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RESUMEN

La enfermedad de Ojo Azul en cerdos de México es causada por el Rubulavirus porcino; se
caracteriza por generar cuadros n  erviosos en cerdos jovenes, infertilidad en hembras,

machos adultos y un bajo porcentaje de opacidad de la cornea en todas las edades.

Se emplearon 12 cerdos machos de 9 meses de edad, hibridos York-Landrace, provenientes
de una granja serologicamente libre de la En fermedad del Ojo Azul, después de un periodo
de adaptacion de cuatro se manas, se utilizar on como controles negativos durante 16 dias ,
posteriormente fueron inoculados con RVP cepa PAC-3 Jalisco, por via intranasal. El total
de los cerdos no m ostr6 signos clinicos; alte raciones en las dim ensiones testiculares se
presentaron en todos los cer  dos alrededor del dia 15 pi. A la palpacién  se registro
inflamacion de cabeza y/o cola de ep ididimo unilateral o bilateralmente, estas alteraciones
se observaron desde los doce dias en uno de los cerdos, aunque en promedio se presentaron
cerca del dia 15 en todos los cerdos. La eval uacion seminal tuvo cambios significativos en
la concentracion esperm atica y la motilidad. Por medio de la prueba de Inhbicién de la
Hemoaglutinacion y Seroneutralizacion, se de  tectaron anticuerpos anti-RVP e n suero
sanguineo a partir de la segunda sem ana de infeccion. Los m ismos anticu erpos fueron
detectados a partir del dia 7 pi. m ediante la prueba de ELISA indirecta de tipo cuantitativa.
La respuesta hum oral permanecid constante hasta el térm ino del experim ento. El is otipo
predominante en semen es IgA seguido por IgG y en menor cantidad IgM. Anticuerpos IgA
e IgG anti-RVP estuvieron presen tes solo en dos cerdos respectivam ente, en diferentes
semanas de infeccion y en concentraciones baja s. Los cerdos fueron sacrificado s en tre s
grupos, a los 58, 110 y 142 dias de infeccion, a la necropsia en tres cerd os se observ aron
lesiones como nddulos en epididimo y liqui do seroso en tunica vaginal. Los dafios
histopatologicos se caracterizaron por degeneracion vacuolar, infiltrado mononuclear, areas
de fibrosis, fagocitosis de espe rmatozoides, pérdida de estr ucturas tubulares, las cuales
persistieron aun en cerd os sacrificados hasta los 142 dias. Estos resultados indican que el
RVP causa dafios im portantes en tracto repr oductor del macho generando problem as de

infertilidad.



Palabras clave: Rubulavirus p orcino, semen, respuesta humoral, epididimitis

inmunoglobulinas.



ABSTRACT

Blue eye disease caused by the swine Rubulavirus affects Mexican pigs. It is characterized
by neurological signs in young anim als, inferti lity in sows and boars and low lev  els of

corneal opacity in all stages.

Were used 12 male pigs of nine months cross-bred Landrace/Y orkshire from a farm free of
the diseas e. After an adaptation p eriod of fo ur weeks, the pigs were used as negative
controls for 16 days and were inoculated with PRV strain PAC-3 Jalisco intranasally. All of
the pigs did not show clinical signs; changes in the tes ticular size were seen in all of the
animals around the day 15 pi. To the palpation was noted inflammation in the head of the
epididymis and ta il unilaterally or b ilaterally, this alterations were obs erved in one of the
animals since the day 12, otherwise in all of the animals were seen around the day 15. The
seminal evaluation had significant changes in the spermatic concentration and motility. By
the use of hem oaglutination and seroneutralization, antibodies anti-PRV were detected in
blood serum in the second week postinfection. Th e same antibodies were detected in the
seventh day pi, by the indirect ELISA test of cuantitative kind. The humoral response was
constant until the end of the experim ent. The main isotype in sem en was IgA fol lowed by
IgG and in less quantity IgM. IgA and IgG anti bodies anti-PRV were present only in two
pigs, in dif ferent weeks of inf ection in low concentr ation. Pigs were sacrif ied in three
groups, 58, 110 and 142 days postinfection. At necropsy in three pigs were seen lesions
like nodules in epididymis and serous liquid in vaginal tunic. The hystopatological changes
were characterized by vacuol ar degeneration, m ononuclear infi ltration, fibrotic areas,
fagocitosis of sperm atozoids, loss of tubular structures, which persisted even in sacrificed
pigs until 142 days. These results show that PRV causes damage in the reproductive tract of

boars causing problems of infertility.

Key words: Porcine Rubulavirus, semen, humoral response, epididimitys, antibodies.



I. INTRODUCCION

En 1980, se descubre una nueva enfer medad en cerdos de La Piedad Michoacan llam ada
Enfermedad de Ojo Azul, la cual s e caracterizo6 por producir encefali tis y opacidad de la

cornea en lechones de los cuales fue posible aislar un virus con capacidad hemoaglutinante.
Se observaron brotes similares en otros estados del centro del pais, siendo esta la zona mas
afectada (Stephano et al.,1988). Este virus f ue identificado com o miembro de la f amilia

Paramixoviridae (Stephano et al.,1983).

El Rubulavirus porcino es un virus em ergente detectado en 1980 en granjas de La Piedad
Michoacan (LPM), es el agente etioldgico de la Enfermedad de Ojo Azul (EOA), infeccion
caracterizada por generar alteraciones neu roldgicas, respiratorias y reproductivas
acompafadas de opacidad de la cornea, los signos clinicos dependen de la edad del los
cerdos (Moreno-Lopez et a [,1986; Stephano et al.,1988) . En general, los pardm  etros
productivos se ven afectados y las pérdidas econdmicas son cuantiosas (Santos-Lopez et
al.,2004). En machos los 6rganos reproductivos se ven afectados con epididimitis y orquitis
afectando la fertilidad (Ramirez-Mendoza et al.,1997), el Rubulavirus porcino genera dafios
en tracto reproductor com o 6rgano diana, adem as de excretar y disem inar el virus a través
del semen. Actualmente se descono ce si el cerdo infectado con Rubulavirus es cap az de

desarrollar una respuesta inmune humoral en dicho érgano.

La EOA ha sido reconocida tinicamente en México, se ha diagnosticado serologicamente en
varios estados, pero aiin no ha sido reportada en otros paises y hasta hoy la inica especie

donde se ha descrito la enfermedad es el cerdo (Stephano, 1991, 1999).



1.1 Antecedentes

En 1980 se describen por primera vez los signos de la enfermedad de Ojo Azul, una
patologia de los cerdos caracterizada por encefalitis, falla reproductiva y opacidad de la
cornea observado en el municipio de La Piedad, en el estado de Michoacan, México. En
1981 Stephano demuestra que el causante de la enfermedad es un agente viral
perteneciente al grupo de los paramixovirus, logrando aislar de 6rganos de cerdos enfermos
un virus capaz de infectar linea celular PK-15 produciendo formacion de sincitios como
efecto citopatico, ademds de tener capacidad hemoaglutinante en eritrocitos de diferentes
especies (Stephano et al., 1981) y se ha observado que virus de la misma familia no

reaccionan con sueros hiperinmunes del paramixovirus porcino (Stephano et al.,1986).

La caracterizacion del virus fue reportada en 1986 por Moreno et al., denominandolo como
virus La Piedad Michoacan (LPM), ellos aislan el virus del cerebro de un cerdo que
presentaba alteraciones en Sistema Nervioso Central (SNC), neumonia y opacidad de la
cornea. Mediante electroforesis se sabe que las proteinas del virus LPM tienen similitud

con las proteinas de otros virus pertenecientes a la familia Paramyxoviridae.

1.2 Agente etioldgico

La clasificaciéon actual del virus de la enfermedad de Ojo Azul es orden de
Monomegalovirus, familia Paramixoviridae, subfamilia Paramixovirinae, género

Rubulavirus, especie Rubulavirus porcino (PRV) (Murphy et al.,1995).

Al microscopio electronico se observan virones pleomorficos, la mayoria esféricos de 180 a
300 nm de diametro, formados por una nucleocdpside helicoidal protegida por una
envoltura lipoproteica con prolongaciones de 8 — 12 nm, correspondientes a las
glicoproteinas HN y F responsables de las actividades hemaglutinantes, hemolitica, de
neuroaminidasa y formadora de sincitios (Moreno-Lopez et al.,1986; Reyes-Leyva et al.,

1999.



La informacion genética de este virus esta contenida en una molécula de acido ribonucléico
(ARN) de cadena negativa. EI RVP posee 10 genes que codifican 10 proteinas con
funciones estructurales, reguladoras y enzimaticas; cada gen codifica una proteina, excepto

el gen F y P (Santos et al., 2004).

Cuadro 1. Esquema del RVP y sus proteinas constituyentes.

En la superficie de la membrana viral se encuentran las glicoproteinas transmembranales
HN y F, en la parte interna de la misma se halla la proteina de matriz M. Intimamente
ligada a la cadena de ARN se encuentran las nucleoproteinas (NP) que conforman la
nucleocapside helicoidal y las proteinas P y L que forman el complejo con actividad

polimerasa del virus (Santos et al., 2004).

