpe o empuje, un individuo decide abandonar el lugar y huir de su
contrincante.

Evasion: Cuando un individuo, ante la amenaza de otro animal, decide abandonar el encuentro o la interaccion.

El registro de las interacciones agonistas durante la alimentacion se realizé diariamente, para conocer los
eventos ganados por cada animal (tabla anexo).
A partir de las formulas propuestas por Mendl se calcul6 el indice de éxito:

ID= (EV-EP) / (EV+EP),
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IE= EV-(TE-EV) / EV+ (TE-EV), (Men

Reduciendo queda la razén para calcular la Tasa de Dominancia:

TD=EV/TE,

En donde: ID indice de Dominancia, IE indice de éxito, EV encuentro victorioso, EP encuentro perdido, TE
total de eventos y TD tasa de dominancia. Esta formula fue estandarizada por Mendl (1992) para un rango entre
Oyl.

Una vez establecida la TD se reacomodaron los animales tomando en cuenta la TD y la LE obtenidas
previamente durante el periodo de adaptacion.

Intentando simular experimentalmente las condiciones de estrés agudo que se genera por el manejo rutinario
durante el periodo de empadre, los carneros se reacomodaron en la semana 7 tomando en cuenta la TD y la LE
obtenidos previamente durante el periodo de adaptacion (tabla 2).

Los grupos experimentales se conformaron con animales representativos de las 3 condiciones de dominancia y
la cantidad de células inflamatorias presentes en el semen, los carneros fueron reorganizados en grupos que
simularon experimentalmente diferentes condiciones estresantes ocasionadas por el manejo rutinario (Jansen,

1983; Ortiz de Montellano, 2004),

11.2.4. Evaluacion de la LE mediante la obtencion de semen bajo condiciones de manejo rutinario.

Se obtuvieron muestras de semen semanalmente mediante electro eyaculacion con un aparato de fabricacion
propia, el cual genera una corriente de 300 mili amperes (Acosta-Dibarrat, 2007; Médez-Narez, 1999; Paolicchi
et al., 2000). El carnero fue sometido y atado en posicion dectibito lateral, se prepard limpiando el exterior del
prepucio, luego de introducir el vastago cubierto con vaselina, se dio un masaje en la base de la cavidad y se
paso corriente a través de la mucosa del recto con los electrodos del vastago en pulsos de 5 a 10 segundos con
descansos de 3 a 5 segundos la corriente del electrodo, el reflejo provocado en los primeros pulsos desenvaina
el pene iniciando la eyaculacion con secreciones glandulares, este liquido se colectd en tubos para centrifuga
de 25 ml estériles y se continud con la estimulacion eléctrica hasta obtener el eyaculado completo. Las muestras
se refrigeraron a 4° C hasta su procesamiento en el laboratorio. Posteriormente se realizaron extensiones y se
tifieron con hematoxilina-eosina (Estrada, 1982), se evalu6 mediante la revision de la extension completa,

anormalidades primarias y secundarias de los espermatozoides, cantidad y tipo de células inflamatorias y células
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epiteliales exfoliadas. Se asignaron para la descripcion los simbolos: (-) para cero células observadas, (+) para
menos de 25, (++) menos de 50, (+++) menos de 100 y (++++) mas de 100, considerando que el frotis se realizo
con 10 microlitros de material seminal. Finalmente las muestras fueron conservadas en tubos Eppendorf a 21°

C bajo cero.

11.3. INFECCION EXPERIMENTAL.
Los grupos experimentales se distribuyeron procurando que todos tuvieran las 3 condiciones de jerarquia o
dominancia y de cuentas de células inflamatorias presentes en el semen (tabla 2).
Durante la semana 7 después de su llegada, los carneros fueron reorganizados en grupos que simularon
experimentalmente condiciones estresantes ocasionadas por el manejo rutinario (Jansen, 1983, Ortiz de
Montellano, 2004). A cada grupo se le asignoé un nimero y nombre de acuerdo a la TD: grupo I, dominancia
baja (infeccion por instilacion conjuntival e intraepidermal), se le aplicd como control quimico 21-Isonicotinato
de dexametazona, “Alin Depot” Chinoin, 5 mg/1 ml por via intramuscular profunda, con el fin de emular una
condicion de inmunosupresion aguda (n=6); grupo II infeccion experimental, dominancia alta (infeccion por
instilacion conjuntival e intraepidermal) (n=6); grupo III infeccion experimental, dominancia media (infeccion
por instilacion conjuntival e intraepidermal), (n=6); grupo IV infeccién experimental control positivo
dominancia baja, (inoculacion intraepididimal) (n=3); grupo V animales testigo, dominancia alta (sin infeccion)
(n=3). En la semana 10 se realiz6 la infeccion experimental, con una cepa de B. ovis de referencia (REO 198)
donada por el Laboratorio de microbiologia del INIFAP, a una concentraciéon de 4.7 x 10°, UFC/ml. Se
inocularon 0.5 ml del cultivo bacteriano en cada una de las 3 vias empleadas: instilacion conjuntival (Biberstein,
1964), infiltracion intraepidermal (Jiménez de Bagues, 1993) e inoculacion intraepididimal (Robles, 1998).
Para los animales del grupo control se emple6 agua inyectable estéril en la misma cantidad. Los grupos
experimentales infectados permanecieron aislados del grupo testigo sin infeccion hasta el momento del

sacrificio.
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GRUPO 1 GRUPO 11

Dominancia baja Dominancia

Dexametazona alta

Carnero Dominancia LE | Jerarquia Carnero Dominancia | LE | Jerarquia
24 0.04 4 s 19 0.86 4 D
13 0.36 4 s 1 0.95 3 D
5 0.22 4 d 8 0.77 4 D
23 0.22 2 s 3 0.50 4 d
17 0.04 2 s 7 0.50 1 d
16 0.40 2 D 9 0.50 2 d
GRUPO 111 GRUPO IV

Dominancia Dominancia baja, Infeccion

intermedia intraepididimal

Carnero Dominancia | LE | Jerarquia Carnero Dominancia | LE | Jerarquia
14 0.50 4 d 11 0.36 4 d
22 0.72 1 d 12 0.0 4 s
20 0.18 3 s 4 0.09 4 s
2 0.16 1 s

18 0.50 3 d

21 0.90 3 D

GRUPO V

Dominancia alta

Testigos

Carnero Dominancia | LE Jerarquia

15 0.77 3 D

10 0.86 3 D

6 0.86 1 D

Tabla 2. Asignacion de los carneros en los grupos experimentales de acuerdo a TD, LE y D.
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11.4. INMUNO DIFUSION DOBLE EN GEL (IDD)

A partir de la semana 12 y hasta la semana 19, el suero obtenido de las muestras del sangrado semanal, fueron
empleadas para diagnosticar la seroconversion de los animales inoculados experimentalmente mediante la
prueba de inmuno difusion doble en gel de agarosa con el antigeno proteinico para B. ovis.

La prueba se realizé mediante la técnica de Ochterlony empleando cajas de Petri de 10 cm de diametro como
base. El gel se prepard con agarosa al 1.1% es solucion amortiguadora de borato a pHS8.3, con 10% de cloruro
de sodio. Se cortaron 6 pocillos con 3mm de didmetro para formar una roseta, con un pozo central entre ellos.
En el pocillo central se colocd el antigeno de B. ovis, en un pozo periférico se coloco un suero positivo y en los
demas sueros problema, en todos los pozos se sirvié una cantidad de 20 microlitros. Se incubo durante toda la
noche a 4° C y se revisaron a las 48 y 72 horas. Los sueros problema se consideran positivos cuando se genera

una linea de identidad entre ellos y el pozo del antigeno.

11.5. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA MICROSCOPIA DE CAMPO CLARO.

Después de que los animales resultaron seropositivos mediante IDD para B. ovis en la semana 10,
inici6 el sacrificio escalonado, durante el cual se obtuvieron muestras de: testiculo, epididimo, ampula del
conducto deferente, vesicula seminal, glandula bulbo uretral, prostata diseminada, uretra pélvica, pene, glande
y prepucio. Los organos y tejidos del aparato reproductor se obtuvieron inmediatamente después del sacrificio
y fijaron por inmersion en formalina amortiguada durante 24h a 4° C. Las muestras recuperadas se procesaron
por el método de inclusion en parafina de rutina, se obtuvieron cortes de 4um de espesor, y posteriormente
fueron tefiidos con hematoxilina-eosina para evidenciar la morfologia normal e histopatologia de forma
rutinaria (Bancroft et al., 1990; Conn, 1943). Las células cebadas fueron identificadas por la metacromasia de
sus granulos (morado intenso) en cortes de tejido que se incluyeron en araldita y se tifieron con azul de toluidina-
borax (Glauert; 1991; Joseph et al 2003, Sheenan, 1980). Las células plasmaticas se identificaron por la
coloracion electiva de la pironina por el RNA y su morfologia, para diferenciarlas de otros leucocitos activados.
(Castillo-Pefia et al., 2008) y se aplico la técnica general de inmunohistoquimica para la demostracion de

antigenos especificos para células CD4+ y CD8+ (Cruz Sanchez, 2008).
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11.6. CONTEO CELULAR

Para cada técnica aplicada, fueron contadas células positivas en al menos 10 campos no confluentes
con el lente objetivo de 40 X, en un microscopio Carl Zeiss Axio Lab.Al, con el programa para analizar
imagenes Axio Vision Rel 4.8.2. (Carl Zeiss Micro Imaging GmbH, 2010, Gottingen Alemania). En los campos
elegidos al azar, se contaron solo las células que no tocaban el perimetro del campo, considerando una superficie
de 612.37 micrometros cuadrados.

Se evaluaron las areas del tejido conectivo de: tiinica serosa, tinica muscular, septos glandulares,
conectivo del parénquima glandular, tinica submucosa de conductos glandulares y tinica submucosa uretral.
El numero de células identificadas fueron agrupadas por animal, grupo, dominancia antes y después de la

inoculacion experimental.

11.7. RADIO INMUNO ENSAYO (RIA)

Mediante la prueba de radio inmuno ensayo de competencia, se midi6 la cantidad de cortisol en el suero
sanguineo (Kilgour et al., 1970; Luna-Mufioz, 1990; Greenwood et al., 1992, Turner et al., 2010). La
extraccion de cortisol se hizo a partir de 600 pl, la suspension final se valor6 en un contador de centelleo por
duplicado. Cada corrida se formé con muestras individuales de animales representativos de cada grupo de
dominancia o jerarquia social. En los ensayos se ajustaron las condiciones de la prueba para disminuir el error

acumulado. La recuperacion de la hormona marcada fue de 88 %, con una sensibilidad de 5.0 ng/ml.

11.8. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

Para la extraccion del ADN a partir de las muestras obtenidas se emple6 una prueba comercial
(QIAamp® DNA Mini Kit. QIAGEN, Alemania). El ensayo se realizo bajo las indicaciones del fabricante,
utilizando 100 pl de semen para la extraccion, el DNA obtenido fue resuspendido en 50 pl de amortiguador AE
provisto por el fabricante.

Para realizar la PCR multiple se utilizé un kit comercial (Multiplex PCR Kit®) (QIAGEN, Alemania),
los iniciadores (primers) para la amplificacion de los fragmentos de DNA de cada bacteria fueron disefiados de
acuerdo a las caracteristicas descritas por Saunders et al. (2007). El volumen final para la reaccion fue de 50 pl,

con los siguientes elementos: 2x QIAGEN Multiplex PCR, Master Mix 1X (3mM de Mg2+), Iniciadores
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(Primers) 0.1 uM/iniciador, 5x Q-Solution 1X, Muestra de ADN <1 ng de ADN/reaccion, las condiciones para
la reaccion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 96°C durante 10 minutos, 35 ciclos con etapas de
desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineacion a 57°C durante 60 segundos y extension a 72°C durante
60 segundos; por ultimo se realizé una extension final a 72°C durante 6 minutos. Los productos de amplificacion
se observaron en un gel de agarosa al 1% (Thermo scientific, EE.UU) tefiido con bromuro de etidio (0.5 pg/ml).

Para visualizar las bandas se utilizé un fotodocumentador (Kodak, Gel Logic200)

11.9. CULTIVO BACTERIANO.

De animales positivos por IDD, se tomaron muestras de los 6rganos recuperados después del sacrificio
.5 gm de tejido fue macerado en 10 ml de agua destilada estéril, centrifugado 5 minutos a 6000 x g, se retird el
sobrenadante, las mezclas obtenidas fueron sembradas en agar sangre. El cultivo se realizé en atmdsfera de 5%
de CO2 a una temperatura de 37° C, durante 72 hrs. De las colonias con aparente morfologia de B. ovis se hizo

resiembra el medio especial agar sangre durante 72 horas mas.

11.10. ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados del conteo de CC, CE y CP, en las diferentes tunicas, tejidos y o6rganos del aparato
reproductor, fueron promediados para conocer las diferencias entre animales, grupos experimentales,
dominantes-medios-sumisos y antes y después de la inoculacion experimental, se compararon mediante la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y la prueba de Fisher para diferencias minimas significativas con el
programa Statgraphics Plus 5.0 2000 para Windows, considerando una P<0.05. Los resultados por RIA para
cada grupo experimental se compararon mediante las pruebas de rangos multiples y Kruskal-Wallis. Para
conocer el coeficiente de correlacion entre las variables se utilizo el programa Excel y posteriormente se
evidencid la correlacion lineal con el método t de Student (Daniel, 2011).

El analisis de redes y generacion de graficos de redes se realizo con el programa Cytoscape 2.8.3.
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12. RESULTADOS.