El virbn de este paramixovirus porcino estd constituido por seis proteinas: la
hemaglutinina-neuroaminidasa (HN) que forma parte de la envoltura viral y se ha
implicado en el reconocimiento y enlace con gran afinidad a las estructuras celulares que
contienen acido sialico, es constante en los diferentes paramixovirus (Zenteno et al., 1998),
proteina de fusion (F) responsable de la fusion de las membranas celular y viral, la lisis de
eritrocitos y la formacion de sincitios en cultivos celulares, fosfoproteina (P) involucrada

en la replicacion viral, sufre un proceso postranscripcional similar al ocurrido en el virus de



la parotiditis humana, nucleoproteina (NP) al parecer solo posee funcion estructural (Ray
et al.,, 1990 citado en Santos et al., 2004), proteina de matriz (M) que organiza a la
nucleocapside en las zonas de la membrana celular en donde abundan las glicoproteinas
virales y también se le implica en la regulacion de la sintesis del ARN y una proteina de

alto peso molecular (L) (Ramirez, 1998).

1.3 Similitud del RVP con otros paramixovirus

La secuencia de aminoacidos del gen de la proteina HN tiene un alto porcentaje de
identidad con la misma proteina de otros virus de la misma familia, como es el caso del
SV5 con el que muestra mayor relacion (43%), el virus de las paperas humanas MuV

41%), PVI-2 (38 %) y PVI-4 (35 %) (Sundgqvist et al.,1992).
y

Un analisis comparativo de secuencias del gen M del virus LPM indican que existe un
46% de homologia en la secuencia de aminoacidos y 55 % en los niveles de nucleétidos
con el virus de las paperas en humanos. Ambos virus, LPMV en los cerdos y MuV en
humanos, causan una enfermedad similar en el hospedero correspondiente, los cuales se
caracterizan por generar desordenes en sistema nervioso central y organos reproductivos

(Linné et al.,1992).

El virus de la parotiditis es reconocido por producir inflamacion de las glandulas salivales
parétidas, sin embargo, en casi la mitad de los casos hay complicaciones neurologicas
como meningitis. En ocasiones abarca el parénquima nervioso produciendo encefalitis,
dejando graves secuelas nerviosas. Este virus se replica en diversos tejidos linfaticos y
glandulares, incluyendo las células de los islotes de Langerhans del pancreas y también en
células epiteliales y germinativas de oOrganos reproductivos masculinos causando
inflamacion testicular y esterilidad en jovenes pospuberes. El RVP posee gran similitud
estructural y genética con el virus de la parotiditis humana y comparte con ¢l su tropismo

tisular y sus caracteristicas patologicas, ya que también provoca alteraciones en sistema



nervioso central de cerdos neonatos y en tejido reproductivo en cerdos adultos; ademas, es

capaz de replicarse en diversos tejidos glandulares y linfaticos (Reyes Leyva et al.,2002).

1.4 Caracteristicas de la respuesta inmune frente a una infeccion viral

Los mecanismos principales de la inmunidad innata frente a los virus son la inhibicién de la
infeccion por los IFN de tipo I y la eliminacion de las células infectadas por los linfocitos
NK que también reconocen a las células infectadas en las que el virus anulan la expresion
del MCH-I, por que la ausencia de estas moléculas libera a los linfocitos NK de su estado

normal de inhibicion (Abbas et al., 2004).

La inmunidad adaptativa frente a las infecciones viricas depende de los anticuerpos, que
bloquean la union del virus a la célula huésped y su entrada a ella, y de los linfocitos T
citotoxicos (LCT) que combaten la infeccion mediante la destruccion de las células

infectadas (Abbas et al., 2004).

Para el caso de los paramixovirus se ha demostrado que reconocen moléculas que contienen
acido sialico, el virus de la EOA reconoce perfectamente moléculas que contienen sialil

alfa-2,3-lactosa (Reyes-Leyva et al., 1997).

La respuesta inmune frente al virus se inicia con la produccion de interferon-a por las
células infectadas lo que aumenta el potencial litico de las células NK y la expresion del
MCH-I facilitando la accién de los linfocitos T citotoxicos CD8 importantes en la
erradicacion de las infecciones virales (Abbas et al., 2004).

El resultado de la actividad citotoxica de las diversas células efectoras (NK, linfocitos CDS8
0 CD4) sobre las células infectadas, provoca que se liberen antigenos virales endogenos.
Estos pueden ser fagocitados, procesados y presentados como antigenos exdgenos por el
MCH-II. Este proceso induce la proliferacion de linfocitos cooperadores CD4. Estos
responden con la produccion de citocinas como la IL-2 e interferén-y o IL-4 e IL-10 (Abbas

etal., 2004).



En las primeras etapas de maduracion de los linfocitos, se observa la coexpresion de las
moléculas CD4 y CDS, pero antes de poblar los 6rganos linfoides secundarios se pierde
una de las moléculas. En sangre periférica bajo condiciones normales no se observan altos
porcentajes de linfocitos con doble marca en las células humanas y murinas. El cerdo es la
unica especie que expresa altos porcentajes de linfocitos dobles positivos en sangre

periférica (entre 10% y 60%) en condiciones normales (Ramirez, 1998).

Hernandez et al., 1998, fueron los primeros en describir algunos de los mecanismos de la
respuesta inmune contra el Rubulavirus porcino durante la infeccion experimental en
cerdos adultos. En dichos estudios de la respuesta humoral mostraron que los cerdos
infectados producen anticuerpos con titulos elevados, que alcanzan su maximo nivel entre

la 3% y 5% spi (semanas pos- infeccidon) y permanecen elevados durante todo el experimento.

La especificidad de los anticuerpos producidos contra el Rubulavirus esta dirigida
primordialmente contra las proteinas HN, NP y M, la induccion de la respuesta de
anticuerpos con titulos elevados es un evento comun durante las infecciones por
paramixovirus. Wolinsky, 1996, encontrd anticuerpos especificos contra el virus de la
parotiditis humana en el suero de personas experimentalmente infectadas a los 11 dias
después de la inoculacion, los cuales permanecieron elevados durante afos; esto Ultimo
también ocurre en la infeccion por Rubulavirus porcino (Hernandez et al., 1998, Hernandez

etal., 2004).

Se ha observado que los anticuerpos séricos con actividad neutralizante, solo protegen la
infeccidn por virus parainfluenza (paramixovirus) en el tracto respiratorio inferior, mientras
que la proteccion en el tracto respiratorio superior depende de la produccion de anticuerpos

secretorios en las mucosas (Ray et al., 1988).

La produccion de anticuerpos contra las proteinas NP y M coincide con el momento en que
los titulos de anticuerpos neutralizantes alcanzan sus titulos mas elevados, lo cual ocurre al

mismo tiempo en que la respuesta linfoproliferativa se encuentra en su maximo nivel. Esto



sugiere que el incremento de los titulos de anticuerpos ocurrid por el reconocimiento de
proteinas internas del viron, evento que es posiblemente mediado por los mecanismos de

procesamiento antigénico y de cooperacion entre linfocitos T y B (Hernandez et al., 1998).

Esto es acorde al desarrollo de la respuesta anticuerpos dependientes de células T contra la

NP en diversas infecciones por paramixovirus (Lamb et al., 1996; Ray et al.,1990).

En el momento en el que las células CD2+, CD8+, CD4+CD8+, IgM+ Y PoM 1+ muestran
su nivel mas bajo en la circulacion, el cual coincide con el establecimiento del infiltrado

celular en los 6rganos blanco de la infeccion, es decir epididimo y testiculos (Ramirez et

al., 1997).

Inmunoglobulinas

La inmunidad humoral esta mediada por los anticuerpos y es el brazo efector del sistema
inmunoldgico adaptativo responsable de la defensa frente a los microorganismos
extracelulares y las toxinas microbianas. Los anticuerpos entran en las secreciones
mucosas, donde participan en la defensa frente a los microorganismos ingeridos o
inhalados, como es el caso de RVP, y en la sangre, desde donde son capaces de circular a

cualquier lugar donde exista un antigeno (Abbas et al.,2004; Hernandez et al., 2004).

La IgA es la clase principal de anticuerpo que se produce en el sistema inmunitario de las
mucosas; €sta inmunoglobulina se sintetiza en los tejidos linfaticos de las mucosas y se
secreta a través del epitelio mucoso al interior de las luces de los 6rganos mediante un
receptor Fc especifico para ella. Se sintetiza en cantidades mayores que cualquier otro
isotipo. La IgG es la encargada de la opsonizacidon de antigenos para ser fagocitados por los
macrofagos y neutrofilos, activar la via clasica del complemento, de la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos mediados por linfocitos NK y macrofagos (Abbas et al.,2004).

Kaiser, J. et al., en 2000 identificaron anticuerpos en el plasma seminal de cerdos
infectados con PRRSV (sindrome del virus respiratorio y reproductor porcino) a través del

desarrollo de una ELISA para cuantificar el total de inmunoglobulinas para los isotipos



IgA, IgG e IgM. En plasma seminal el isotipo predominante fue IgG (23.2 + 14 pg/ ml)
seguido por IgA (4.8 +2.5 pg/ ml) e IgM (3.7 +1.7 pg/ ml).

1.5 Signos clinicos

Los signos clinicos de los animales infectados con el virus de la EOA dependen de la edad.

En cerdos adultos las lesiones se limitan al aparato reproductor: en las hembras se presentan
aborto, aumento de mortinatos y reducciéon de la fertilidad, en machos se observa
epididimitis, orquitis, atrofia testicular y una sensible pérdida de la fertilidad. La opacidad
corneal se presenta solamente en uno a 10% de los animales infectados de cualquier edad

(Stephano et al.,1988).

Infecciones experimentales en cerdos machos adultos mostraron que el virus produce una
inflamacion severa en la cabeza del epididimo, destruccion del epitelio tubular y formacion
de granulomas a partir del dia 15 pos-infeccion (p.i.). También se observa reduccion en la
motilidad y concentraciéon de espermatozoides. Entre los 30 — 45 p.i. se identifico la
degeneracion de tubulos seminiferos con infiltracion linfocitaria que condujo a atrofia
testicular (Ramirez et al.,1997). El Rubulavirus altera los indices reproductivos
caracterizado por la reduccion transitoria de la calidad espermatica (Espinosa , 2001; Solis
et al.,2007).

Cuadro 2. Alteracion de indices reproductivos en cerdos infectados con RVP






I1. JUSTIFICACION

En sementales, el Rubulavirus porcino genera dafios en tracto reproductor como organo
diana, ademés de excretar y diseminar el virus a través del semen. Actualmente se
desconoce si el cerdo infectado con Rubulavirus es capaz de desarrollar una respuesta
inmune humoral en dicho 6rgano diana, por lo cual es necesario contribuir al entendimiento
de la patogenia del Rubulavirus porcino en el semental y conocer la respuesta inmune de

tipo humoral que se desarrolla en el tracto reproductor ante la infeccion.

111. HIPOTESIS

Si la inoculacion experimental con el Rubulavirus porcino en cerdos machos desencadena

una respuesta humoral en tracto reproductor, entonces esta puede ser evaluada en semen.

IV.OBJETIVO

Identificar y cuantificar por ELISA, anticuerpos IgA, IgG e IgM anti-RVP en semen de

cerdos infectados experimentalmente.



V. MATERIAL Y METODOS
5.1 Virus para la inoculacion

Para la inoculacion experimental de cerdos machos se emple6 la cepa Produccion Animal
Cerdos, cepa 3 (PAC-3) Jalisco/1992 (Ramirez-Mendoza et al., 1997), el virus fue
multiplicado en cultivos de la linea celular BHK, manteniéndolo en medio minimo esencial
(MEM) suplementado con 5% de suero fetal bovino, 100 U ml™ de penicilina y 100 pg ml
! de estreptomicina. El sobrenadante de las células infectadas se clarifico por centrifugacion
a 3000 g durante 40 minutos. El virus contenido en el sobrenadante fué¢ centrifugado a

100000 g por 4 h a 4° C y filtrado en membranas de 0.45 um.

La capacidad infectante del virus fue titulada en cultivos celulares en microplacas, usando
diluciones décuples seriadas del virus en MEM, finalmente la titulacion del virus se
determiné por el método de Kéarber (Burleson et al.,1992) en dosis infectantes en cultivo
celular al 50% (DICCsp). El antigeno viral fue alicuotado y conservado a —70° C hasta su

uso (Ramirez, 1997).

5.2 Virus para Inhibicion de la hemoaglutinacion (IHA), Seroneutralizacion (SN) e

Inmunoensayo enzimatico (ELISA)

Para la realizacion de las pruebas de IHA, SN y ELISA se empled la cepa PAC-3
Jalisco/1992 (Ramirez-Mendoza et al., 1997), el virus fue multiplicado en cultivos de la
linea celular PK-15, con el proposito de evitar cualquier respuesta inespecifica en las
pruebas realizadas, manteniéndolo en medio minimo esencial (MEM) suplementado con

5% de suero fetal bovino, 100 U ml" de penicilina y 100 pg ml™ de estreptomicina.

El sobrenadante de las células infectadas se clarificé por centrifugacion a 3000 g durante 40
minutos. El virus contenido en el sobrenadante fué centrifugado a 100000 gpor4ha4°Cy

filtrado en membranas de 0.45 pm.



La capacidad infectante del virus fue titulada en cultivos celulares en microplacas, usando
diluciones décuples seriadas del virus en MEM, finalmente la titulacion del virus se
determiné por el método de Kéarber (Burleson et al.,1992) en dosis infectantes en cultivo
celular al 50% (DICCsyp). El antigeno viral fue alicuotado y conservado a —70° C hasta su

uso (Ramirez, 1997).

5.3 Animales de experimentacion

Se emplearon 12 cerdos machos de 9 meses de edad, hibridos York-Landrace, provenientes
de una granja serologicamente libre de la Enfermedad del Ojo azul, distribuidos de forma
homogénea en tres aislamientos del departamento de Produccion Animal: cerdos, UNAM,

los cuales fueron inoculados con RVP por via intranasal.

Después de un periodo de adaptacion con duracion de cuatro semanas, el total de los

animales se utilizaron como controles negativos durante 16 dias previos a la inoculacion.

5.4 Inoculacién del virus

Los 12 sementales fueron infectados utilizando 5 ml de la cepa PAC-3 del RVP (10’

DICCsp/ml) administrado por via intranasal.

En cada uno de los animales se realizaron las siguientes evaluaciones:
1.- Signos clinicos
2.- Medicion de las dimensiones testiculares
3.- Palpacion testicular
4.- Evaluacién seminal
5.- Serologia

6.- Concentracion de anticuerpos anti-RVP en plasma seminal



7.- Sacrificio y Necropsia

8.- Histopatologia

5.5 Signos clinicos

Los animales se monitorearon diariamente para registrar cambios en su estado fisico

general y evaluar la manifestacion de signos clinicos como pirexia, anorexia, apatia,

pérdida de libido y temperatura.

5.6 Mediciones de las dimensiones testiculares

Diariamente se midid longitud y diametro testicular con un vernier durante la fase previa y

de infeccion.

5.7 Palpacién testicular

Se registraron los cambios de tamafio de testiculo y epididimo por medio de palpacion

testicular diaria de los cerdos durante todo el experimento.

5.8 Evaluacién seminal

El total de los verracos fueron previamente entrenados para la colecta de los eyaculados
mediante la técnica de mano enguantada, las tres fracciones que conforman el eyaculado se

obtuvieron en todos los casos.



Se colectaron dos eyaculados de cada semental por semana con un intervalo de 4 dias. Las
muestras se ontuvieron antes y después de la inoculacion hasta finalizar la quinta semana
post infeccion. A partir de la sexta semana pi. solo se obtiene un eyaculado de cada

semental por semana a los cuales se evaluo:

v Motilidad. Una vez obtenido el eyaculado, se depositan 10 pl en un portaobjetos
previamente calentado a 37°C. Sobre la muestra se coloc6 un cubreobjetos y se
estima la motilidad en masa porcentual observando en el microscopio a un aumento

de 10x.

v Volumen. Se midi6 la cantidad de mililitros del eyaculado usando una probeta

graduada.

v' Concentraciéon. El conteo de espermatozoides se obtiene mediante un
hemocitometro. Se realiza una dilucion 1:200 del semen fresco, se coloca la muestra
diluida en la camara y se cuentan las células contenidas en los 25 cuadros centrales

de la misma, observada a 40x en el microscopio.

v" El niimero de espermatozoides contenido en cada mililitro de eyaculado se obtiene
con la siguiente formula:

(# espermatozoides) (10) (1000), donde

# espermatozoides = total de espermatozoides contados en los 25 cuadros
10 = factor de profundidad de la cdmara
200 = dilucién de la muestra

1 000 = conversion de mm? a mililitros

Posterior a la evalucion seminal, todos los eyaculados obtenidos fueron centrifugados a 600

g durante 10 minutos para remover el plasma seminal, al cual se le agregd inhibidor de



proteasas (Phenylmethane sulfonyl fluoride, Sigma Aldrich) en una proporcion de 1:200 y

se conservo en alicuotas almacenadas a -70°C hasta su uso (Kaiser, J. et al., en 2000).

5.9 Serologia

Se empled sangre sin anticoagulante obtenida de vena cava superior antes y durante la
infeccion. La toma de muestras se realizé semanalmente. Cada muestra fue centrifugada a
500g durante 10 minutos para obtener el suero y determinar el titulo de anticuerpos

mediante [HA, SN y ELISA. Los sueros fueron conservados a -20°C hasta su uso.

5.9.1 Inhibicién de la hemoaglutinacion (Método Beta)

En una placa de 96 pozos de fondo en U (Nunc, Roskilde, Denmark) se colocaron 50 pl de
PBS (solucion de fosfatos con pH 7.2) en todos los pozos, 50 ul del suero problema, se
homogenizaron y se realizaron diluciones dobles seriadas de 1:2 hasta 1: 1024. Se
colocaron controles positivo y negativo con titulo previamente conocido. Se agregaron 50
ul de antigeno con 8 Unidades hemoaglutinantes (UHA). Se incubaron 30 minutos a
temperatura ambiente, posteriormente se agregaron 50 ul de eritrocitos de bovino al 0.5%
en todos los pozos. Se incubaron a temperatura ambiente 30 a 60 minutos, depués de los

cuales se realizo la lectura ( Burles et al.,1992).