12.1. ETOLOGIA Y MANEJO DEL ESTRES.

Los resultados de la evaluacion de la dominancia se presentan en la figura 1. Se observa que al evaluar el
comportamiento con las tres formulas el resultado es similar. Para la formula ID = (EV-EP) / (EV+EP) los
resultados son nimeros negativos, para la formula IE = EV - (TE-EV) / EV + (TE-EV) los resultados son
mayores a uno y para la formula TD= EV / TE, el rango es entre 0 y 1. Por lo que se decidi6 utilizar la formula
para tasa de dominancia TD=EV / TE.

(ID indice de Dominancia, IE indice de éxito, EV encuentro victorioso, EP encuentro perdido, TE total de

eventos y TD tasa de dominancia).

25.0000 0.9000
- 0.8000
20.0000 |- [ = ] -\ CAN_ /M T
+ 0.7000
® 150000 (—f— At 06000 4
S =
s 2
g ©
£ - 0.5000 E ID=EV-EP/EV+EP
S 10.0000 -} [ -\ J J 0\ 0 J 147 H
3 - 04000 & ID=EV-(TE-EV)/EV+(TE-EV)
[
35 b TD=EV/TE
£ 5.0000 +— —— e - . 0.3000 F
- 0.2000
0.0000 = =1 = EALIAS - AN W _—E
1 2 3 478 6 7 8 9 10 11 12/13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24| 0.1000

-5.0000 0.0000
Unidades experimentales

Figura 1. Comparacion entre los métodos para calcular la jerarquia en el rebafio mediante los eventos agonistas.
ID indice de dominancia, TD tasa de dominancia. m Indice de dominancia para la formula (EV-EP) / (EV+EP);
A Indice de dominancia para la formula EV - (TE-EV) /EV + (TE-EV); x Tasa de dominancia para la formula
EV /(ID indice de Dominancia, IE indice de éxito, EV encuentro victorioso, EP encuentro perdido, TE total de
eventos y TD tasa de dominancia). Tanto el indice de dominancia como la tasa de dominancia se expresan en

grados de dominancia.
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Con los resultados de TD y LE se definieron tres grupos, el primero con LE alta y TD alta, el intermedio con
LE media y TD media y el tercer grupo con LE alta y TD baja, estas condiciones la LE y TD, se mantuvieron
después del reacomodo del rebafio en la semana 7 hasta antes de la infeccion experimental en la semana 8.

(Tablas 3 y 4).

CARNERO | LE TD | Dominancia CARNERO | LE TD Dominancia
(Células /mm? (Células /mm?
1 94.67 0.954 D 13 71.00 0.363 s
2 35.50 0.163 s 14 94.67 0.5 d
3 142.00 0.5 d 15 118.33 0.772 D
4 71.00 0.09 s 16 47.33 0.409 D
5 142.00 0.227 d 17 71.00 0.045 s
6 23.67 0.863 D 18 47.33 0.5 d
7 11.83 0.5 d 19 71.00 0.863 D
8 118.33 0.772 D 20 106.50 0.181 s
9 71.00 0.5 d 21 59.17 0.909 D
10 82.83 0.863 D 22 35.50 0.727 d
11 130.17 0.363 d 23 47.33 0.227 s
12 118.33 0 s 24 35.50 0.045 s

Tabla 3. Resultados en la semana 7, promedio de LE (células/mm?), TD y grupo de dominancia de todos los

animales del grupo de experimentacion. D domianate; d domiancia media; s sumiso.

12.2. ORGANIZACION DE LOS GRUPOS DE ACUERDO AL INDICE DE DOMINANCIA (ID) Y LE
(LE).

Los grupos finales previos a la infeccion se formaron tomando en cuenta el ID y LE del rebaio, de esta forma
en todos los grupos se tuvieron animales representativos de las 3 condiciones de dominancia: D dominante, d
dominancia media y s sumiso.

La TD se sigui6 calculando después del desafio experimental con B. ovis. La TD disminuyd en 16 animales,

aument6 en 5 y se mantuvo igual en 3, (Tabla 4 y 5).
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TD TD Desplazamie TD TD Desplazamie
pre postinoculac | nto de la TD pre postinoculac | nto de la TD

Carne | inoculaci | i6n Carne | inoculaci | i6n

1o on o on

1 0.95 0.77 ! 13 0.36 0.18 !

2 0.16 0.45 1 14 0.50 0.64 1

3 0.50 0.50 = 15 0.77 0.73 !

4 0.09 0.05 ! 16 0.41 0.18 !

5 0.23 0.00 ! 17 0.05 0.09 1

6 0.86 0.55 ! 18 0.50 0.40 !

7 0.50 0.45 ! 19 0.86 0.77 !

8 0.77 0.82 1 20 0.18 0.23 1

9 0.50 0.45 ! 21 0.91 0.82 !

10 0.86 0.64 ! 22 0.73 0.55 !

11 0.36 0.27 ! 23 0.23 0.05 !

12 0.00 0.00 = 24 0.05 0.05 =

Tabla 4. TD de los carneros antes (semana 7) y después (semana 14) de la inoculacion experimental con B. ovis.

En la columna de desplazamiento de la TD se indica con: 1 auménto, | disminucion, = sin movimiento.
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CARNERO | c¢lulas /mm2 | LE Dominancia CARNERO | c¢lulas/mm2 | LE Dominancia
1 71.00 0.53 |D 13 53.25 042 |s
2 100.58 0.09 |s 14 142.00 048 |d
3 88.75 027 |d 15 82.83 0.75 |D
4 142.00 0.5 s 16 71.00 0.36 |D
5 142.00 0.34 |d 17 94.67 0.56 |s
6 49.70 0.53 |D 18 53.25 046 |d
7 63.90 025 |d 19 63.90 0.5 D
8 71.00 0.5 D 20 88.75 025 |s
9 88.75 0.07 |d 21 65.08 0.27 |D
10 41.42 025 |D 22 41.42 0.56 |d
11 124.25 0.7 d 23 76.92 046 |s
12 118.33 025 |s 24 130.17 0.076 |s

Tabla 5. Resultados en la semana 14, promedio de LE (células/mm?), TD y grupo de dominancia de todos los

animales del grupo de experimentacion. D domianate; d domiancia media; s sumiso.

61




12.3. LEUCOCITOSPERMIA
En todos los animales se observo presencia de leucocitos en el eyaculado, 10 dias después del traslado a las
instalaciones de alojamiento experimental (Figura 2). La LE se caracteriz6 por la presencia de neutréfilos con

distintos grados de madurez y células epiteliales (Imagen 1).

120.00

100.00 /\

/\ >
AN\ NS

60.00 / \/ v

40.00

>
]

—a— neutrofilos

células/mm?

20.00

Estres
Desafio

0.00
1 2 3 4 5 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Semanas

Figura 2. Leucocitospermia promedio en el hato entre las semanas 1y 17. ¢ cantidad de neutréfilos por mm?.

En los 4 grupos que se conformaron inicialmente, en donde se realizo la observacion de las conductas de
interaccion, para conocer la tasa de dominancia y evaluar la LE, se observo una disminucion paulatina de la LE
durante los siguientes 60 dias, manteniendo una media menor, cercana a la que se presentd al inicio de la
observacion.

La LE aument6 después de la inoculacion de B. ovis, disminuyendo durante las siguientes cinco semanas (Figura

3, Tabla 6).
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LE promedio antes (semana 5) y después (semana 14) de la infeccion experimental

LE LE

Grupo Grupo/
/carnero  ANTES DESPUES carnero  ANTES DESPUES

I Dexametazona IIT dominancia

dominancia baja [-24 4.00 3.67 media II-14  2.67 4.00
I-13 2.00 1.50 1-22  1.00 1.17
I-5 4.00 4.00 111-20  3.00 2.50
1-23 1.33 2.17 1-2 1.00 2.83
I-17 2.00 2.67 m-18  1.33 1.50
I-16 1.33 2.00 m-21  1.67 1.83

IV intraepididimal

II dominancia alta 11-19 2.00 1.80 dominancia baja  IV-11  3.67 3.50
-1 2.67 2.00 Iv-12 333 3.33
11-8 3.33 2.00 Iv-4  2.00 4.00

I1-3 4.00 2.50

V testigo
11-7 0.33 1.80 dominancia alta V-15 333 2.33
11-9 2.00 2.50 Sin infeccidon V-10 2.33 1.17

V-6 0.67 1.40

Tabla 6. Leucocitospermia en los grupos experimentales antes y después de la infeccion experimental.

A partir de la infeccion experimental la LE disminuyd y posteriormente aument6 gradualmente y se mantuvo
hasta el momento del sacrificio (Figura 3).
La LE observada se confront6 contra la TD de los individuos del rebafio pero no se encontro correlacion

significativa entre ambas.

63



140.00

100.00 \l! v
€ 80.00 v ==G1Inf Dexa
P % \\/ 4Gl Inf Est Alt
2 o
2 6000 e \ / == Glll Inf Est Mod
(W] v
40.00 g o === G|V Intraepididimal
| o 2 |
s B =GV Testigos
0.00
7 8 9 10 12 13 14 15 16
Semanas

Figura 3. Lecocitospermia por grupo experimental entre las semanas 7 y 16 del experimento. m grupo I
dominancia baja;

A grupo Il infeccion experimental dominancia alta ; x grupo III infeccion experimental dominancia media; *
grupo 1V infeccion experimental control positivo inoculacion intraepididimal dominancia baja; @ grupo V

animales testigo sin infeccion dominancia alta.

Imagen 1. Muestras de semen tefiidas con hematoxilina-eosina. a. animal 10 grupo V testigo clinicamente sano;
b. animal 1 grupo II LE moderada; c. animal 3 grupo II LE elevada y gran cantidad de células epiteliales.

Tincion de hematoxilina eosina. Aumeto 40x.
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12.4. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE INMUNO DIFUSION DOBLE EN GEL DE AGAROSA.
Después de la infeccion experimental en la semana 10, la respuesta serologica a la infeccion de los animales
fue monitoreada mediante IDD. A los 7 dias post infeccion se detectaron los dos primeros carneros positivos, a
los 28 dias PI ocho animales resultaron positivos.

Se detectaron por IDD 13 animales positivos a lo largo del experimento, de los cuales 7 fueron positivos mas
de una vez. Se observaron 3 animales dominantes positivos en 4 ocasiones, 3 de dominancia mediaen 7 y 7
sumisos con 18. Los animales presentaron pruebas positivas intermitentes (Tabla 7).

Durante el experimento los 3 carneros testigos negativos nunca fueron positivos.

Carnero Cantidad de IDD Dominancia
positivas
1 2/10 D
3 2/10 d
4 1/10 S
5 1/10 S
7 4/10 d
8 1/10 D
11 2/10 S
12 6/10 S
13 5/10 S
17 2/10 S
19 1/10 D
22 1/10 d
24 1/10 S

Tabla 7. Carneros desafiados experimentalmente con B. ovis, positivos por IDD y su dominancia. (D

dominantes, d dominancia media y s sumisos).
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12.5. EXPLORACION CLINICA.

Debido a las diferencias entre los individuos empleados, se present6 una gran variacion en el diametro escrotal,
entre 27 y 42 cm con promedio de 34.8 +/- 4.44. Los animales inoculados con B. ovis, por via intradérmica y
conjuntival no presentaron signos clinicos.

Los 3 carneros inoculados intraepididimalmente presentaron lesiones palpables, a los 70 dias postinoculacion
se observo inflamacion moderada sin adherencias, pero con diferencia de volumen entre el epididimo inoculado
y el contralateral del mismo animal.

Los animales controles nunca presentaron lesiones a lo largo del experimento.

12.6. EVALUACION DEL EYACULADO

La calidad y cantidad de semen obtenido de los carneros del rebafio fue heterogénea, el promedio de volumen
en la semana 2 vari6 entre 0.5 ml y 1.5ml (+/-0.25), entre las semanas 2 y 7 (antes del estimulo estresante),
vari6 entre 0.5 y 2.1 con promedio de 1.29 ml (+/- 0.17), de la semana 8 a la 15 (después del estimulo estresante)
el promedio fue de 1.1 ml (+/-.13) y de la semana 10 a la 15 (después de la inoculacion) promedié 0.96 ml (+/-

0.098), se observo una disminucion constante a lo largo del experimento.
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12.7. PATOLOGIA.

12.7.1. LESIONES MACROSCOPICAS EN EL TRACTO REPRODUCTOR DE LOS CARNEROS
CON INFECCION EXPERIMENTAL POR B. ovis.

En los tres animales del grupo de infeccion intracpididimal, se encontraron lesiones granulomatosas, Uinicas y
delimitadas, de aproximadamente 1.5 cm, caracteristicas de epididimitis, con contenido blanco amarillento
(Imagenes 2 y 3).

En los animales 11, 12, 4 (grupo 4) y 21 (grupo 3), con inoculacién intradérmica y conjuntival, se encontraron
lesiones granulomatosas en el epididimo caracteristicas de epididimitis, semejantes a los controles de infeccion

intraepididimal con diametro de entre 0.5 y 1.5 cm (Imagen 4).

Imagen 2. Apariencia normal del aparato genitourinario del carnero nimero 2, grupo control sin infeccion.
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a

Imagen 3. Aparato genitourinario del Carnero 11, grupo IV infeccion intraepididimal, de dominancia baja.

Presencia unilateral en la cola del epididimo de un granuloma unico, con contenido blanco amarillento.