5.9.2 Seroneutralizacion

De las muestras de suero obtenidas se hicieron diluciones dobles con MEM, desde 1:2 hasta
1:1024. Se colocaron controles positivo y negativo con titulo previamente conocido. En
placas de 96 pozos fondo plano (Nunc, Roskilde, Denmark), se mezclaron 50ul del suero

diluido con 50 pl del RVP-PAC-3 ajustado a 300 DICCsge,. Se incubaron por 60 minutos a



37° C. Posteriormente, se agregaron 150 pl de células PK-15 en suspension (1 x 10%ml).
Las células con el virus se incubaron durante 72 h a 37°C y se monitorearon diariamente en
un microscopio invertido para evaluar el efecto citopatico. Al cumplir el tiempo de
incubacion, se tomaron 50 ul del sobrenadante de cada pozo y se confrontaron con 50ul de
eritrocitos de bovino al 0.5%. El titulo de anticuerpos neutralizantes fue determinado a
partir de la tltima dilucion que inhibi6 la capacidad hemaglutinante del RVP (Hernandez et
al., 1998; Ramirez, 1998).

Inmunoensayo enzimatico

5.9.3 Concentracion de anticuerpos anti-RVP en suero sanguineo

Mediante la estandarizacion de un ELISA indirecto de tipo cuantitativo se determiné la
cantidad de IgG anti-RVP en suero sanguineo. Se sensibilizaron placas Maxisorp de fondo
plano con 8 UHA de virus diluido en buffer de carbonatos pH 9.6 en un volumen de 100 pl
en cada pozo. Se dejaron incubar toda la noche a 4°C. Transcurrido el tiempo de incubacion
se desecho el sobrenadante y se realizaron 3 lavados con solucién tween-20, pH 8.0. Se
realiz6 un bloqueo con 1% de albumina sérica bovina durante 30 minutos y posteriormente
se hicieron 4 lavados. Se colocanron las muestras de suero haciendo tres diluciones seriadas
de cada muestra y se incuban durante 60 minutos a temperatura ambiente. Las diluciones
Optimas empleadas se determinaron mediante ensayos preeliminares. Se colocaron 100 pl
de anti- IgG cerdo conjugado con peroxidasa y diluido 1:50 000, se incuba 30 minutos a
temperatura ambiente y se lavo nuevamente. Se empled6 TMB como sustrato durante 15
minutos. Se detiene la reaccion con acido sulfurico 2 M. La absorbancia se determino a 450
nm en un espectrofotometro. Simultaneamente se desarrolld una curva estandar para

determinar la cantidad (pg/ml) de cada isotipo contenido en las muestras.

La concentracion viral de 8 UHA empleada para sensibilizar las placas con el virus (Pipkin
et al., 1999) se calculd su equivalente en dosis infectantes en cultivo celular al 50% por el

método de Kérber (Burleson et al.,1992) y la concentracion de proteinas.



5.10 Concentracion de anticuerpos anti-RVP en plasma seminal

5.10.1 Inmunoglobulinas presentes en plasma seminal

A través de una ELISA de sandwich se identificaron y cuantificaron los isotipos IgA, IgG
e IgM presentes en plasma seminal antes y durante la infeccion con RVP. En placas
NUNC Maxisorp de fondo plano se colocaron 100 pl de anti-IgA, IgG o IgM de cerdo,
segun sea el caso, diluido 1:100 en buffer de carbonatos con pH 9.6. Las inmunoglobulinas
se incubaron toda la noche a 4°C. Posteriormente se desechd el sobrenadante y se
realizaron 3 lavados con solucién tween-20 pH 8.0. Se realizd un bloqueo con 1% de
albumina sérica bovina durante 30 minutos y se lavaron las placas 4 veces. Se colocaron las
muestras de plasma haciendo 3 diluciones seriadas de cada muestra y se incubaron durante
60 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se realizaron 3 lavados. Se agregaron
100 pl de anti-cerdo conjugado a peroxidasa HRP diluido 1:50000 y se dejaron incubar 30
minutos a temperatura ambiente. Se lavo nuevamente. Se emple6 TMB como sustrato
durante 15 minutos, finalmente se detuvo la reaccién con acido sulfurico 2 M. La
absorbancia se determind a 450 nm en un espectrofotdmetro. Simultaneamente se
desarrolld una curva estandar para determinar la cantidad (ng/ml) de cada isotipo contenido
en las muestras (Nordengrahn et al., 1999; Pipkin et al., 1999; Kaiser, J. et al., 2000,
Oleksiewicz et al., 2001; Reyes- Leyva et al.,2004).

5.10.2 Inmunoglobulinas anti-RVP en plasma seminal

Mediante la estandarizacion de un ELISA indirecto de tipo cuantitativo se determiné la
cantidad de IgG anti-RVP en plasma seminal. Se sensibilizaron placas Maxisorp de fondo
plano con 8 UHA de virus diluido en buffer de carbonatos pH 9.6 en un volumen de 100 pl
en cada pozo. Se dejaron incubar toda la noche a 4°C. Transcurrido el tiempo de incubacion
se desecho el sobrenadante y se realizaron 3 lavados con solucién tween-20, pH 8.0. Se
realizé un bloqueo con 1% de albumina sérica bovina durante 30 minutos y posteriormente

se hicieron 4 lavados. Se colocanron las muestras de plasma haciendo tres diluciones



seriadas de cada muestra y se incubaron durante 60 minutos a temperatura ambiente. Las
diluciones Optimas empleadas se determinaron mediante ensayos preeliminares. Se
colocaron 100 pul de anti-cerdo conjugado a peroxidasa diluido 1:75 000 para el caso de IgA
y 1:50 000 para IgG e IgM. Se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente y se lavd
nuevamente. Se emple6 TMB como sustrato durante 15 minutos. Se detuvo la reaccidon con
acido sulfirico 2 M. La absorbancia se determind a 450 nm en un espectrofotometro.
Simultaneamente se desarrolld una curva estandar para determinar la cantidad (pg/ml) de

cada isotipo contenido en las muestras.

La concentracion viral de 8 UHA empleada para sensibilizar las placas con el virus (Pipkin

et al., 1999) se calculd su equivalente en dosis infectantes en cultivo celular al 50% por el

método de Kérber (Burleson et al.,1992) y la concentracion de proteinas.

5.11 Sacrificio y Necropsia

El sacrificio de los animales en experimentacion se realizd agrupando los cerdos en
diferentes semanas de infeccion y se registraron las lesiones presentes en los Organos

(Cuadro 2).

De todos los cerdos se obtuvieron cortes de tejido del aparato reproductor: testiculos,

epididimo, prostata, glandulas bulbouretral y seminal.

Cuadro 3. Dias de infeccion al sacrificio de los animales

Grupo No. animales *ID **Dpi al sacrificio
1 4 1,4, 10, 12 58 (8.2 semanas)
2 4 2,3,8,13 110 (16 semanas)
3 4 5,7,9, 11 142 (20 semanas)

* Identificacion del animal



**Dias post infeccion

5.12 Histopatologia

Los tejidos obtenidos de la necropsia fueron fijados en formol amortiguado al 10% durante
24 horas y posteriormente se procesaron para su inclusion en parafina. Se hicieron cortes
seriados de 6 um de grosor de cada bloque de parafina, asi como tinciones con

hematoxilina/eosina para determinar las lesiones microscopicas de cada tejido.

5.13 Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos se realizéo mediante el modelo t de Student con
muestras pareadas, haciendo uso del programa estadistico SPSS Statistics 17.0 y graficando
con el progama Prism, y asi poder determinar el momento en el que se presentaron
diferencias significativas en las variables analizadas durante el experimento. El nivel de

significancia utilizado fue de P<0.05.



VI. RESULTADOS

Los 12 cerdos del grupo experimental fueron infectados con RVP, en tres de ellos no fue
posible obtener el eyaculado desde dias antes de la inoculacién, por tal motivo quedaron

fuera del experimento.

6.1 Signos clinicos

Durante el monitoreo diario de los animales en la fase de adaptacion y preinoculacion no
se registraron cambios en el estado fisico general. Durante el periodo de infeccion se
observaron alteraciones en las dimensiones testiculares a partir de la segunda semana de
infeccion, la temperatura corporal y el estado fisico de los animales permanecidé normal

durante toda la fase experimental.

6.2 Medicion de las dimensiones testiculares

El total de los animales presentd alteraciones testiculares a partir del dia 14.5 + 2.4 de
infeccidn, dichas alteraciones consistieron en cambio de la longitud y didmetro testicular
unilateral o bilateral. En algunos casos estos cambios no fueron claramente evidentes a la
observacion; el cerdo ID 5 presentd disminucion notable en el didmetro y longitud de
ambos testiculos a partir de la quinta semana de infeccion y permanecio hasta el término

del experimento (figura 1).



Figura 1. Cerdo ID 5. A. Antes de la inoculacidon con Rubulavirus porcino, B. Alteraciones
testiculares en la quinta semana de infeccion.