S

Imagen 4. Aparato genitourinario del carnero 12 grupo IV infeccion intraepididimal, de dominancia baja.
Presencia unilateral en la cola del epididimo de un granuloma tnico de 2 cm @, con contenido blanco

amarillento.
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12.7.2. LESIONES MICROSCOPICAS EN CARNEROS CON INFECCION EXPERIMENTAL POR
B. ovis.

Se encontraron lesiones caracteristicas de la epididimitis granulomatosa del carnero en los animales
del grupo IV con inoculacién intraepididimal (Imagenes 5 a 8), consistentes en infiltrado de células polimorfo
y mononucleares, hiperplasia y vacuolizacion del epitelio de los tibulos epididimarios y granulomas,

vacuolizacion del epitelio en ampulas del deferente, epididimo y uretra.

Los animales con infiltracion leve a moderada fueron: GI carneros 5 y 23; GII 3, 7, 9 19; GIII 2, 14,
18, 20, 21, 22; Grupo IV 4, 11, 12. En todos los animales con infiltracién se observaron los siguientes drganos:
uretra en sus diferentes niveles, uréter, epididimo, principalmente cabeza, epitelio estratificado queratinizado
de pene, glande y proceso uretral, vesicula seminal, ampula, prostata, rete testis y saco ciego del prepucio. La
infiltracion mostrd una progresion gradual en los tipos celulares involucrados, en los diferentes tiempos de
sacrificio, iniciando con una infiltracion de células polimorfo nucleares con caracteristicas de neutrofilos en la
semana 13 y células mononucleares con caracteristicas de monocitos en la semana 15.
La infiltracion de neutréfilos, se tornd mas notoria e intensa en la semana 3 post inoculacion, observandose en

los epitelios de transicion y estratificados queratinizados de la uretra, independientemente de la via de desafio.

En la cantidad de infiltracion en los tejidos de los estadios iniciales de la infeccion, se observo diferencia
significativa (p< 0.05) entre los tres grupos de dominancia, pesentando mayor cantidad los de dominancia alta,

seguidos de lo animales de dominancia media y con menor cantidad los animales sumisos (Figura 4).

La infiltracion en los grupos experimentales no presento diferencia estadistica significativa (p< 0.05) entre el
grupo I (infeccion epidermal y conjuntival de animales sumisos) y el grupo III (infeccién epidermal y
conjuntival de animales de dominancia intermedia), con menor cantidad (p< 0.05) que los dos anteriores estan
los animales del grupo II (infeccion epidermal y conjuntival de animales de dominancia alta), presentaron mayor
cantidad (p< 0.05) que los grupos IV (infeccion intraepididimal animales sumisos) y el grupo V (testigos)

(Figura 5).
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Imagen 5. Tejidos de carneros infectados experimentalmente con B. ovis por via intraepididimal (semana 5 PI),
tincion hematoxilina-eosina. a (carnero 11 dominancia media, grupo IV ampula del conducto deferente) la
flecha indica vesiculas epiteliales y b (carnero 12 sumiso, grupo IV ampula del conducto deferente), se observa
hiperplasia del epitelio y el inicio de un micro absceso (aumentos de 10X y 40X, respectivamente). C (carnero
12 sumiso, grupo IV cola del epididimo), la flecha indica la zona de infiltracion caracteristica compuesta de
células plasmaticas, macrofagos y células mononucleares, (aumento de 40X). d. (carnero 11 dominancia media,
grupo IV ampula del conducto deferente) la flecha indica infiltrado de células mononucleares alrededor de los

vasos sanguineos, (aumento de 40X).
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C.

Imagen 6. Tejidos de carneros infectados experimentalmente con B. ovis (semana 5 PI). Se observa en glandula
vesicular (a y ¢), epididimo (b) (aumento de 40X) y ducto deferente (d) (aumento 10X), infiltracion y células
inflamatorias en la luz de los quistes intra epiteliales. Tincion de azul de toluidina. a. carnero 20 dominancia
intermedia, grupo III glandula vesicular; b. carnero 20 dominancia intermedia cola del epididimo; c. carnero 15
dominante, grupo V gl vesicular; d. carnero 12 sumiso, grupo IV ducto deferente. Las flechas indican células

del infiltrado
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Imagen 7. Tejidos de carneros infectados experimentalmente con B. ovis (semana 3 PI). Se observa infiltracion

de los epitelios estratificados en vejiga urinaria (a); (b), uretra peneana proximal (c); uretra peneana distal (d);
proceso uretral (e). Aumento 40X. Tincion de azul de toluidina. a. carnero 4 sumiso, grupo IV vejiga urinaria;
b. carnero 15 dominante, grupo V uretra pélvica; c. carnero 4 sumiso, grupo IV uretra peneana proximal; d.
carnero 2 dominancia intermedia, grupo III uretra peneana distal; e. carnero 18 sumiso, dominancia intermedia,

grupo III proceso uretral.
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Imagen 8. Tejidos de carneros infectados experimentalmente (semana 3 PI). Las flechas indican micro
vesiculas dentro de los epitelios estratificados de: vejiga urinaria (a); uretra pélvica (b), epididimo (c); uretra
peneana distal. Aumento de 40X. La flecha indica vesiculas en el epitelio del ducto deferente (d), aumento de
10X . Tincién de azul de toluidina. a. carnero 19 dominante, grupo II vejiga urinaria; b. carnero 15 dominante
V uretra pélvica; c. carnero 7 dominante, grupo II cola del epididimo; d. carnero 12 sumiso, grupo IV ducto

deferente.
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Figura 4. Promedios de la infiltracion relacionada al dafio en los 6rganos observados, por grupos de dominancia,

en animales con infeccion experimental con B. ovis. La barra denota diferencia estadistica significativa
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Figura 5. Promedios de la infiltracion acumulada encontrada en los organos del sistema genitourinario y
glandulas anexas, por grupo en animales infectados experimentalmente con B. ovis. G I inf dexa, grupo I,
dominancia baja, infeccion epidermal, conjuntival y dexametazona; GII inf, grupo II, dominancia alta, infeccion
epidermal y conjuntival; GIII inf, grupo III dominancia intermedia, infeccion epidermal y conjuntival; GIV
Intraepid, grupo IV dominancia baja infeccion intraepididimal control; GV Testigos, grupo V dominancia alta

control sin infeccion. La barra denota diferencia estadistica significativa.
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12.8. CELULAS CEBADAS (CCs).

Se observd una mayor cantidad de CCs en septos glandulares, tunicas serosa y muscular y menor cantidad en
submucosa uretral y de los conductos glandulares, con mayor cantidad de CCs (P=0.05) en la tinica muscular
de los animales infectados.

Se observoé menor cantidad de CCs en el conectivo del parénquima glandular, alrededor de los conductos
glandulares y la mucosa uretral que en los otros sitios evaluados. El conteo de CCs en la serosa y septos
glandulares mostré mayor cantidad de CCs (p<0.05), en relacion con los otros sitios de observacion.

Los animales con dominancia media presentaron una menor cantidad de CCs con diferencia significativa con
los grupos de dominantes y de dominancia baja o sumisos (Figura 6).

Cuando los resultados se observan de acuerdo a lo grupos experimentales, el grupo V Testigo presenta mayor
nimero de CCs que el grupo II con infeccion intradémica y conjuntival y que el grupo IV de infeccion

intraepididimal, pero solo con diferencia significativas (p<0.05), contra el grupo IV (Figura 7).
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Figura 6. Promedios de la cantidad de células cebadas por mm? en los carneros agrupados por dominancia. CCs,

células cebadas La barra denota diferencia estadistica significativa.
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Figura 7. Promedios de la cantidad de células cebadas por mm? en tres grupos: infeccién experimental en
epidermis y conjuntiva, testigos sin infeccion e infeccion intraepididimal. . La barra denota diferencia

estadistica significativa.
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Imagen 9. Carneros infectados experimentalmente (semana 3 PI)., se puede observar la presencia de células
cebadas en el conectivo de glandula bulbouretral (a), vejiga urinaria (b), epididimo (c), rete testis (d). Aumento
de 40X. vy ducto deferente (aumento 10X), infiltracion y células inflamatorias en la luz de los quistes intra
epiteliales. La tincion de azul de toluidina evidencia los granulos contenidos en las CCs.

a. carnero 20 11 dominancia intermedia, grupo III glandula bulbouetral ; b. carnero 19 dominante, grupo II

vejiga urinaria; c. carnero 7 dominante, grupo II cola del epididimo; d. carnero 7 dominante, grupo II rete testis.
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12.9. CORELACION ENTRE TASA DE DOMINANCIA, LEUCOCITOSPERMIA, CORTISOL,
INFILTRACION Y CELULAS EPITELIALES, EN CARNEROS CON INFECCION

EXPERIMENTAL POR B. ovis.

Las variables que presentaron una correlacion positiva fueron: TD-cortisol, TD- infiltracion, LE-células
epiteliales, Cortisol-infiltracion, cortisol-células epiteliales, infiltracion-células epiteliales. Las variables sin

correlacion, fueron: TD-LE, TD-CE, LE-cortisol, LE-infiltracion (Tabla 8).

INDICE DE CORRELACION DE LAS VARIABLES ESTUDIADAS

TD LE CORT INF CE
TD -0.605 0.16 0.1855 -0.23
LE -0.605 -0.075 -0.34 0.083
CORT | 0.16 -0.075 0.898 0.15
INF 0.1855 -0.34 0.898 0.396
CE -0.23 0.083 0.15 0.396

Tabla 8. Correlacion entre las variables estudiadas en los animales con infeccion experimental. TD, tasa de

dominancia; LE, leucocitospermia; CORT, cortisol; INF, infiltracion; CE, células epiteliales.

12.10. CELULAS EPITELIALES.

Se observaron en el semen células epiteliales de diferente morfologia y origen: epiteliales de transicion de la
vejiga y uretra con forma cuboide u oval; células escamosas basales (redondas con nucleo central), intermedias
o parabasales (citoplasma poligonal y nticleo pequefio) y células escamosas superficiales (citoplasma extenso
con nucleo picnotico). Los grupos II1 y IV presentaron mayor niimero de CE que los grupos I, Il y V (P<0.05)
(figura 8) y se observaron diferencias significativas (P=0.05) entre algunos grupos: GIII y GII, GIIl y GV, GII
y GIV, GIV y GV, (Tabla 9).

Antes y después de la inoculacion se observo diferencia significativa (P<0.05) en los grupos Iy V (figura 9).
El conteo total de células epiteliales (CE) en los frotis de semen, demostré una aparente ciclicidad, observandose
cuatro estadios: (-) para cero células observadas, (+) para menos de 25, (++) menos de 50, (+++) menos de 100

y (++++) mas de 100 (Imagen 10, FiguralO0).
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Grupos con diferencia significativa

GIII- GII 0.54125
GIII- GV Control 0.68375
GII — GIV Intraepididimal -0.81625
GIV Intraepididimal — GV control 0.95875

Tabla 9. Prueba de rangos multiples a partir de ANOVA, se muestran solo los grupos con diferencias

significativas en la cantidad de CE.
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Figura 8. Cantidad total de CE promedio encontrada en las extenciones de semen, por grupo en animales
infectados experimentalmente con B. ovis. G 1 inf dexa, grupo I, dominancia baja, infeccion epidermal,
conjuntival y dexametazona; GII inf, grupo II, dominancia alta, infeccion epidermal y conjuntival; GIII inf,
grupo III dominancia intermedia, infeccion epidermal y conjuntival; GIV Intraepid, grupo IV dominancia baja
infeccion intraepididimal control; GV Testigos, grupo V dominancia alta control sin infeccion. La barra denota

diferencia estadistica significativa
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Figura 9. Promedios de CE antes (semana 5) y después (semana 13) de la infeccidon experimental con B. ovis.,
por grupo. G I inf dexa, grupo I, dominancia baja, infeccion epidermal, conjuntival y dexametazona; GII inf,
grupo II, dominancia alta, infeccion epidermal y conjuntival; GIII inf, grupo III dominancia intermedia,
infeccion epidermal y conjuntival; GIV Intraepid, grupo IV dominancia baja infeccion intraepididimal control,

GV Testigos, grupo V dominancia alta control sin infeccion. La barra denota diferencia estadistica significativa.
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Figura 10. Cantidad promedio de CE entre las semanas 1 y 16 del experimento, se observa un aumento en la

cantidad de CE antes del estimulo estresante, diminucion hasta la seroconversion y el aparente inicio de un

nuevo ciclo. La barra denota diferencia estadistica significativa.
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Imagen 10. Células epiteliales en carneros infectados experimentalmente con grado ascendente de infiltracion

y presencia de células epiteliales, en donde se observan los cuatro estadios considerados para calificar la
presencia de CE: (-) para cero células observadas, (+) para menos de 25, (++) menos de 50, (+++) menos de

100 y (++++) mas de 100.
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12.11. CONTEO DE CELULAS CD4+ y CD8+.

El grupo con mayor cantidad de células CD4+ y CD8+ fue el grupo IV con infeccidn intraepididimal. En CD4+
se observd mayor cantidad en el grupo II con respecto a los grupos, I, Il y control (Figura 11). Para CD8+, los
grupos experimentales presentaron mayor cantidad de células que el control, con diferencias entre ellos, el

grupo I presento la mayor cantidad y el II la menor cantidad (p<0.05) (Figura 12).
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Figura 11. Promedio de Células CD4+ por mm?, presentes en los érganos revisados por grupo experimental.
Grupo I, dominancia baja, infeccion epidermal, conjuntival y dexametazona; Grupo II, dominancia alta,
infeccion epidermal y conjuntival; Grupo III dominancia intermedia, infeccion epidermal y conjuntival; IE,
grupo IV dominancia baja infeccion intraepididimal control; Control, grupo V dominancia alta control sin

infeccion. La barra denota diferencia estadistica significativa.
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Figura 12. Promedio de Células CD8+ por mm?, presentes en los 6rganos revisados por grupo experimental.
Grupo I, dominancia baja, infeccion epidermal, conjuntival y dexametazona; Grupo II, dominancia alta,
infeccion epidermal y conjuntival; Grupo III dominancia intermedia, infeccion epidermal y conjuntival; IE,
grupo 1V dominancia baja infeccion intraepididimal control; Control, grupo V dominancia alta control sin

infeccion. La barra denota diferencia estadistica significativa.