En la grafica 1, se re peresenta lon gitud y di ametro testicula r se manal expresado en

centimetros. Antes de la inoculacion con RVP y hasta la primera semana post infeccion se



mantiene ¢ onstante la longitud testicular, a p artir de la se gunda se mana de infe ccion se
observo variacion en las mediciones de testiculo derecho e izquierdo. El diametro testicular
presentd cambios desde la primera se mana de infeccion, principalmente en el testiculo
derecho. En ambos ¢ asos, diametro ylon gitud,enel cerdo 5se generd una ma yor

disminucién de tamario terticular.
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Grafica 1. Longitud y didmetro testicular izquierdo y derecho de cada animal registrado
semanalmente y expresado en centimetros.

6.3 Palpacion testicular



Se registraron alteraciones testiculares a la palpacion, las cuales consistian en cabeza y/o
cola del epididimo con aumento de tamafio, ya sea unilateral o bilateralmente (cuadro 4).
Los primeros cambios se observaron a partir del dia 9 pi, en algunos cerdos se mantuvieron
hasta por 110 dias. El cerdo 11 registr6 aumento de tamafo en cola de epididimo izquierdo
y derecho hasta el dia que fue sacrificado. De forma grupal, se presentaron las alteraciones

en el dia 14, en promedio.
El aumento tamafio de epididimo se observo en 8 de los cerdos infectados. En el caso del

animal 5 se dificult6 la palpacion debido a la reduccion exagerada del tamafio testicular

bilateral.

Cuadro 4. Alteraciones testiculares a la palpacion en cerdos infectados con RVP

Cerdo Alteraciones

ID Inicio* | Termino* Ubicacion

| 9 58 Cabeza epididimo izquierdo
Cabeza y cola epididimo derecho

2 15 93 Cabeza y cola epididimo izquierdo

3 14 86 Cola de ambos epididimos

5 13 25 Cabeza y cola epididimo derecho

7 16 65 Cola ambos epididimos

8 15 86 Cola ambos epididimos

9 15 93 Cola ambos epididimos

11 12 114 Cabeza ambos epididimos

13 16 36 Cabeza y cola epididimo izquierdo

Cola epididimo derecho
*dpi : dias post infeccion

6.4 Evaluacion seminal



Se realizo la evaluacion seminal de los eyaculados obtenidos de 9 animales, los 3 animales
restantes no montaron sobre el potro durante el periodo de preinoculacion. El total de
muestras evaluadas fue de 219 eyaculados, previos a la inoculaciéon n=36 y n=183

obtenidos durante la infeccion experimental con Rubulavirus porcino.

Concentracion

La concentracion de espermatozoides en el eyaculado registrd6 cambios estadisticamente
significativos (P<0.05) durante la fase de infeccion. Al hacer un andlisis grupal y semanal
se observd que de la semana cero a la semana uno de infeccién existidé diferencia
significativa (P=0.038), de la semana cinco a la seis (P=0.009), semana siete a ocho
(P=0.022), doce a trece (P=0.007) y de la semana diecinueve a la veinte (P=0.025). El
cerdo que mostré menor concentracion en el eyaculado fue el numero 9, que en la semana
cinco de infeccion registré 55.0 X10° espermatozoides por mililitro. Durante la fase de
infeccion se observd disminucion en la concentracion de los eyaculados, estos cambios
surgieron al comparar el valor grupal de los cerdos semana a semana hasta finalizar el

experimento (grafica 2).
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Grafica 2. Concentracion de células espermaticas en el eyaculado de cerdos infectados

experimentalmente con RVP.

Al analizar la concentracion de forma individual, en todos los cerdos existi6 una
disminuciéon en el numero de espermatozoides por mililitro comparanda con la
concentracion promedio que registro cada uno de ellos antes de ser infectados con RVP
(grafica 3). El cerdo 5 y el nimero 9 son aquellos en los que se vio mas afectada la

concentracion de células espermaticas en el eyaculado.
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Grafica 3. Comparacion individual de la concentracion espermatica antes y durante la

infeccion experimental con RVP.
Motilidad

El porcentaje de motilidad en masa de los eyaculados evaluados tuvo cambios

significativos (P< 0.05) de la quinta a la sexta semana de infeccion (P=0.001) y de la
semana 13 a la semana 14 post infeccion (P=0.009) (grafica 4).
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Grafica 4. Evaluacion de la motilidad espermaética de los cerdos durante periodo previo y

durante la infecciéon con RVP.
Volumen



El volumen de los eyaculados obtenidos constantemente mostr6 diferencias significativas
(P<0.05), de la semana cuatro a cinco (P= 0.034), entre la siete y ocho (P= 0.008), diéz y
once (P=0.034), de la trece a catorce (P = 0.048) y finalmente de la semana dieciocho a la

semana diecinueve de infeccion (P=0.020) (grafica 5).
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Grafica 5. Evalucion semanal del volumen del eyaculado durante la fase previa y durante

la infeccion experimental de cerdos con RVP.

6.5 Serologia

Se obtuvieron un total de 172 muestras (n = 172), n= 18 en la fase preinfeccion y n= 154

después de infectar a los cerdos con Rubulavirus porcino.

Inhibicion de la hemoaglutinacion

Las muestras de los 9 cerdos resultaron negativas antes de la inoculacidon y permanecieron

asi hasta la segunda semana de infeccidon con un titulo promedio de 8 hasta 32 unidades de



anticuerpos inhi bidores de la he moaglutinacion y fueron aumentando hasta la quint a
semana, a partir de la cual el titulo promedio permanecié constante hasta el termino del

experimento. Los valores se expresan en logaritmo base 2 (figura 7).

Seroneutralizacion

Los cerdos presentaron anticuerpos neutralizantes para el Rubulavirus porcino a partir de la
segunda semana, al igual que en la prueba de THA, los cuales continuaron aumentando
hasta la sexta semana y permanecieron constantes durante el resto del e xperimento. L os

valores se expresan en logaritmo base 2 (grafica 6).

Titulo de anticuerpos anti-RVP

Grafica 6. Comparacion de los titulos obtenidos semanalmente por inhibicion de la
hemoaglutinacion y virus suero neutralizacion en cerdos infectados con RVP.

6.6 Inmunoensayo enzimatico

La concentracidon viral que fue utilizada en la sensibilizacion de las microplacas parala

prueba de ELISA tiene un titulo de 103% DICCsg , una concentracion de proteinas de 1.3

pgen 100 py 8 UHA.



Concentracién de anticuerpos anti-RVP en suero sanguineo

Las diluciones empleadas para la cuantificacion de IgG anti-RVP en suero fueron 1:25,
1.50 y 1:100, con las cuales fue posible obtener la cantidad de pg/ml con respecto a la
curva para la cuantificacion. Las muestras se analizaron semanalmente durante la fase
previa y hasta la semana cuatro de infeccidn, posteriormente se analizaron quincenalmente
hasta la finalizacion de la fase experimental (semana 20). No se encontraron anticuerpos

anti-RVP durante el periodo previo a la infeccion.

A partir de la primera semana de infeccién se presentaron anticuerpos anti-RVP y existen
diferencias significativas (P<0.05) en las semanas dos (P=0.01), tres (P=0.048), cuatro
(P=0.005), seis (P=0.006), diéz (P=0.045) y catorce (P=0.022); durante estas semanas de
infeccion se presentd aumento progresivo en la concentracion de IgG anti-RVP con

respecto a la semana anterior (grafica 7).

Concentracion de IgG anti-RVP en suero sanguineo
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Grafica 7. Cuantificacion de IgG anti-RVP en cerdos infectados experimentalmente.



6.7 Concentracion de anticuerpos en plasma seminal

Las muestras de plasma seminal se analizaron quincenalmente durante el experimento.

Inmunoglobulinas presentes en plasma seminal

Las diluciones de las muestras, anticuerpos conjugados a peroxidasa y rango de diluciones

empleadas en las curvas para cada isotipo analizado se muestran en el cuadro 5.

Cuadro 5. Diluciones empleadas para la cuantificacion de inmunoglobulinas en plasma

seminal

ELISA sandwich IgA IegG IgM

1000215.62 | 1000 a 15.62
Curva Estandar 1000 a 15.62

ng/ml ng/ml ng/ml
1:4 1:20 1:2
D11u01oq plasma 1-8 1:40 1-4
seminal
1:16 1:80 1:8
Dilucioén anticuerpo
1:75 000 1: 50 000 1:50 000

HRP

Los resultados obtenidos muestran que hasta antes de la infeccion, el isotipo predominante
fue IgA 7.64 ng/ml +4.75, en la primera y segunda quincena de infeccion disminuyo su
concentracion (5.58 pg/ml), y en la tercera quincena se observaron concentraciones
similares a la quincena cero, generando cambios significativos (P<0.05) con respecto a la

quincena anterior (P=0.002); en el caso de IgG 6.24+ 2.93 pg/ml con cambios a lo largo



del experimento pero no estadisticamente significativos. Durante la fase previa y de
infeccion IgM mantuvo una concentracion promedio de 1.5 + 0.28 pg/ml, siendo el isotipo

de menor abundancia en plasma seminal (grafica 8).

Concentracion de IgA, IgG e IgM en plasma
seminal de cerdos infectados con RVP

Quincenas de infeccibén

Grafica 8. Comparacion de la cantidad de IgA, IgG e IgM presentes en plasma seminal de
cerdos infectados experimentalmente con RVP.