En la distribucion de CD4+ y CD8+, por 6rganos del sistema genitourinario y glandulas anexas, se observo la
mayor cantidad de CD4+ en uretra, seguida del epididimo, vejiga; ampula, vesicula seminal, préostata y bulbo
uretral, con diferencias entre grupos (P<0.05). El grupo IV de infeccion intraepididimal, mostr6 los mayores
conteos en los dos tipos linfocitarios CD4+ y CDS8+. En testiculo no se observaron linfocitos marcados. Se
observo la mayor cantidad de células CD8+, en uretra, epididimo y vejiga con diferencias entre los drganos,

seguidos de ampula y vesicula seminal, sin diferencia entre ellas (p<0.05) (Figura 13).
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Figura 13. Cantidad promedio de células CD4+ yCD8+ por mm? en los érganos observados, de los animales

con infeccidon experimental con B. ovis. La barra denota diferencia estadistica significativa.

Los animales de jerarquia media presentaron mayor cantidad de CD4+ y CD 8+, que los grupos de dominancia
alta y sumisos que no resultaron con diferencia entre ellos (P<0.05). Se observo una diferencia significativa

(p<0.05) entre las cantidades de linfocitos CD8+ del grupo de dominancia media contra dominantes y sumisos,

entre los animales dominantes y sumisos no ocurri6 diferencia significativa (p<0.05) (Figura 14).
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Figura 14. Cantidad promedio de células CD4+ yCD8+ por mm? en los 6rganos observados, de los animales

con infeccion experimental con B. ovis, después del desafio, de acuerdo a los tres grupos de dominancia en el

rebafio. La barra denota diferencia estadistica significativa.
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12.12. CORTISOL CIRCULANTE MEDIDO POR RADIO INMUNO ENSAYO.
En el suero de cada animal obtenido durante 12 semanas, se realiz6 la medicion de cortisol a partir de 600 pl,
de la suspension final, se valoraron en un contador de centelleo por duplicado, en tres ensayos, en donde cada

grupo se formo con animales representativos de cada grupo de jerarquia.

La hormona se pudo detectar hasta 5.0 ng/ml con una sensibilidad del 88% en los 3 ensayos La concentracion
circulante de cortisol vari6 entre 31.7 y 9516 ng/ml, con un promedio total de 667.8 ng/ml. Se observo diferencia
(P<0.05) entre cantidades de cortisol al comparar grupos, dominantes 725.3 ng/ml y sumisos 759 ng/ml contra

el grupo de dominancia media 630.2 ng/ml (Figura 15).
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Figura 15. Promedios totales de cortisol en los grupos por dominancia, la literal denota diferencia significativa.

La cantidad promedio de las 12 semanas de obtencion de cortisol presente en los grupos, resultd diferente entre
el grupo III con los demas y de los grupos I y II con los grupos IV y V y diferencia entre los grupos [V y V

(figura 16).
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Figura 16. Cantidad de cortisol promedio en los grupos experimentales. La literal denota diferencia

significativa.

Cuando se compar¢ la cantidad de cortisol en los grupos I, I y III, durante el tiempo de obtencion, se observo
que el grupo I con dexametazona, un pico mas pronunciado y tardio que los otros dos grupos y luego cayo por
debajo de ellos, manteniendo esta tendencia a lo largo del experimento. Los grupos Il (dominancia mayor) y I1I
(dominancia moderada) presentan un pico inicial casi idéntico, pero el grupo III mantiene una tendencia alta

con respecto a los otros dos grupos (P<0.05) (Figura 17).
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Figura 17. Comparacion de la canidad de cortisol sanguineo promedio en los grupos, entre las semanas 7 y 18
del experimento. ¢ Grupo I infeccion experimental epidermis y conjuntival y dexametazona, dominancia baja;
m grupo Il infeccion experimental epidermis y conjuntival dominancia alta; A grupo III infeccion experimental
epidermis y conjuntival dominancia intermedia; x grupo I'V infeccion experimental control positivo inoculacion
intraepididimal dominancia baja grupo III infeccion experimental dominancia media; *grupo V animales testigo

sin infeccion dominancia alta.
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La cantidad de cortisol presentd una tendencia inversa a la observada en la lucocitospermia y células epiteliales

(figura 18).
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Figura 18 Comparacion entre los promedios de: cortisol, células epiteliales y leucocitospermia entre las semanas
3 y 16 del experimento, en animales con infeccion experimental con B. ovis. ¢ Carneros con infeccion

experimental; m cortisol en ng/ml; A células epiteliales /mm2; x leucocitospermia /mm?2.
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12.13. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA PARA EL DIAGNOSTICO DE B. ovis, EN
EL SEMEN DE ANIMALES INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE.

Del semen de 13 carneros que fueron serolégicamente positivos al menos una vez mediante IDD, se extrajo el
DNA con el protocolo para purificacion de DNA total, propuesto para la obtencion a partir de sangre animal o
células de cultivo (Protocolo en columna de centrifugado). Con el kit DNeasy 96 Blood & Tissue, catalogo
69581, de Quiagen. De las muestras seleccionadas, mediante la técnica de PCR multiple se demostraron
productos con la banda de 690 pb correspondientes a B. ovis. Se observaron bandas en 5 animales: 2 de jerarquia

media y 3 de baja. Todos los animales fueron negativos a A. seminis (Imagen 11).
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Imagen 11. Gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio en el que se observan los productos de la PCR
multiple de los animales positivos por la prueba de IDD a la infeccion experimental y un animal del grupo control
negativo. En los carriles 7,9, 12, 13, 14, 15, 16, se pueden observar en la banda de 690 pb los productos para B. ovis.
En los carriles 6, 8, 10, 11, 17, 18 y 19 no se observan productos para B. ovis o A. seminis. El carril 20 corresponde
al carnero del grupo control. Carril 1, Marcador de peso molecular; Carril 3 control para Actinobacillus seminis;
Carril 4 control para Brucella ovis; Carril 5 mezcla de corrida sin primers control negativo de la prueba. Carril 6
Carnero 3, Carril 7 Carnero12, Carril 8 Carnero 22, Carril 9 Carnero 17, Carril 10 Carnero 19, Carril 11 Carnero 22,
Carril 12 Carnero 7, Carril 13 Carnero 11, Carril 14 Carnero 17, Carril 15 Carnero 13, Carril 16 Carnero 7, Carril 17

Carnero 22, Carril 18 Carnero 8, Carril 19 Carnero 8, Carril 20 Carnero 2 negativo por IDD.
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12.14. BACTERIOLOGIA

De las muestras obtenidas al sacrificio de animales con lesiones visibles, no se obtuvo crecimiento bacteriano.

12.15. ANALISIS DE REDES Y GENERACION DE GRAFICAS BIDIMENCIONALES.

Al comparar la LE y la TD antes y después del estimulo estresante, se observo que tienen una tendencia inversa
(Figuras 19 y 20).

Cuando se generd una grafica con datos teoricos para simular homogeneidad se obtiene una grafica con
tendencia uniforme y una grafica bidimensional en donde se puede observar una dispersion homogénea tanto
de animales como de constantes evaluadas (Figura 21). Al comparar las graficas bidimensionales obtenidas a
partir de los datos experimentales por separado de TD y LE, contra la grafica tedrica se observo el
desplazamiento de los individuos y sus variables TD y LE directamente proporcional a las diferencias entre
ellas (Figuras 22, 23 y 24). Cuando se integran en una grafica bidimensional TD y LE, se puede observar que
la correlacion entre la variable genera desplazamientos con una tendencia hacia la izquierda antes del estimulo

estresante y hacia abajo y a la derecha después del estimulo estresante (Figuras 25 y 26).
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Figura 19. Relacion entre LE y TD donde se puede observar la cantidad de células por mm? presentes en el

eyaculado contra la tasa de dominancia, antes del estimulo estresante.
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Figura 20. Relacion entre LE y TD donde se puede observar la cantidad de células por mm? presentes en el

eyaculado contra la tasa de dominancia, después del estimulo estresante.

160.00 1.20
140.00 .
/ - 1.00
120.00
o
/ - 080 T
n 100.00 &
£ / £
£
£ 8000 0.60 S
) b —o—LE Cel/ mm2
o ©
60.00 . 0.40 g —=—TD
40.00 =
- 0.20
20.00
0.00 0.00
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23
Carneros

Figura 21. En esta grafica se evidencian las caracteristicas de una grafica generada con los datos de una

distribucion tedrica homogénea para generar una distribucion perfecta.
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Figura 22. Grafica bidimensional con datos teodricos para obtener homogeneidad, se puede observar la
correlacion que se obtiene con una distribucion de datos homogénea en la poblacion, con las variables, LE y

TD. Indicadores amarillos carneros, verdes LE y rosas TD.
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Figura 23. Grafica bidimensional para los datos de Leucocitospermia antes y después del estimulo estresante

controlado, en donde se han integrado todos los carneros del rebafio.
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Figura 24. . Grafica bidimensional para los datos de la Tasa de dominancia, antes y después del estimulo

estresante controlado, en donde se han integrado todos los carneros del rebaiio.
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C.
Figura 25. Gréficas bidimensionales para correlacionar los datos entre LE y TD antes del estimulo estresante,
datos de todos los carneros del rebafio. Grafica a. correlacion entre carneros y LE; b. correlacion entre carneros

y TD; c. correlacion integrada de LE y TD. Indicadores verdes carneros, rosas LE y azules TD.
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C.

Figura 26. Graficas bidimensionales para correlacionar los datos entre LE y TD después del estimulo estresante,
datos de todos los carneros del rebafio. Grafica a. correlacion entre carneros y LE; b. correlacion entre carneros

y TD; c. correlacion integrada de LE y TD. Indicadores verdes carneros, rosas LE y azules TD.
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13. DISCUSION.

En este trabajo se relaciono la posible susceptibilidad a la infeccion experimental con B. ovis, en carneros sanos
y libres de infecciones genitourinarias estresados por condiciones de alojamiento y agrupacion.

Se han realizado trabajos en los que se ha tratado de relacionar el comportamiento y estrés con la
inmunodepresion, pero las aproximaciones: etologica, fisiologica e infecciosa, solo se han empleado para
demostrar algun efecto sobre el animal, no se han conjuntado (Adams 2004; Stefanski, 2001; Audet, 2010; Gan
etal., 1990.

Se han realizado trabajos relacionados con el efecto que tiene el estrés sobre los parametros reproductivos
(Alvarez, 2008), afectando la homeostasia del eje hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) (Rivier et al., 1991), asi
como cambios en la produccion de testosterona (Stefanski, 2001) y cortisol. Se han documentado los efectos
del medio ambiente sobre la modulacion del estrés (Marai et al., 2008), y modificaciones en la produccion de
cortisol provocadas por la castracion entre dos diferentes razas de bovinos (Chase 1995), y diferencias en la
produccion de cortisol entre machos y hembras en ovinos (Turner, 2010). El estrés psicosocial en ovinos inhibe
la actividad neuroendodcrina en hipotalamo y pituitaria (Wagenmaker et al., 2009), pero no existen trabajos que
relacionen estrés y produccion hormonal con jerarquia social y efectos sobre la susceptibilidad a enfermedades
infecciosas.

Los trabajos que evidencian que el estrés es un factor que puede predisponer a la enfermedad por sus efectos
inmunosupresores (Skau et al., 2003; Alvarez, 2008, Aplle et al., 1993; Webb, 1980; Turner et al., 2010), en
general no consideran el efecto de la jerarquia social y el manejo de rutina.

La etologia de los rumiantes y en particular el comportamiento individual y de rebafio de los ovinos, permitio
evaluar su respuesta al estrés, cuando se integran modificaciones fisiologicas como el cortisol generado por
estimulos controlados y la actividad inmunitaria con la presencia de células linfocitarias en el eyaculado y tracto
genitourinario, permitiendo una evaluacion sistémica para hacer frente a una infeccion experimental controlada
con B. ovis.

Ortiz de Montellano, 2004 con tres grupos de caprinos divididos de acuerdo a su dominancia, propone la

asignacion de una escala numérica proporcional entre el indice de estrés y los cambios hormonales encontrados
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en sangre de animales estresados, demostrando correlacion entre los niveles de cortisol y los cambios
enddcrinos y seminales.

El estrés por manejo en caprinos y ovinos ha sido asociado con la secrecion de cortisol principalmente durante
el transporte, presencia de animales extrafios al rebafio, cambios de temperatura o aislamiento (Kilgour, 1970;
Parrott et al., 1998; Sartorelli, 2003; Wagenmaker et al., 2008), por lo que las concentraciones modificadas de
cortisol de forma aguda o cronica, tienen efectos cuantificables sobre 6rganos, tejidos y sistemas (Riviere, 1991;
Gomez-Gonzalez, 2002).

El comportamiento de los carneros del rebaiio fue de acuerdo a lo reportado para grupos de rumiantes antes del
periodo de empadre, en donde se distinguen tres jerarquias definidas e interacciones afiliativas descritas para
este tipo de hatos de machos reproductores (Alvarez, 2008; Boyd, 1983; Gill, 1990; Ortiz de Montellano, 2004;
Pavon, 2004; Synnott, 1984; Turner, 2010; Ungerfeld, 2010).

Se pudo calcular la TD individual y por corraleta, con la modificacion a la formula propuesta por Mendl (1992),
aunque existen algoritmos mas complejos, la aproximacion matematica mediante las dos formulas empleadas
(Figura 1), arrojo resultados equivalentes. Se observé que la disminucion en la diferencia de la TD registradas
a lo largo del experimento, se puede explicar por el comportamiento de los carneros, que tiende hacia la
tolerancia mediante acciones afiliativas, las cuales promovieron mayor respuesta al estresor empleado en los
animales subordinados (tabla 4). En el grupo la jerarquia que se observd y calcul6 individualmente, se mantuvo
en los animales de mayor TD mientras que en los animales de los grupos de dominancia media y sumisos se
encontraron variaciones relacionadas con su ubicacion final en las corraletas, después del reacomodo estresante
previo a la infeccion experimental.

Las caracteristicas etoldgicas de los ovinos, los predisponen a los efectos estresantes medioambientales, de
manejo y reproductivos (Gonyu 1984jensen), en condiciones controladas los rebafios pueden hacer frente a las
consecuencias del estrés agudo o cronico (Greenberg, 2002). Algunos autores han propuesto que 4 es el nimero
minimo para que un grupo de ovinos mantenga condiciones de bienestar animal, pero también se ha propuesto
que el estrés de carneros empleados como reproductores disminuye cuando conviven tres animales de
dominancia descendente (Gill, 1990; Banks, 1977), ya que la dominancia se diluye mediante las actitudes
afiliativas teniendo como amortiguador al individuo de dominancia media. En la medicion de la TD se encontr6

que no se presentaron diferencias entre los grupos integrados con seis y tres individuos, y la relacion de TD
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siempre se mantuvo equilibrada en tercios: animales dominantes, de dominancia media y sumisos. Los efectos
de una produccion aguda de glucocorticoides con efecto de corto plazo, puede modular la intensidad de las
reacciones del comportamiento (Haller, 1998), en este trabajo se indujo una condicidn estresante moderada,
que presentd inicialmente picos altos de cortisol sanguineo, que posteriormente disminuyeron, lo que podria
explicar la modificacion del comportamiento, desde interacciones de agresion hasta la capacidad de los animales
para generar interacciones afiliativas, en donde las actividades afiliativas de los animales dominantes, podrian
promover mayor estrés en los animales sumisos, esto explicaria la mayor cantidad de cortisol a lo largo del
experimento en estos dos grupos (Figura 15). Las condiciones de poco estrés y su representacion en la cantidad
de cortisol secretado en algunos animales, pueden estar asociadas a la experiencia individual (Okeudo, 2005),
ya que la expresion de patrones de conducta son sensibles al estrés (Greenberg, 2002).

La Organizacion Mundial para la Salud, ha determinado que la presencia excesiva de leucocitos en el semen
se asocia con reduccion de la fertilidad (Skau, 2002), concentraciones mayores a 10° leucocitos/ ml indican LE
y una posible infeccion genital, sin embargo existen trabajos que demuestran que no existe correlacion entre el
cultivo bacterioldgico del semen y la LE en humanos (Henke, 2003), en ovinos se ha sefialado igualmente la
relacion de LE con infeccion en el tracto, en particular con epididimitis (Acosta-Dibarrat 2006), en los carneros
empleados se pudo generar leucocitospermia severa sin tener antecedentes de enfermedad genitourinaria y antes
del desafio experimental con B. ovis . Se ha demostrado que condiciones de estrés que modifiquen los niveles
de cortisol de manera cronica, inhiben la regulacion de las células de Leydig en el testiculo, provocando un
aumento en el reclutamiento de macréfagos y CCs (Gaytan, 1990). En carneros el primer efecto que provoco el
estresor sobre el sistema urogenital fue la generacion de LE, inicialmente en los carneros que fueron sometidos
a transporte de rutina. Se ha documentado que un estimulo estresor agudo, puede modificar las constantes
fisiologicas del tracto genitourinario (Stefansky, 2000; Riviere, 1991; Wagenmaker, 2009), pero sin que se
alcance el umbral necesario para modificar otros sistemas (Kumar, 2009), provocando LE incluso sin que exista
de por medio inflamacion o infeccion (Sandoval, 2013).

En este trabajo la LE fue cuantificada después del estimulo estresor controlado y se revirtié en todos los
animales sin presentar una correlacion positiva con su rango social o jerarquia dentro del grupo, estos datos

pueden sustentar la aparente ciclisidad del aparato genitourinario del macho, a partir de la produccién de
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espermatozoides y la descamacion de células epiteliales de los epitelios estratificados y de transicién, modulado
por las hormonas generadas durante el periodo de empadre.

Los animales sometidos a un estresor relacionado con la modificacion de los grupos sociales y la modificacion
de la jerarquia dentro de los grupos, tuvieron LE inversamente relacionada con las cantidades de cortisol
circulantes encontradas en el suero (Figura 19).

Los carneros del grupo I sumisos con dexametazona, presentaron mayor cantidad de células en el eyaculado
que el grupo control y el grupo III de animales de dominancia media, pero no presentaron diferencia
significativa contra el grupo II de carneros dominantes. Este efecto lo menciona Minton et al 1991, en donde
tratamientos de 14 dias con dexametazona, sin tratamiento estresor, provocaron una ligera disminucion de IL-
2, pero no se afecto la respuesta blastogénica linfocitaria.

Las caracteristicas individuales de cada carnero, las fluctuaciones normales en los niveles de cortisol y la
variabilidad en la respuesta hacia los efectos farmacoldgicos de la dexametazona, ayudan a entender el rango
tan amplio en las respuestas individuales. El uso de dexametazona se pudo sumar a la actividad fisioldgica del
cortisol y podria explicar su caida posterior al inhibir el eje HHA, bloqueando la liberacion de la hormona,
determinando que los niveles de cortisol en este grupo bajaron en forma mas dramatica que en el resto de los
grupos.

En los machos de algunas especies se ha tratado de explicar mecanismos de proteccion o dafio que pueden estar
relacionados con los mecanismos de proteccion en las hembras, receptores para microorganismos que disparan
cascadas de defensa, endocitosis de células dafiadas, quimiotaxia leucocitaria y respuesta a hormonas sexuales
tanto masculinas como femeninas sobre la homeostasia y supervivencia de células de Leydig y Sertoli (Alvarez,
2008; Gaytan, 1999), estas similitudes permiten suponer que los epitelios del aparato reproductor masculino y
sus glandulas anexas, también pueden estar supeditados a ciclos concretos que les permite renovarse y
prepararse para enfrentar dafios mecanicos o infecciones.

En hembras de diferentes especies se conoce la capacidad de respuesta fisica e inmune de los epitelios de
recubrimiento del tracto reproductor, la ciclicidad regulada por las hormonas sexuales, la capacidad
amortiguadora para la capacitacion y sobrevivencia espermatica durante la monta. Se ha sefialado la capacidad

de respuesta de las células epiteliales mediante la generacion de citocinas, endocitosis y promocidn de apoptosis
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en hembras de rata (Sato, 1997), particularmente durante los estadios reproductivos que mantienen picos de
hormonas sexuales y de estrés.

Aunque las hormonas pueden regular la produccion enzimatica en el tracto genitourinario, algunas enzimas
como la ornitin descarboxilasa, tienen control especifico inhibiendo o promoviendo respuestas de hipertrofia e
hiperplasia (Shipper, 2002), la p63 es esencial para el desarrollo de los epitelios escamosos y ya que es un
homodlogo del gen supresor tumoral p53, se ha propuesto que puede influir en el desarrollo y mantenimiento,
tanto de los epitelios de recubrimiento como de los epitelios glandulares del tracto reproductor (Kurita, 2004).
Al agregar los promedios de la cantidad de cortisol y los indices de LE y CE, se puede observar una tendencia
inversa entre el aumenté de cortisol y la disminucién, moderada de las CE y pronunciada de la LE,
eventualmente, los indices de CE y LE aumentan gradualmente, mientras el cortisol disminuye. Finalmente se
observa una tendencia a la estabilidad y disminucion a lo largo del experimento de los tres factores, pero
manteniendo la tendencia inversa entre la cantidad de cortisol y CE-LE (figura 20). En cuanto a la LE Ortiz de
Montellano 2004, encontr6 resultados semejantes en caprinos, sometidos a un manejo experimental semejante
al de este trabajo, ya que utilizando caprinos también se demostré que se generan cambios asociados a los
niveles de testosterona. El incremento en cortisol en testosterona o en ambos, modifica la expresion de adhesinas
y la migracién de neutréfilos en los epitelios del tracto, tal como ocurre en el momento del éstro (Alvarez,
2008; Gaytan, 1999).

La infeccion experimental de los carneros por via conjuntival (Biberstein, 1964) e intraepidermal (Jiménez de
Bagues, 1993), provocaron la aparicion de bacterias en el semen, lo cual podria contribuir con las evidencias
del transporte bacteriano mediante células especializadas como los neutréfilos.

A los 7 dias PI se identificaron mediante IDD 13 animales positivos, dos carneros presentaron dos periodos de
positividad y solamente uno se mantuvo como positivo hasta su sacrificio. Aunque la mayoria de los carneros
(13) fueron positivos por IDD al menos una vez a lo largo del experimento, la via de inoculacién y el contacto
con diferentes microorganismos a lo largo de su vida reproductiva, pudieron provocar animales no detectados
por IDD pero si por PCR, sin embargo todos los animales positivos por PCR, fueron positivos por IDD al menos
una vez y algunos mas de una vez.

Solamente los tres animales con infeccion intraepididimal desarrollaron lesion palpable, lo que esta por debajo

del 50% de animales infectados que no desarrollan epididimitis palpable. La infeccion por las otras vias de
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desafio, igual que se sefiala para la infeccion natural, aumenta los tiempos para observar lesiones clinicas y su
ocurrencia es variable (Kott et al., 1988).

En los 13 carneros seropositivos en la IDD, se observaron lesiones caracteristicas que correspondieron a las
descritas en la primera semana de exposicion a la bacteria, microscopicamente se observo mayor cantidad de
células infiltradas en los animales del grupo I, II y III, el grupo I con dexametazona e infeccion y el III
conformado por animales de dominancia media no tienen diferencia significativa, pero en el grupo II de
animales con estrés alto la cantidad de células infiltradas fue menor contra los dos anteriores (P<0.05%). Se ha
documentado que tratamientos prolongados con dexametazona no provocan disminucion en la respuesta
linfocitaria en ovinos (Minton et al, 1991), lo que podria explicar la capacidad de respuesta en los animales
sumisos tratados con dexametazona e infectados experimentalmente, los animales de dominancia media, al
tener solamente un pico en la produccion de cortisol después del estimulo estresante, recuperaron su capacidad
de reaccion frente a la infeccion, presentando menor dafio en los 6rganos y tejidos del sistema genitourinario y
los animales dominantes con una cantidad estadisticamente significativa mayor de cortisol, presentan una
disminucion en la actividad inmunogénica, en este caso con una disminucién en la infiltracion total en el sistema
genitourinario, haciendo a este grupo de animales mas susceptible a lesiones graves durante el curso de la
enfermedad. Los neutréfilos infiltrados en la LE PI pudieron vehiculizar B. ovis al tracto, que adicionalmente
por los niveles de cortisol pudo tener menos capacidad de respuesta inmune

En condiciones de normalidad las poblaciones de CCs son constantes en los tejidos conectivos en situaciones
de normalidad y sin estimulo, pero bajo condiciones de estrés podrian aumentar (Baldwin, 2003;Theoharides,
2004), lo que puede provocar un aumento de su reactividad y sobre modular la respuesta de poblaciones de
células de defensa, esto podria hacer al individuo méas susceptible a dafio agudo inflamatorio (Hedger, 1997) y
que las lesiones macroscdpicas observadas por infecciones del tracto, sean el resultado de la sobre estimulacion
de las CC y CD8+ que podrian desencadenar en conjunto procesos inmunopatologicos y secuelas producidas
durante la infeccion por enfermedades del tracto reproductor (Murthy, 2011), esto puede explicar también las

lesiones presentes en la epididimis granulomatosa aguda provocada por B. ovis.

En este trabajo se observo mayor cantidad de CC en animales con infeccion experimental. En los animales con
infeccion experimental la cantidad de CCs es menor ya que mediante la metacromasia de sus granulos solo se

pueden cuantificar las células que los contienen y en condiciones de una infeccion aguda la mayoria ha vaciado
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su contenido para reclutar células a la zona involucrada, en los animales empleados para el experimento, la
respuesta humoral esperada puede ser mayor, ya que la cantidad de clonas presentes y su respuesta es mayor
que en animales jévenes con un sistema inmunitario menos expuesto y desafiado por el medio ambiente. Se ha
reportado que la cantidad de CC en 6rganos como epididimo y testiculo es muy pequeiia, (Paolicchi, 2000), en
nuestros animales experimentales, con cualquier via de infeccion no se presentd aumento significativo (p<0.05)
después de la inoculacion, debido a que no se gener6 la respuesta antigénica necesaria y por la poca cantidad
de antigeno espermatico liberado por las lesiones incipientes y de poca extension También se deben considerar
los factores de inhibicién producidos por células de Leydig (Gaytan, 1999) que en estadios iniciales de la

infeccion, podrian ser suficientes para inhibir una respuesta local cuantificable.