Inmunoglobulinas anti-RVP en plasma seminal

Las diluciones realizadas de la muestra fueron cero hasta 1:4. El isotipo IgA anti-RVP
estuvo presente en la quincena tres (0.013 pg/ml) y seis (0.003 pg/ml) en sélo un cerdo (ID
8). Unicamente uno de los cerdos (ID 5) mostrd concentraciones bajas de IgG anti-RVP en
las quincenas dos (0.150 pg/ml), tres (0.062 pug/ml), cuatro (0.017 pg/ml), cinco (0.008
png/ml), seis (0.008 pg/ml) y siete (0.006 pg/ml). El total de cerdos en experimentacion no

registro anticuerpos IgM anti-RVP en plasmas, antes y durante la infeccion.



6.8 Sacrificio y Necropsia

Los doce cerdos con los que inicid el experimento fueron sacrificados en diferentes tiempos
de infeccion agrupandolos en tres grupos. En el primer grupo que se sacrifico se incluyeron
los tres cerdos de los cuales no fue posible obtener eyaculado desde la fase previa a la
infeccion. En los distintos tiempos de infeccion en los que se realizd el sacrificio se
observaron lesiones a la necropsia que consistian en formacién de nédulos en cabeza y cola
de epididimo, liquido seroso en tlnica albuginea y exagerada disminucién del tamafio

testicular (cuadro 6).

Cuadro 6. Registro de las lesiones observadas a la necropsia

Grupo *Dpi Cerdos con lesion | Lugar de la lesion Tipo de lesion
Cabeza de Nodulo
1 58 1(1)
epididimo izq.
Ttnica Liquido seroso
Cola de epididimo Nodulo
2 110 1(2) izq.
Cabeza epididimo Nodulo
1zq.
Testiculo izquierdo Disminucion de
3 142 1(5)
tamafo

*Dias post infeccion

** Tdentificacion del animal



6.9 Histopatologia

El analisis histologico del tracto reproductor de los cerdos infectados confirma que los
animales cursaron por un proceso inflamatorio con degeneracion epitelial y zonas con

reparacion del tejido afectado, en testiculo, cabeza y cola de epididimo.

En los cortes histologicos de testiculo se observaron lesiones como degeneracion y ruptura
de tabulos ( ID 2, 7, 9 y 13), infiltrado mononuclear ( ID 3, 5, 9 y 13) cambios estructurales
en células intersticiales ( ID 5 y 13), degeneracion de tibulos seminiferos con formacion
de vacuolas ( ID 3, 5 y 9), fibrosis con proliferaciéon de fibroblastos ( ID 5), células
multinucleadas intraluminales ( ID 5 y 9) . Las lesiones microscopicas se observaron de

forma unilateral y/o bilateralmente (cuadro 7, figura 2).

Las lesiones observadas en cabeza de epididimo consistieron en desepitelizacion (ID 3,5y
12), zonas de cicatrizacion con tejido conjuntivo dispuesto irregularmente ( ID 2 y 12),
pérdida de esterocilios ( ID 3), degeneracion y ruputura de tibulos ( ID 2 y 12), fagocitosis
de espermatozoides y ausencia de células espermaticas ( ID 12). Uno de los cerdos
presento pérdida total de la estructura y organizacion en cabeza de epididimo izquierdo ( ID
2) (figura 11). A nivel de cola de epididimo se observé desepitelizacion con fibrosis ( ID 3
y 5), extravasacion organizada de espermatozoides acompaiada de masas intersticiales de
leucocitos ( ID 2 y 3), vesiculas de citoplasma en luz tubular ( ID 3, 5 y 9), ausencia de
espermatozoides ( ID 9), espermatozoides intravasculares ( ID 5), necrosis focal de células
intersticiales ( ID 5), infiltrado mononuclear ( ID 3). Las lesiones encontradas en epididimo

unicamente se presentaron de forma unilateral en todos los animales (cuadro 7, figura 3).

En glandulas accesorias, se observé aumento de vascularizacion en glandula seminal ( ID
9) y degeneracion epitelial ligera (ID 5); en prostata infiltrado con eosinofilos
desgranulados “oesinofilia” y microhemorragia ( ID 12), focos necroticos ( ID 9) (cuadro 8,

figura 4).



Cuadro 7. Lesiones histoldgicas en testiculo y epididimo de cerdos infectados

Lesion
Dias de infeccion al sacrificio

Testiculo

Degeneracion y ruptura tubular

Infiltrado mononuclear en
mediastino y periarteriolar

Cambios estructurales en células
interticiales semejando células
plasmaticas

Degeneracion vacuolar en
tubulos seminiferos

Fibrosis (presencia de
fibroblastos)

Células multinucleadas
intralunimal

Epididimo

Cabeza de epididimo
Desepitelizacion con fibrosis

Tejido conjuntivo dispuesto
irregularmente (cicatrizacion)

Pérdida de estereocilios
Degeneracion tubular : ruptura
Proceso inflamatorio

Fagocitosis de espermatozoides

1 2
58 | 11
0
+1
+ | +1
+I
+1
+1
+1

3

11
0

+1

+1

+

+

experimentalmente con RVP.

5 7 8 9

14 1 14 | 11 | 14
2 2 0 2

+D | +I
+1 +1
+1 +
D
+1
+
D
+ +
D D
+ +1
D
+1 +1
+
D

11
14

+

12
58

o+ O+ O+

13
11

O+ O+

o +



Ausencia de espermatozoides

Cola de epididimo

Desepitelizacion con fibrosis +
D
+1

Extravasacion organizada de + +1

espermatozoides acompafiada D

de masas intersticiales de

leucocitos

Proceso inflamatorio

Fagocitosis de espermatozoides

Vesiculas de citoplasma en luz +1

tubular

Ausencia de espermatozides

Espermatozoides intravasculares

Necrosis focal de células

intertciales

Infiltrado mononuclear +
D

+ D: lesion presente en lado derecho.
+ I: lesion presente en lado izquierdo.

_|_

o +

o+ +

O+ O+

+1

+1

+1



Cuadro 8. Lesiones histoldgicas en glandulas accesorias de cerdos infectados

experimentalmente con RVP.

Lesion 1 2 3 5
Dias de infeccion al sacrificio 58 | 110 11 14
0 2

Glandula seminal

Aumento de vascularizacion
Degeneracion epitelial +

Prostata
Infiltrado con eosinofilos
desgranulados "eosinofilia"

Microhemorragia

Focos necroticos

Figura 2. Testiculo. A. testiculo normal, B. pérdida de la estructura tubular, C. fagocitosis

de espermatozoides.

12
58

13
11



Figura 3. Cabeza de epididimo de cerdo. A. epididimo normal, B.vesiculas de citoplasma
secretadas intratubular y exfoliacion exagerada del epitelio, C. degeneracion tubular.

Figura 4. Cola de epididimo de cerdo. A. epididimo normal, B. desprendimiento epitelial,
C. degeneracion tubular e infiltrado mononuclear.



Figura 5. Glandulas accesorias. A. Prostata normal, B. fibrosis, C. hemorragia con
infiltrado mononuclear, D.Bulbouretral, E. desorganizacion estructural del epitelio, F.
vesicula seminal normal.



VII. DISCUSION

La enfermedad de Ojo Azul en cerdos machos adultos se caracteriza por la presencia de
signos clinicos inapresiables como son anorexia transitoria y fiebre (Ramirez, 1997,
Ramirez et al.,1999), aunque en ocasiones y como ocurri6 en este estudio, los cerdos
infectados pueden no presentar manifestaciones clinicas, propiciando que sea dificil

identificar la presencia de la enfermedad en condiciones normales de granja.

Uno de los indicadores para la deteccion de verracos infectados con RVP son las
alteraciones que se presentan a nivel testicular, la cuales consisten en cambios de longitud y
diametro unilateral o bilateralmente. En este caso, el total de los animales en

experimentacion mostraron notables cambios en testiculo alrededor del dia 14 de infeccion.

Se ha reportado que el cambio en las dimensiones testiculares es muy evidente en la
mayoria de los animales infectados, sin embargo, estas alteraciones no se han asociado con
disminuciéon o pérdida de libido (Ramirez, 1997). En este experimento se observaron
cambios macroscopicos en testiculo que permanecieron por largos periodos de tiempo,
hasta 142 dias y en algunos casos las alteraciones llegaron a desaparecer, sin alteraciones

en el libido de los animales.

En la evaluacion seminal se registraron cambios significativos durante la fase de infeccion.
El analisis grupal de la concentracion espermatica demuestra diferencias significativas (P<
0.05) que consisten en una baja de la concentracion en la semana cero auno y de la semana
cinco a seis, con un amento significativo en la semana 11 a 12 que nuevamente en la ultima
semana de infeccion disminuye, quedando por debajo de la semana cero. El cerdo ID 9 es
aquel que registra la menor cantidad de células espermaticas en el eyaculado durante la fase
de inoculacion, este mismo cerdo tuvo aumento de tamafio en cola de epididimo
bilateralmente apartir del dia 15 hasta el dia 93 de infeccién. Al comparar esta misma
variable pero de forma individual para cada uno de los cerdos se observa que en los nueve

animales disminuy¢ el promedio de la concentracion espermatica.