Las fluctuaciones observadas en las poblaciones celulares, tanto las relacionadas con la respuesta inmune, como
de las pertenecientes al tracto reproductor, pueden depender de las correlaciones positivas del cortisol con TD
y con la infiltracion en 6rganos dafiados, las cuales pueden estar mediadas por las mismas citocinas generadas
por el estimulo estresor.

El cortisol puede tener consecuencias como: provocar inmunosupresion en animales con estrés cronico, pero
también proteccion en animales con estrés agudo no sostenido, estas dos condiciones estan propuestos dentro
de la teoria del Sindrome general de adaptacion (SGA) (Greenberg, 2002). Esto coincide con la menor cantidad
de cortisol generado por los animales de dominancia intermedia, que aunque fueron estresados y desafiados de
la misma forma la infiltracion en los tejidos de tracto fue menor que en lo dominantes y la cantidad de CD4+
fue mucho mayor que en los grupos de dominantes y sumisos, por lo que podria pensarse en el efecto de
proteccion mencionado.

Se ha postulado que la concentraciéon de neutrdfilos en semen puede tener un efecto dual, a bajas
concentraciones promover la capacitacion y motilidad mejorando la fertilidad, mientras que a concentraciones
altas, se presenten efectos adversos, quimiotaxia de leucocitos y el aumento de especies reactivas de oxigeno y
nitrogeno, lo que disminuye la fertilidad (Baumber, 2003; Gallegos-Avila, 2010; Lakner, 2010).

En machos la ciclicidad celular puede estar relacionada con los ciclos metabdlicos-hormonales, y estos con
ciclos circadianos estacionales, por lo que pueden ser mas amplios que en las hembras y bajo condiciones de
estrés en que se promueve la secrecion de cortisol en la época de empadre y reproduccion, no debe ser

predisponente a dafio e infeccion, ya que la homeostasia se recupera considerablemente rapido, incluso tomando
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en cuenta variaciones entre individuos. Cuando el estimulo estresante supera la capacidad del eje hipotalamo-
hipofisis-adrenales-testiculo para recuperarse se puede esperar dafio, generado por la sinergia de factores como
quimiotaxia leucocitaria representada en forma de LE, inmunodepresion de los leucocitos en la luz el tracto
relacionada con aumento y mantenimiento de la secrecion de cortisol, secrecion constante de catecolaminas,
una gran cantidad de especies reactivas de oxigeno producidas por neutréfilos y macrofagos, por lo que la
predisposicion a una enfermedad como la epididimitis infecciosa del carnero, aumentaria debido a los factores
que confluyen durante una época de la actividad productiva de un hato.

Gomez-Ortiz (2000) sefala que se podria considerar erroneamente como inmunodepresion a un evento que
solamente compromete al sistema inmunitario y lo estimula para provocar su activacion, en un intento de
proteccion en contra de modificaciones de la homeostasia.

La morfologia de las lesiones encontradas en los animales con infeccion experimental, edema peri vascular e
infiltracion celular, hiperplasia y vacuolizacion del epitelio de los tibulos epididimarios y granulomas en los
animales con infeccion intraepididimal, concuerdan con lo descrito en la bibliografia y con lo encontrado en los
animales de rastro con infeccion natural y crénica (Acosta-Dibarrat, 2007; Al-Katib, 2005; Diaz-Aparicio,
2001; Paolicchi, 1992; Burges, 1982).

Se observaron diferencias significativas en la presencia de infiltracion (P<0.05) entre grupos. Antes y después
de la inoculacion existe diferencia significativa en los grupos I y V en los promedios obtenidos. En el grupo III
también se observa la mayor concentracion de cortisol e infiltracion. Estos resultados pueden confirmar la
hipotesis de que el manejo inadecuado genera estrés y niveles altos de cortisol, lo que puede promover mayor
exfoliacion y hacer mas susceptible al tracto genitourinario a enfermedades infecciosas, asi como de la
importancia de las CE del tracto genitourinario y su aparente comportamiento ciclico en el tracto genitourinario
del macho.

Al ser la Brucella un patdgeno intracelular, el organismo depende principalmente de la activacion de la
inmunidad mediada por células, particularmente linfocitos T CD4+ de Thl, al estimular la secresion de
interferon gama, estimulan la actividad bactericida de macrofagos como la actividad citotoxica de linfocitos T
CD8+, para poder destruir células infectadas con Brucella (Rivers, 2006). Se ha reportado que en animales con
infeccion crénica del sistema genitourinario, la cantidad de linfocitos CD4+ y CD8+ no tiene diferencia

(Acosta-Dibarrat, 2007), sin embargo en animales con infeccion aguda se ha reportado una mayor cantidad de
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células CD8+, la mayoria de los trabajos emplean animales jovenes, de alrededor de un afio. En este trabajo
todos los animales fueron animales mayores de dos afios con actividad reproductiva y aunque al ser
seleccionados del hato de origen, fueron negativos por inmunodifusion a las tres enfermedades que producen
epididimitis en los carneros y al ser animales reproductores, la flora con la que tuvieron contacto a lo largo de
su vida es mayor, por lo que pueden presentar una respuesta mas eficiente a cualquier infeccion.

En este trabajo se observd que las células CD4+ sobrepasan a las CD8+, este efecto se puede relacionar con
memoria presente en los animales empleados y la cantidad de células cebadas maduras. En el grupo II de
animales con estrés alto se presentdé mayor cantidad de CD4+, menor cantidad de CD 8+ y menor cantidad de
cortisol sanguineo comparado con los animales de estrés moderado del grupo II, cuando se analiza la cantidad
de células CD+, agrupando a los animales por tasa de dominancia, se puede observar que las CD4+ estan
presentes en mayor cantidad en los tres grupos de dominancia, y en el grupo de estrés medio el nimero de las
células CD4+ se presenta cuatro veces mas alto que las CD8+.

La exposicion prolongada a Brucella modifica la respuesta inmune adaptativa y explica porque la respuesta
inmune celular se puede ver disminuida (Rivers, 2006) provocando infeccion cronica. En los animales
experimentales con estrés moderado o dominancia intermedia, la mayor cantidad de CD4+ podria generar una
sobreproduccion de Interferon ¥, estimulando a una gran cantidad de CD8+ para destruir a los macréfagos
infectados y controlar de forma inicial la infeccion aguda, pero en los animales dominantes con estrés alto y
sumisos con estrés alto, que no presentan una diferencia tan pronunciada en estas células, la reaccion inmediata
en contra de la infeccion se pudo ver afectada por la mayor cantidad de cortisol y la liberacion de una gran
cantidad de bacterias, que siendo nuevamente endocitadas por neutréfilos y macrofagos o alojandose en tejidos
de las glandulas anexas, tendrian la capacidad de generar una reinfeccion aguda y la cantidad disminuida de
infiltracion observada al sacrificio.

Se han documentado diferencias en el cortisol o ACTH producidos entre tratamientos con diferente estrés
producido, incluso en estudios con tratamientos similares, los tratamientos estresantes producen efectos muy
diferentes y las variaciones en la produccion de cortisol, se pueden ver modificadas por los factores del
medioambiente y la respuesta individual en rumiantes (Mormede, 2007), los animales con mayor experiencia
y edad producen menor cantidad de cortisol en situaciones estresantes y también se ha demostrado que si todos

los factores permanecen constantes los niveles de cortisol se incrementan conforme aumenta la edad del animal
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(Okeudo 2005). Lo que posiblemente ocurri6 en este estudio ya que los animales utilizados tenian mas de dos
afios de edad y los niveles de cortisol fluctuaron a lo largo del experimento de forma muy parecida a lo reportado
en caprinos (Ortiz de Montallano, 2004)

En el diagndstico de la brucelosis, ninguna técnica tiene 100% de sensibilidad, sin embargo combinando 2 o 3
técnicas se puede llegar al 100%, al utilizar PCR y ELISA 99.2% (Aguirre-Arsola, 2008). Sin embargo
muestras negativas por cualquier método pueden ser positivas en cultivo bacteriano (Saunders, 2007).

De las muestras de semen de los 13 animales que fueron positivos por IDD, solo se diagnosticaron por PCR 5
muestras de carneros con inoculacion experimental, los cuales fueron positivos a lo largo del experimento en
varias ocasiones.

La presencia de la bacteria en semen puede relacionarse con la cantidad inoculada y la via empleada, todos los
carneros recibieron la misma cantidad de UFC de B. ovis, por lo que la via tiene una importancia primordial,
como era de esperar dos animales del grupo de infeccion intraepididimal fueron positivos por PCR. La
capacidad disminuida de respuesta frente a la infeccion provocada por un corticosteroide podria permitir el paso
de la bacteria.

Esto es evidencia de que bajo condiciones de manejo experimental la infeccion con B. ovis esta supeditada a
una gran cantidad de factores, los inherentes al individuo como de su medio ambiente.

Desde que se empezaron a representar los datos de grupos en forma de redes en 1932 por Moreno, el objetivo
principal ha sido evidenciar de forma grafica los patrones de la estructura y comportamiento social de un grupo,
las relaciones entre los integrantes o su posicion en el conjunto (Freeman, 2012; Makagon et al 2012). Los
programas de computacion para analizar datos en redes permite métodos matematicos estandarizados para
calcular la métrica de la organizacion social en diferentes niveles: poblacion, grupos e individuales (Makagon
etal 2012) y aunque los datos comparados no presenten una correlacién matematica positiva, se puede observar
el desplazamiento de los nodos de acuerdo a las variaciones de las variables estudiadas.

Asi como el ARS permite evaluar los efectos de la estructura social sobre, cohesion, movimiento y el uso de
los recursos durante la alimentacion (Michelena et al 2008) y el bienestar animal, (Makagon et al 2012), analizar
en una poblacion animal los conocimientos especificos para la potencial distribucion de enfermedades (Webb,
2005), también ayuda a visualizar las relaciones entre los datos obtenidos de las interacciones sociales como el

indice y tasa de dominancia, con datos obtenidos a partir de alteraciones normales o provocadas
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experimentalmente en alguna o varias constantes fisiologicas, concentracion de hormonas y la cantidad de
células reclutadas durante la respuesta inmune.

Las graficas de dos dimensiones obtenidas de la TD y LE, antes y después del estimulo estresante, permiten
observar que aunque existen variaciones en los animales en la cantidad de células contadas en el eyaculado,
presentan una tendencia a la homeostasia, observandose en la ubicacion mas homogénea de los circulos
generados por carneros y LE (Figura 26). La grafica bidimensional que representa la TD, confirma los datos
obtenidos en cuanto a que las relaciones afiliativas tienden a homogenizarse (Figura 23).

Las graficas de la integracion de TD y LE, corroboran que no existe correlacion matematica entre estas dos
variables, mientras que la correlacion entre: la infiltracion encontrada en tejidos y la cantidad de cortisol;
infiltracion y TD; cortisol y TD, son positivas, lo que puede sefialar que la LE es un evento relacionado con
periodos de baja actividad dentro del ciclo androlégico del carnero, con el delicado balance y gran reactividad
de los epitelios del aparato genitourinario.

Las relaciones entre caracteristicas y las relaciones sociales, como proximidad se deben describir
cuidadosamente, asi como la similitud entre dos animales puede o no predecir similitudes de patrones o
interacciones con otros, los resultados podrian explicar otro evento después de tomar en cuenta las
caracteristicas demograficas y que la determinacion de patrones de una relacion podria no ser la misma que las

determinantes de los patrones de otra (Roberts et al., 1998).

107



14. CONCLUSIONES.

La LE en carneros se presenta naturalmente en individuos de cualquier situacion fisioldgica y se puede provocar
bajo condiciones estresantes experimentales controladas en carneros clinicamente sanos, sin antecedentes de

inflamacion o infeccidn.

El manejo estresante moderado provocd variaciones en las variables estudiadas, teniendo correlacion positiva
entre: cortisol-TD, cortisol-infiltraciéon, TD-infiltracion, esto puede evidenciar la relacion entre el estrés y el
comportamiento. Las CE presentaron una correlacion positiva con: LE, cortisol e infiltracion, esto puede

evidenciar una posible influencia en los procesos del tracto genitourinario por la gran reactividad de su epitelio.

Cuando se agrupa a los carneros por jerarquia, la produccion de cortisol asociada al estrés es menor en los
animales de dominancia media. En los animales de dominancia alta solo se presenta un pico en la produccion

de cortisol, inmediatamente después del estresor, presentando una tendencia a disminuir a lo largo del tiempo.

La produccion de cortisol puede estar relacionada con condiciones de manejo moderado, individual y de
rebafo, haciendo a los animales que no pueden hacer frente a un estimulo estresante, mas susceptibles a la
inflamacion del tracto genitourinario e infecciones provocadas por microorganismos patdogenos o incluso los

pertenecientes a la flora.

Las vias de infeccion experimental, conjuntival e intraepidermal, provocaron infeccion con dafio caracteristico

en el aparato genitourinario y la presencia de DNA de B. ovis en el semen.

En los animales sometidos a mayor estrés y con mayores cantidades de cortisol, se observa mayor dafio en los
epitelios del epididimo y ampula del ducto deferente durante las etapas iniciales de la infeccion con B. ovis.
Cuando se conoce en un rebafio la tasa de dominancia de sus integrantes y son agrupados considerando una

relacidn en tercios para las tres jerarquias, las situaciones estresantes medioambientales y de manejo a las que
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se pueden enfrentar los carneros, no tendran impacto sobre la homeostasia individual o del rebaiio. Pero cuando
son agrupados animales con una dominancia media les resulta muy dificil organizar la jerarquia del grupo,
presentando niveles elevados de cortisol y una respuesta celular disminuida, representada por menor LE, mas
infiltracion en los 6rganos del aparato reproductor y sus glandulas anexas, mayor cantidad de CC y una relacion
CD4/CD8 de 4 a 1. Estas condiciones desfavorables, aparentemente evitaron una infeccion aguda en los
animales con dominancia media ya que solo un animal del grupo experimental fue positivo mediante IDD y

ninguno por PCR o cultivo.

Aunque existen controversias en cuanto a que situaciones de estrés generan inmunodepresion y no se puede
relacionar solamente un efecto fisiolégico con inmunodepresion, si se puede asegurar que estresores moderados,
pueden provocar cambios, modificando las condiciones de respuesta inmunitaria que le permiten al individuo

una recuperacion mas rapida o evitar la infeccion.
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ANEXO I

TECNICAS DE TINCION GENERAL E INMUNOHISTOQUICA.

Hematoxilina-Eosina.

Tejidos cortados a 4 micrometros de grosor y montados en portaobjetos de vidrio.

1. Desparafinar en xileno puro dos veces 5 min cada uno
2. Rehidratar en etanol absoluto dos veces 5 min cada uno
3. Rehidratar en etanol de 96% dos veces 5 min cada uno
4. Rehidratar en etanol al 80% 5 min
5. Rehidratar en etanol al 70 % 5 min

6. Lavar en agua destilada
7. Colorear con hematoxilina de Harris 5a 10 min
8. Lavar en agua corriente 2 min

9. Diferenciar en alcohol acido (sol alcoholoca al 70% con 1 % de acido clorhidrico), inmersion rapida

5-30 seg
10.Lavar en agua corriente 2 min
11. Estabilizar la tincién en solucidn acuosa de carbonato de litio 1% 1 min.

12. Lavar en agua corriente, hasta que el tejido se observe de color azul intenso.
13. Lavar en agua destilada.

14. Colorear con eosina acuosa 15 min

15. Lavar en agua corriente

16. Deshidratar en alcohol 96% 1 5 min

17. Deshidratar en alcohol 96% 2 5 min

18. Deshidratar en alcohol absoluto 5 min

19. Deshidratar en alcohol absoluto 5 min

20. Aclarar en xileno puro 5 min

21. Mantener en xileno limpio por lo menos 5 minutos antes de hacer la preparacion permanente con resina.
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Azul de toluidina-acido borico.

Tejidos cortados a 3 micrometros de grosor y montados en portaobjetos de vidrio.

1. Desparafinar en xileno puro dos veces 5 min cada uno
2. Rehidratar en etanol absoluto dos veces 5 min cada uno
3. Rehidratar en etanol de 96% dos veces 5 min cada uno
4. Rehidratar en etanol al 80% 5 min
5. Rehidratar en etanol al 70 % 5 min

6. Lavar en agua destilada

7. Colorear con la solucion acuosa de Azul de toluidina 1% -borax al 1%, 5 min

8. Lavar en agua corriente hasta quitar el exceso de colorante y el tejido se observe de color azul intenso.
9. Lavar en agua destilada

10. Deshidratar en alcohol 96% 1 5 min

11. Deshidratar en alcohol 96% 2 5 min

12. Decolorar en alcohol absoluto 1 5 min

13. Deshidratar en alcohol absoluto 2~ 5 min

14. Aclarar en xileno 5 min

15. Mantener en xileno limpio por lo menos 5 minutos antes de hacer la preparaciéon permanente con resina.
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Coloracion electiva del RNA con pironina, contrastado por el verde rapido.

Tejidos cortados entre 3 y 4 micrémetros de grosor y montados en portaobjetos de vidrio.

1. Desparafinar en xileno puro dos veces 5 min cada uno
2. Rehidratar en etanol absoluto dos veces 5 min cada uno
3. Rehidratar en etanol de 96% dos veces 5 min cada uno
4. Rehidratar en etanol al 80% 5 min
5. Rehidratar en etanol al 70 % 5 min

6. Lavar en agua destilada

7. Colorear con la mezcla de verde rapido-pironina 15 min.

9. Lavar en agua destilada hasta quitar el excesode colorante 2 min
10. Diferenciar con acetona 1 min

11. Deshidratar en alcohol 96% 1 5 min

12. Deshidratar en alcohol 96% 2 5 min

13. Deshidratar en alcohol absoluto 5 min

14. Deshidratar en alcohol absoluto 5 min

15. Aclarar en xileno 5 min

16. Mantener en xileno limpio por lo menos 5 minutos antes de hacer la preparaciéon permanente con resina.
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Técnica general para deteccién inmunohistoquimica de células CD4+ y CD8+.

1. Cortes de 4 um, montados en portaobjetos de vidrio limpios y cubiertos con poli-L-lisina.

2. Desparafinar en xileno puro dos veces 5 min cada uno
3. Rehidratar en etanol absoluto dos veces 5 min cada uno
4. Rehidratar en etanol de 96% dos veces 5 min cada uno
5. Rehidratar en etanol al 80% 5 min
6. Rehidratar en etanol al 70 % 5 min

7. Lavar en agua destilada

8. Lavado con amortiguador de fosfatos (PBS) 5 min.
9. Permeabilizacion con Tween 0.1% en PBS 10 min.
10. Lavado con PBS-Tween 0.1% Smin.

11. Inactivacion de la peroxidasa endogena con peroxido de hidrogeno 3 % en alcohol 70 %. 3:7

12. Lavado con PBS-Tween 0.1% Smin.
13. Bloqueo con leche descremada al 1% en PBS .. 15 min
14. Lavado con PBS-Tween 0.1% 5 min.
15. Triton X-100, 0.1% en PBS 15 min
16. Lavado con PBS Tween 0.1% 5 min.
17. Lavado PBS 10 min.

18. Incubacion con anticuerpos primario vs CD4+ o CD8+. 1:131, toda la noche (18 horas) a 4° C, en camara
htmeda.

19. Enjuagar rapidamente con PBS 10 min.

20. Incubar con anticuerpo secundario a. 20° C en camara himeda 60 min

21. Lavado enérgico con PBS 5 minutos.

22. Complejo avidina-peroxidasa 20 min.

23. Revelado con diaminobencidina en solucion al 0.5 % con 0.01% de peroxido de hidrégeno.

24. Lavado con PBS.

25. Contrastar con hematoxilina de Harris 30 seg.
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26

27

28.

29.

30.

31.

32.

33.

. Lavado con agua corriente

. Lavado con agua destilada
Deshidratar en alcohol 96% 1
Deshidratar en alcohol 96% 2
Deshidratar en alcohol absoluto
Deshidratar en alcohol absoluto

Aclarar en xileno

resina.
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ANEXO I

EXTRACCION DE DNA PARA LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMESASA (PCR) MULTIPLE.
A partir de 100 pl de eyaculado, se obtuvo el DNA con el Kit Multiplex de Quiagen. Australia.

El protocolo para purificacion de DNA total, fue el propuesto para la obtencion a partir de sangre animal o
células de cultivo (Protocolo en columna de centrifugado). DNeasy 96 Blood & Tissue Kit, catalogo 69581

Quiagen.

1. A 100 pl de eyaculado se agregaron 20 pl de proteinasa K y 200 pl de amortiguador ATL (amortiguador de
lisis) en un tubo eppendorf de 1.5 ml. Se mezcld en vortex hasta homogenizar y se incubo 60 min a 56°C.

2. Se agregaron 200 pl de amortiguador AL, se mezclo en vortex y se incubo a 56°C por 20 min mas.

3. Se agregaron 200 pl de etanol (96%) y se mezclaron con vortex hasta homogenizar.

4. La mezcla obtenida se transfirid6 a una columna de elusion, DNeasy Mini spin column Quiagen, se
centrifugaron a 6000 x g (8000 rpm) por 1 min. El fluido y el tubo colector se desecharon.

5. En un tubo de coleccidén nuevo se coloco la columna y se agregd 500 pl de amortiguador AW 1 (amortiguador
de lavado 1), centrifugar 1 min a 6000 x g (8000 rpm). El fluido y el tubo de colector se desecharon.

6. En un tubo de coleccién nuevo se coloco la columna con 500 pl de amortiguador AW2 (amortiguador de
lavado 2), centrifugar 3 min a20 000 x g (14000 rpm), para secar la membrana de la columna. El fluido y el
tubo colector se desecharon.

7. Se colocd la membrana en tubo eppendorf de 1.5 ml y se agregaron 100ul de amortiguador AE (amortiguador
de elusion) directamente sobre la membrana.

8. Se incubd a temperatura ambiente 1 min, fue centrifugado 1 min a 6000 x g (8000 rpm) para la elusion del

DNA.

9. La muestra de ADN obtenida se dejoé reposar a 4°C una noche para continuar con el protocolo de PCR

multiple.
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El kit para PCR multiple de Quiagen contiene: H20 grado PCR, mezcla PCR y Solucion “Q”. En un tubo

eppendorf de 1.5 ml se sirvio la mezcla final para PCR Multiplex:

Mix PCR
Solucion Q
Primers

H20 para PCR

Muestra de DNA problema

Volumen final

Cantidades para la mezcla final de la PCR Multiplex.

25 ul

Sul

0.5 pl por cada uno
16 ul

1 ul

50 ul

Caracteristicas de los primers empleados para la PCR Multiplex.

HS765-R

279.81 pg/uM

9.62 OD

46.07 nM

ACT CGA GCG TCA GTATCT TC
ISP1R

219.54 ng

6.133 pg/uM

7.91 OD

35.83nM

GAC GAT AGC GTT TCA ACT TG
SRJASS 1R

267.73 ng

6.843 pg/ uM

11.4 0D

39.09 nM

AAG AAA AAG ACGAAGACAT

HS 453-F

9.246 pg/uM

8.38 0D

34.45 nM

GAA GGG GAT TAG TTT AAG AG
ISP1F

239.43 g

6.231 pg/uM

9.29 0D

38.46 nM

GGT TGT TAA AGG AGA ACA GC
SRJASS 1 F

288.85 nug

6.612 ng/mM

9.62 OD

43.68 nM

CTT ATCTTT CTT AAG CCCTGA C
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LE antes de la inoculacion experimental de B. ovis en los carneros del rebaiio.

LE pre inoculaciéon

CARNERO Semana7 Semana8 Semana 10 promedio
1 3 2 3 2.67
2 1 0 2 1.00
3 4 4 4 4.00
4 4 0 2 2.00
5 4 4 4 4.00
6 1 0 1 0.67
7 1 0 0 0.33
8 4 3 3 3.33
9 2 0 4 2.00
10 3 2 2 2.33
11 4 3 4 3.67
12 4 3 3 3.33
13 4 0 2 2.00
14 4 2 2 2.67
15 3 4 3 3.33
16 2 0 2 1.33
17 2 0 4 2.00
18 3 0 1 1.33
19 4 0 2 2.00
20 3 3 3 3.00
21 3 0 2 1.67
22 1 0 2 1.00
23 2 0 2 1.33
24 4 4 3 3.67
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LE posterior a la inoculacion experimental de B. ovis en los carneros del rebaiio.

LE posterior a la inoculacion POST
CARNERO 1921111 250111 30211 1002 11 170211 240211 Promedio
1 3 1 2 Sacrificio - - 2.00
2 4 2 4 3 1 3 2.83
3 4 3 2 2 3 1 2.50
4 4 4 4 Sacrificio - - 4.00
5 5 4 3 Sacrificio - - 4.00
6 2 3 1 0/1 0 1 1.40
7 1 1 2 0/1 2 3 1.80
8 3 2 3 1 1 2 2.00
9 2 3 Sacrificio - - - 2.50
10 2 1 1 1 1 1 1.17
11 4 3 3 4 3 4 3.50
12 4 4 4 2 2 4 3.33
13 2 3 2 1 0 1 1.50
14 4 4 4 Sacrificio - - 4.00
15 1 4 2 Sacrificio - - 233
16 1 2 1 3 2 3 2.00
17 4 4 2 0 3 3 2.67
18 1 1 3 1 1 2 1.50
19 2 3 2 0/1 1 1 1.80
20 4 2 2 2 2 3 2.50
21 3 1 2 1 3 1 1.83
22 1 2 1 1 1 1 1.17
23 4 3 2 1 1 2 2.17
24 Sacrificio - - - - -
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Cantidad de IDD positivas de los carneros del rebaiio y seroconversion postinoculacion de B. ovis.

DIAS PI IDD
FECHA POSITIVOS
231210 - 0
301210 - 0
INFECCION 13 01 11 0 0
190111 7 2
250111 13 5
0302 11 21 5
100211 28 8
170211 35 3
240211 41 2
0303 11 51 2
1003 11 58 2
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Seguimiento de IDD positivos y fecha de sacrificio en los animales de los grupos experimentales y control.