La motilidad espermatica en masa tuvo cambos significativos en la semana cinco a seis y

de la trece a catorce, el primer punto en donde disminuye la concentracion espermatica



grupal coincide con la baja en el porcentaje de motilidad en masa (semana cinco a seis de
infeccion). En cuanto a la evalucion grupal del volumen del eyaculado se registraron
cambios en las semanas cinco, ocho, once, catorce y dieciocho; la variabilidad en la
medicion del volumen del eyaculados esta presente aun en condiciones normales de salud

de los animales. Por lo tanto no se puede atribuir a los efectos de la infeccion con RVP.

En estudios previos se ha reportado que la inoculacion con RVP en cerdos machos en edad
adulta genera dafios principalmente en epididimo y testiculo de cerdos que han sido
sacrificados entre los 15 y 80 dias de infeccion, asociandose con reduccion de la
concentracion espermatica y motilidad (Ramirez-Mendoza et al.,1997; Ramirez et al.,1999;
Rivera-Benitez, 2009). Las lesiones inflamatorias del testiculo y epididimo (orquitis y
epididimitis) en el cerdo, aparecen como consecuencia de infecciones especificas. Un
analisis comparativo de secuencias del gen M del virus LPM indican que existe un 46 %
de homologia en la secuencia de aminoéacidos y 55 % en los niveles de nucleotidos con el
virus de las paperas en humanos. Ambos virus causan una enfermedad similar en el
hospedero correspondiente, LPMV en los cerdos y MuV en humanos, los cuales se
caracterizan por generar desordenes en sistema nervioso central y organos reproductivos
(Linné et al., 1992 ; Sundquvist et al.,1992). En los hombres adultos infectados con el virus
de la parotiditis una de las complicaciones comunes es la orquitis presentandose en el 20%
de la poblacion de hombres infectados, usualmente solo uno de los testiculos es afectado,
pero se presentan afecciones bilaterales entre 15 y 30% de los pacientes, generando una
baja en la fertilidad (Gupta et al., 2005). En base a los resultados obtenidos en este estudio,
podemos decir que los cerdos infectados tuvieron un comportamiento similar al reportado
por otros autores, tanto para el Rubulavirus porcino, como para el virus de la parotiditis

humana.

En los cerdos como en todos los vertebrados la respuesta inmune es el mejor mecanismo de
defensa contra la presencia de agentes patdogenos. El cerdo posee cuatro clases de
inmunoglabulinas IgG, IgM, IgA e IgE. Los anticuerpos antivirales contribuyen con la
eliminacion del virus, mediante el bloqueo de las proteinas virales que reconocen los
receptores en las células suceptibles. Virus cubiertos con anticuerpos pueden bloquear la

interaccion de estos con sus receptores celulares, al mismo tiempo la deposicion de



anticuerpos sobre la superficie de las células infectadas puede evitar la liberacion de los
viriones. Al inicio de la infeccion se establece una respuesta primaria con predominacion de
anticuerpos IgM, posteriormente cuando esta respuesta declina, ocurre el cambio de isotipo

IgG alrededor de la segunda semana de infeccion (Biron et al., 1999; Cuevas et al.,2006).

La respuesta inmune en cerdos adultos infectados experimentalmente con el RVP, indican
que este virus durante la fase aguda de la infeccion es capaz de estimular una respuesta
humoral inmunodominante hacia la proteina de superficie hemaglutinina, desde la segunda
semana pi (Hernandez J. et al., 1998; Cuevas et al.,2006). Por lo tanto, uno de los métodos
mas comunmente empleados para la medicion de la respuesta humoral en cerdos con
enfermedad de Ojo Azul, es la prueba de Inhibicion de la Hemoaglutinacion, mediante la
cual se pudo determinar que los nueve cerdos en experimentacion seroconvirtieron a partir
de la segunda semana de infeccion, estos titulos continuan aumentado hasta la quinta
semana, a partir de la cual permanecen constantes hasta la semana veinte que tuvo de
duracién el periodo de infeccion, en esta misma semana se presentd el segundo cambio
significativo en la concentracion y el primer cambio en la motilidad espermadtica. En
relacion con otros autores, se ha reportado que los cerdos infectados experimentalmente
con RVP presentan anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacion después de la segunda
semana o alrededor del dia 16 pi. (Ramirez, 1997; Hernandez J. et al., 1998; Hernandez-
Jauregui et al.,2004).

Ademas de la técnica de Inhibicion de la hemaglutinacion para el diagnostico serologico de
la enfermedad de Ojo Azul, existen pruebas como inmunofluorescencia, seroneutralizacion

e inmunoensayo enzimatico (CONASA, 1995; Martinez-Lara et al.,2008).

Mediante la prueba de seroneutralizacion se pudieron encontrar anticuerpos neutralizantes a
partir de la segunda semana que continllan aumentando hasta la semana sexta, depués de la
cual los valores permanecen constantes. Se ha demostrado que los titulos mas elevados en
las técnicas de IH y SN se presentan después de la formacion de granulomas en la tercera y
cuarta semana; estos anticuerpos son detectables por largos periodos de tiempo después de
la infeccion, como ocurre con el virus de la parotiditis humana. Hallazgos similares se han
observado en cerdos infectados naturalemente, los cuales mantienen una respuesta humoral

hasta 13 meses después de la primoinfeccion. Esta respuesta probablemente esta asociada



con la persistencia del virus (Cuevas, 2002), debido a que la infeccion por Rubulavirus
porcino es capaz de establecer un estado de persistencia al igual que otros miembros del

género Paramixovirus (Linné et al.,1992).

Actualmente, para el diagnostico de la enfermedad de Ojo Azul, también se hace uso de la
prueba de ELISA, el desarrollo de una ELISA indirecta de tipo cuantitativa es una
herramienta util para el diagnéstico de esta en enfermedad, dentro de las ventajas que
encontramos en la técnica consideramos alta sensibilidad, no uso de virus activo, bajo
costo de produccion, generacion de resultados en corto tiempo. Por estas caracteristicas esta
técnica pudiera utilizarse en el posible caso de que este padecimiento de los cerdos fuera
una enfermedad de campafia, dicha idea ha sido considerada en las reuniones de CONASA
y se ha contemplado la importacion de kits de ELISA que son elaborados por los suecos. La
diferencia consiste en hacer uso de virus completo, detectando asi anticuerpos contra mas
de una proteina viral, ademas de ser una técnica cuantitativa (Comunicacion personal,
Ramirez-Mendoza H).

Algunos autores han hecho uso de ELISA de bloqueo o han desarrollado un ELISA
indirecto cualitativo detectando anticuerpos anti-RVP séricos (Nordengrahn et al., 1999;
Cuevas, 2002; Reyes-Leyva et al., 2004). A través de la elaboracion de ELISA indirecta
cuantitativa se encontré que en todos los animales a partir de la primera semana de
infeccidn se presentan anticuerpos anti-RVP y existen diferencias significativas (P<0.05)
en las semanas dos, tercera, cuarta, sexta, décima y décimo cuarta; durante estas semanas
de infeccion se presentd aumento progresivo en la concentracion de IgG anti-RVP con
respecto a la semana anterior. Reyes-Leyva et al., 2004, reporta la presencia de anticuerpos
desde el dia 4 pi, en nuestro estudio no podemos comparar este resultado, ya el primer

muestreo pi se realizé el dia 7 de infeccion.

La informacion que existe sobre la respuesta inmune, especialmente de tipo humoral en el
tracto reproductor del cerdo es limitada, su importancia reside en la existencia de
enfermedades que afectan como 6rgano blanco el tracto reproductor, ademés de que estas
pueden ser trasmitidas a través del semen, como es el caso de PRRSV y RVP (Kaiser et

al., 2000; Solis et al., 2007; Rivera-Benitez, 2009). Para conocer cuales son los cambios



generados por el RVP y que se expresan en el semen, se cuantifico la concentracion de IgA,

IgG e IgM no especificos y posteriormente los isotipos IgA, IgG e IgM anti-RVP.

IgA fue el isotipo de mayor abundancia (7.64 pg/ml en la quincena previa a la infeccion),
disminuyendo significativamente en la primera y segunda quincena de infeccion, en la
tercera quincena los valores se normalizaron siendo equivalentes a los resgitrados en la
quincena cero. IgG (6.24 pg/ml) se mantiene sin cambios significativos a lo largo del
experimento, IgM fue el isotipo de menor abudancia en plasma seminal (1.5 pg/ml). Con
estos resultados diferimos sobre lo reportado por Kaiser et al., 2000, quienes reportan

mayor concentracion de IgG (23.2 ng/ml) seguido por IgA (4.8 ng/ml) e IgM (3.7 pg/ml).

En el caso del humano, el isotipo predominante en secresiones externas como es el tracto
intestinal, saliva, lagrimas y leche es el isotipo IgA, pero en semen y secresiones
cervicovaginales predominantemente esta IgG. Varios autores reportan que los hombres
infectados con HIV-1 tienen predominio de IgG especificos (Mestecky, 2007), pero la

presencia de IgA especifica es controversial.