IDD Les Les
ID. OCTU IDD. IDD. IDD. IDD. IDD. IDD. IDD. IDD. IDD. ién  ién
MA BRE 20/01/2  25/01/20  03/02/20 10/02/2 17/02/2 24/02/2 03/03/2 10/03/2 17/03/2 mac mic
CHO 2010 011 11. 11. O11. O11. 011. 011. 011. 011. ro 1o
SACRI
FICIO
NEGA NEGATI 04/02/2
1 TIVO VO 011.
SACRI
FICIO

NEGA NEGA NEGATI NEGATI NEGAT NEGA NEGA 25/02/2

2 TIVO TIVO VO VO VO TIVO TIVO  0l1. X

SACRI

FICIO

NEGA NEGA NEGATI NEGA NEGA 25/02/2

3 TIVO TIVO VO TIVO TIVO  OIl.

SACRI

FICIO

NEGA NEGA NEGATI 04/02/2
4 TIVO  TIVO VO O11. X X
SACRI
FICIO
NEGA NEGA NEGATI 04/02/2
5 TIVO  TIVO VO 011.
SACRI
FICIO

NEGA NEGA NEGATI NEGATI NEGAT NEGA NEGA NEGAT NEGAT NEGAT 18/03/2

6 TIVO TIVO VO VO VO TIVO TIVO IVO VO VO 011.

SACRI
FICIO
NEGA NEGA NEGA NEGAT NEGAT 11/03/2

TIVO IVO VO 011. X
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(CONTINUACION)

NEGA NEGA NEGATI NEGATI NEGA NEGA NEGAT NEGAT NEGAT SACRI
8 TIVO TIVO VO VO TIVO TIVO 1VO IvO IvO FICIO
INCINE
RADO
NEGA NEGA NEGATI 27/01/20
9 TIVO TIVO VO 11.
SACRI
FICIO
NEGA NEGA NEGATI NEGATI NEGAT NEGA NEGA 25/02/2
10 TIVO TIVO VO VO VO TIVO TIVO  OIl.
SACRI
FICIO
NEGA NEGA NEGATI NEGATI 25/02/2
11 TIVO TIVO VO VO 011.
SACRI
FICIO
NEGA NEGA NEGATI 11/03/2
12 TIVO TIVO VO 011.
SACRI
FICIO
NEGA NEGA NEGATI 11/03/2
13 TIVO  TIVO VO 011.
SACRI
FICIO
NEGA NEGA NEGATI NEGATI 04/02/2
14 TIVO TIVO VO VO 011.
SACRI
FICIO
NEGA NEGA NEGATI NEGATI 04/02/2
15 TIVO TIVO VO VO O11.
NECRO
PSIA
NEGA NEGA NEGATI NEGATI NEGAT NEGA NEGA NEGAT 07/03/2
16 TIVO TIVO VO VO VO TIVO TIVO 1VO 011.
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(CONTINUACION)

SACRI
FICIO
NEGA NEGA NEGATI POSITI POSITI NEGA NEGA 25/02/2
17 TIVO TIVO VO VO VO TIVO TIVO  OIl.
NEGA NEGA NEGATI NEGATI NEGAT NEGA NEGA NEGAT NEGAT NEGAT SACRI
18 TIVO TIVO VO VO IVO TIVO TIVO IVO Vo I\e FICIO
SACRI
FICIO
NEGA NEGA NEGATI NEGATI | POSITI NEGA NEGA NEGAT NEGAT NEGAT 18/03/2
19 TIVO TIVO VO VO VO TIVO TIVO IVO Vo Vo 011.
SACRI
FICIO
NEGA NEGA NEGATI NEGATI NEGAT NEGA NEGA NEGAT NEGAT 11/03/2
20 TIVO TIVO VO VO IVO TIVO TIVO IVO Vo 011.
SACRI
FICIO
NEGA NEGA NEGATI NEGATI NEGAT NEGA NEGA NEGAT NEGAT 11/03/2
21 TIVO TIVO VO VO VO TIVO TIVO IVO vo 011.
SACRI
FICIO
NEGA NEGA NEGATI [POSITI NEGAT NEGA NEGA NEGAT NEGAT NEGAT 18/03/2
22 TIVO TIVO VO VO VO TIVO TIVO IVO vo vo 011.
NEGA NEGA NEGATI NEGATI NEGAT NEGA NEGA NEGAT NEGAT NEGAT SACRI
23 TIVO TIVO VO VO IvVO TIVO TIVO IVO vo vo FICIO
INCINE
RADO
NEGA [POSITI 24/01/20
24 TIVO [VO 11.

134



(RSN MUONAL AYI0MWA,
G,

far A H”

IR
VNIVERADAD NACIONAL
AVFEN°MA DE
MEXICO

Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias
de la Produccion y de la Salud Animal
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootlecnia
Facultad de Estudios Superiores Caautitlan
Instituto de Investigaciones Biomédicas

SICUAE - SUBCOMITE INSTITUCIONAL PARA EL CUIDADO Y USO DE ANIMALES
EXPERIMENTALES

Protocolo Numero: DC-2011/1-1

Titulo del Proyecto: “Patogenia e inmunidad de la epididimitis infecciosa del carnero producida

por Brucella ovis™

Investigador Responsable: Jorge Luis  Tortora Pérez
Tesista: German Isauro Garrido Fariiia

Después de haber revisado el proyecto de investigacion, el SICUAE considerd que retine
los requisitos que marcan las normas para el cuidado y uso de animales en
experimentacion. por lo cual. no tiene objecion en que se realicen los procedimientos
planteados tal y como fueron descritos en el protocolo.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria D.F. a 17 agosto del 2015

EL COORDINADOR

,4.,,» MM

DR. YOSE JUAN MARTINEZ MAYA

[ unidad de Posgrado. Edificio B Primer piso, B107. Circuito del Posgrado. Ciudad Universitaria. Del Coyoacan, México, D.F., CP 04510.
Tels 01 (55) 56237005 y 01 (55) 56230222 ext #80023, #80005, #80024.

['_] Edificio 4 Posgrado. Planta alta. Fac de Med Vet y Zoot. Circuito Escolar S/N, Ciudad Universitaria., Del Coyoacdn, D.F, CP 04510. Tels 01
(55) 5622 5854 al 57. Fax: 01 (55) 5616-7197 y 56162342

[] Secretaria Técnica de Produccién y Salud Animal, FES-Cuautitldn: Unidad de Investigacion Multidisciplinaria, Campo 4. Km 2.5 Carretera
Cuautitlan Teoloyucan Col. San Sebastidn Xhala. Cuautitlén Izcalli. Estado de México, C:P: 54714 tel. 56231939 ext 39405
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Stress-induced leokocytospermia in rams with healthy reproductive
tract

German lsauro Garrido-Farifia®*, Gabriela Castillo-Hernandez #,
Jose Luis Gutiérrez-Herndndez *, Diana [sabel Martinez Pérez?,
Carlos M. Romero Ramirez”, Angelica Terrazas Garcia®, Jorge Luis Tortora Pérez?®
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Akl

Berrived & Febimary 216

Rereivid wn pesisend Tonm 35 Febmany 2006
Aorepird 3V Febauary 3016

Availade onhine 2 Masch 216

Cytalngacal Atevations were inspected in the semen of 24 dlinically healthy rams when subgected o social
rearramgemenl as 4 dress idocing treatmsent. Rams were lectped i four stalls witl sis aodmmals el aod
theedr hieranchical bebussor were oboerved durnng feeding, The dominance rates (D) were established,
amd rams were classified info dominant (I, intermediate {Dim) and submissive (31 Blood samples were
colbecied weekly, amd serum cortised kevels derermined by radicimmunoassay, Weekly semen samples
were obtained by electroejaculation; cells different from sperm were ronmted amd sperm anomalies wers
examined. Un veeek B, 5 rams presented ligh conisol levels, D rams showed intermediote levels, s Din

Siness e

Lestbocyinspermia rams reveabed the lowest lewels (p<0U0%) The 24 rams showed an increase in sperm neatrophil count
Rams after stress reatment, which reached its highest evels 1 days after the regrouging, mitial vabues were
Lo recovered on day 24, Exfolisted epitheiad cell (EEC) count only showed shenificant varations { p<005) in
Reprodect ion the Dim group, before amnd after the stress treatment. Leukocytospenmia (L5 ) and EECs showed imeerse evo-
huma]meﬂﬂ:unrmm%mrusdhwhm epermm ancmalies increased skpnificanty (p <0005 )
reaching values between B and 185 F ficate that the presence of newtrophils inram s perm
shosald be recansidered b sSsociation with stresshal evemts, amd ool only as idicative ol Elameiaony

or infircticas processes of the ram reproductive ract.
© W16 Elsevier BV, All aghts reserved.
1. Introdoction stimulus, amd in male goats @ induces changes in the cortisol and

Sheep, @ pregarious domesic species, ane greatly reactive [
even moderate stressing stimaidi related to roatine handling such
as Lramsportation, segrepation from the Bock, incorporation into
a new flock, combination of individuals of different hiermnchies,
owercroadd ing, comypetition for fomd, inadequate Bacilities, fasten-
ing transfer to a different emaronment within a productive wnit,
reduction in food intake {Alvarez, 2008; Moodchandani et al, H08:
Turner et al, 2000) or cold exposure (Ekpe and Christopherson,
2000), Their homeostasis and immunity are affected when under
stress conditions (Caroprese of al, 2010) and the reproductive sys-
tem dies ok escape this effect (Kumar of 1., 20609}

It is common practice o sepambe @ams from the fock for
cantrelbed parenting, this handling procedure acts as 3 stressing

E Cormes porckng auiho.
I~ Prvasif oulabresss . a0 nop b o e (G Garngido-Farinal

I fdo ks ongf | 01 ODh /L smasr mees 201 0205
00| -A4FR O M Eleewier I AN rghes ieae reel

testosterane secretion profiles, temparaily alfering semen qual
iy, which presents leukooytospermuia (L5) and is charactesized by
A substantial increase in neutrophils (Ontiz de Montellano, 200431
Variations in cortesol production lave been osed @ coroborate
stress conditions in animals subjected to emaronmental changes
(D jong et all, 20000 Tumer ef al, 20000, and s gcrease canses
leukacyte count changes in peripherl blood, which are also con
sidered indicative of stress conditions {Davis ef al, 2008},

In sheep (Jansen, 1983%; Mbai et al, 1996; Acosta-Dibarrat and
Fortora, 20051 horses (Baumber et al. 2003) and humans {Aitken
anid De huliis, 2009), 15 has been associated to inflammatory and
infectionus processes of the geritournany tract {Gallegos-Avila et al,
2010). The effects of neutrophils and ORS on male and female fier-
tility are stifl being discussed (Baumber et al, 2003: Bansal and
Bilaspuri, 2011; Henkel, 2001} In humans, sexual abstinence and
stress could induce 15 {Davis et al, 2008; Kumar et al, 20, as has
adlsn beein desciibed in poats (00 de Monlellaino, 2004). lifonma-
tion i this area is scarce for all species, and in ms no repons are
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Empleo de redes sociales para el analisis de las
relaciones entre dominancia y leucocitospermia en

carneros con estrés experimental

German 1. Garmdo Fanna-Laboratorio de apoyvo a Histologia v Biologia (UMNAM)?
Gabriela Castillo Hemandez-Secaon de Ciencias Morfologicas (UMAM)

Jose Luis Guitierrez Hemandez-CENID-Microbiologia. INIFAP SAGARPA

José Frandsco Morales Alvarez-CENID-Microbiologia. INIFAP SAGARPA

Efrén Didz-Apancio-CENID-Microbiologia. INIFAP SAGARPA,

Carlos Manusl Romero Ramirez- Dpto. de Biologia de la Reproducadn (UAM)

Jo=€ Luis Tortora Perez-Seccion de Patologia v Anadlisis Clinicos (UNAM)

Resumen

El analisis de datos para generar redes ha sido empleado en epidemiologia v medicina
preventiva, para conocer las relaciones e interacciones entre los integrantes de un
nucleo social, evidenciando los factores que modifican al individuo, su rebario o a la
poebladon completa. No hay aplicacon del anzlisis de redes sobre las relaciones gue
== generan entre los datos obtenidos mediante estudios de etologia v fisiologia. El
presente trabajo evalia la relacién entre la tasa de dominancia v la leucocitospermia.
para observar |la varadon de las constantes y su injerencia sobre las otras, antes
después de un estimulo estresante en cameros adultos dinicamente sanos y libres
de enfermedades genitourinarias. Mientras gue la estadistica descriptiva permite
conocer las diferendias vy correlaciones entre los datos obtenidos, el analisis de redes
permite observar en una grafica en dos dimensiones las relaciones entre las variables
v su efecto sobre otras. El andlisis de redes se podra aplicar al estudio de constantes
gue afectan el comportamiento ¥ las condiciones clinico-fisiclogicas de un rebano.
permitiendo la prevencion a partir de la observacion de las tendencias representadas
en las graficas asociadas a la variacion de las constantes de los individuos.

Palabras dawve: Andlisis de redes sociales — etologia - jerarguia social -
leucocitospermia — carmmeros
Abstract

Data analysis to generate networks has been used in epidemiclogy and preventive
medicine for the relationships and interactions between members of a sodal nudeus,
highlighting the factors that modify the individual, his flodk or the entire population.
Mo application of network analysis on the relations between the generated data in
studies of ethology and physiology. This paper evaluate the relationships between

! Enviar cormespondencia &8: German 1. Garmmido Farina, comeo-e: [saurmgaliaifyahoo. com. md

D01 : hibrp: ffdx.dol.org/ 105565/ e redes, 5206

oNo



	Portada
	Resumen
	Índice
	1. Introducción
	2. Epididimitis Infeccionsa del Carnero
	3. Diagnóstico
	4. Bienestar Animal, Etiología y Estres
	5. Leucocitospermia
	6. Células Epiteliales del Tracto Genitourinario      7. Análisis de Redes Sociales 
	8. Justificación
	9. Hipótesis
	10. Objetivo General    
	11. Metodología
	12. Resultados
	13. Discusión
	14. Conclusiones
	15. Bibliografía
	Anexos