Unicamente el cerdo ID 8 presentd IgA anti-RVP en la quincena tres y seis, con
concentraciones minimas. El cerdo ID 5 mostré concentraciones bajas de IgG anti-RVP en
las quincenas dos a la siete, asociado a una disminucion exagerada del tamaio testicular y
de la concentracion espermatica. El total de cerdos en experimentacion no presentod
anticuerpos IgM anti-RVP en plasma seminal, antes y durante la infeccion. Oleksiewicz et
al.,2001, reportan IgA anti-PRRSV en semen de cerdo infectado con este virus, en su
estudio proponen que este método puede ser importante para el diagnostico, los 5 cerdos
infectados con PRRSV excretaron anticuerpos especificos en el semen, dos de ellos desde

el dia 14-17 pi, sin embargo no todos reconocen el mismo péptido viral.

En el hombre, existen diversos factores que pueden ocasionar afecciones en el tracto
reproductor masculino, algunos de ellos son de origen viral, como es el caso del virus de la

inmunodeficiencia humana y el virus de la parotiditis humana.

En hombres infectados con VIH se reportan anormalidades en los 6rganos reproductores
accesorios y en el epitelio seminifero, incluyendo inflamacién y destruccion de células

germinales con fibrosis y hialinizacion. Estas alteraciones del sistema reproductor se ven



reflejadas en un decremento de los parametros del semen: porcentaje de motilidad,
morfologia normal y leucospermia, entre otros. El decremento en la calidad del semen se
atribuye directamente a la infeccion del tracto reproductor con el VIH, efectos hormonales
(Chan et al.,2002), en ¢l caso de los cerdos machos adultos infectados con el Rubulavirus
porcino no se ve afectado el perfil hormonal (Ramirez, 1997) y no se ha reportado

leucospermia.

El virus de la parotiditis humana causa en el hombre efectos semenjantes a los causados por
el Rubulavirus porcino en los cerdos machos adultos infectados. Epididimo-orquitis se
presenta en el 15 al 30% de los hombres con paperas, en los cuales ambos testiculos son
afectados hasta por varias semanas, dando como consecuencia infertilidad en el hombre. En
mas de la mitad de estos pacientes se genera disminucion del tamano testicular, ademas de
baja en la concentracion espermatica, mayor presencia de anormalidades en células
espermaticas y decremento de la motilidad en el 25% de los pacientes. La influencia de la
orquitis, producida por el virus de las paperas, sobre el funcionamiento endocrino de los
testiculos es controversial, ya que puede o no ser afectado el perfil hormonal (Hviid et al.,

2008).

Las lesiones a la necropsia estuvieron localizadas unicamente en testiculo y epididimo,
permaneciendo el resto de los organos con apariencia normal. En los tres tiempos de
sacrificio se observaron lesiones como nddulos en cabeza de epididimo izquierdo en el
cerdo ID 1 sacrificado a los 58 dpi, liquido seroso en tinica vaginal del testiculo, nédulo en
cabeza y cola de epididimo izquierdo a los 110 dpi en el cerdo ID 2 y dismintcion
exagerada del tamamafio testicular en el cerdo ID 5 a los 142 dpi. En procesos naturales de
infeccion con RVP, la entrada del agente es por via oronasal, diseminandose a diferentes
organos dependiendo de la edad del cerdo, esto debido a los cambios conformacionales del
acido sialico en los tejidos (Stephano et al., 1988; Ramirez, 1997, Ramirez-Mendoza et
al.,1997; Reyes- Leyva et al.,1997; Cuevas, 2002), es por ello que en cerdos machos

adultos el 6rgano diana es el tracto reproductor.

Las alteraciones histopatologicas se observaron en los cerdos de los tres grupos de
sacrificio, 58, 110 y 142 dias postinfeccion. El primer grupo de animales sacrificados a

los 58 dias de infeccion presentaron alteraciones como fibrosis con presencia de



fibroblastos en testiculo ; desepitelizacion con fibrosis, areas de tejido conjuntivo
dispuestas irregularmente, lo que supone un proceso de cicatrizacion, ruptura de los
conductos epididimarios, proceso inflamatorio y fagocitosis de espermatozoides en cabeza
de epididimo; cola de epididimo no registré6 ninguna alteracion, cabe mencionar que los
cerdos sacrificados en el primer grupo son aquellos de los que no se obtuvo muestra de
semen y el cerdo uno que mostrd, desde el dia 9 de infecioén y hasta la necropsia, aumento
de tamafio en cabeza de epididimo izquierdo y cola bilateralmente; no se identificaron

anti-RVP en el semen.

En el segundo grupo de sacrificio, 110 dias, las alteraciones consistieron en infiltrado
mononuclear, abundante fibrosis, pérdida de la estructura tubular testicular, aunque no
existe ninguna tendencia hacia alguno de los lados, izquierdo y derecho; a nivel de
epididimo se observan areas de cicatrizacion con tejido conjuntivo dispuesto
irregularmente, pérdida de estereocilios en cabeza, en cola de epididimo se observo
extravasacion organizada de espermatozoides acompanada de masas intersticiales de
leucocitos, vesiculas de citoplasma en luz tubular e infiltrado mononuclear. Dentro de este
grupo se encontrd el cerdo dos, el cual presentd lesiones macroscopicas desde el dia 15 dpi
y microscopicas mas graves, liquido en tunica vaginal y nodulos en cabeza y cola de
epididimo izquierdo, el analisis histopatoldgico demostro la pérdida total de las estructuras
que conforman el epididimo izquierdo. En el cerdo 8, que también pertenece al segundo
grupo de sacrificio, se registrd la presencia de pequenias cantidades de IgA anti-RVP en
semen, aun cuando las lesiones no fueron tan graves como las del cerdo 2 que no genero

inmunoglobulinas especificas en semen.

Los cerdos sacrificados a 142 dpi presentaron infiltrado mononuclear, cambios
estructurales en células interticiales, degeneracion vacuolar, fibrosis y células
multinucleadas, siendo el cerdo cinco el que presentd todas estas lesiones y reducion
marcada en el tamafio testicular, ademds de IgG en semen en diferentes quincenas de
infeccion. En epididimo se observo desepitelizacion con fibrosis, ausencia de
espermatozoides, extravasacion organizada de espermatozoides y vesiculas de citoplasma

en luz tubular.



Estudios previos han demostrado que la inflamacion en cabeza de epididimo se desarrolla
en el total de los cerdos infectados alrededor del dia 15 pi, lo cual ocurrié de la misma
forma en este estudio. Aproximadamente una semana después se observan cambios
significativos en la concentracion y motilidad del eyaculado; el volumen no presenta
cambios atribuidos a la infeccion con RVP, esto debido a que las glandulas accesorias
encargadas de la produccion de la fase liquida del eyaculado no han presentado alteraciones
en estudios previos (Ramirez-Mendoza et al., 1997). Sin embargo, en este estudio se
observo que el cerdo 5 y 9 sacrificados a los 142 dpi presentaron degeneracion epitelial y
aumento de vascularizacion en glandula seminal, respectivamente, ademds focos necroticos
en prostata. En el cerdo 12, sacrificado a los 58 dpi y siendo uno de los que no fue posible
obtener el eyaculado, se presenté infiltrado con eosinofilos desgranulados 'y

microhemorragia.

Por lo tanto, se identificaron y cuantificaron anticuerpos IgA, IgG anti-RVP en plasma
seminal de cerdos infectados experimentalmente con RVP.

La inoculacion experimental con RVP en cerdos machos desencadend una respuesta
humoral que se expres6 y cuantificé en dos cerdos.



VIIl. CONCLUSIONES

v" Los cerdos adultos machos infectados experimentalmente con RVP pueden no

presentar signos clinicos.

v" Las dimensiones testiculares sufren alteraciones alrededor del dia 15 de infeccion.

v" Los principales cambios a nivel testicular son inflamacion de la cabeza y/o cola de
epididimo, detectables mediante palpacion desde el dia 12 pi, pudiendo persistir

hasta por 142 dias que tuvo de duracion este estudio.

v La evaluacion seminal se ve afectada en los cerdos adultos infectados con RVP, la

concentracion y motilidad espermatica disminuyen.

v" No es posible asociar las variaciones del volumen del eyaculado con el RVP, ya que

estas son observadas en condiciones normales de salud.

v' Los animales infectados experimentalmente generan una respuesta humoral
especifica a partir de la segunda semana de infeccion mediante la prueba de [HA y

SN.

v’ La prueba de ELISA indirecta de tipo cuantitativa detecta IgG anti-RVP a patir de la
primera semana de infeccién con cambios significativos en diferentes tiempos de

infeccion.

v La respuesta humoral especifica para RVP esta presente por largos periodos de

tiempo, al igual que ocurre con otros paramixovirus.

v IgA no especificas en suero sanguineo es el isotipo mas abundante antes de la

infeccidon y presenta cambios significativos en la segunda quincena de infeccion.



v’ La presencia de inmunoglobulinas anti-RVP en semen no es una herramienta 1til
para el diagndstico de esta enfermedad, ya que no fue posible identificar anticuerpos

especificos en todos los cerdos infectados.

v' Las lesiones a la necropsia en tracto reproductor se pueden observar aun en cerdos

sacrificados a los 142 dpi.

v En cerdos machos infectados con RVP el testiculo y epididimo son los principales

organos afectados.
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