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RESUMEN

Carlos Rubén Ortega Sanchez. Evaluacién de la funciédn
hepatica en equines utilizados para la produceidn de tres sueros .
hiperinmunes por medio de pruebas bioquimico-clinicas; bajo la
direccidn de Juan Carlos Valladares de la Cruz.

En el presente estudio se evaluaron los cambies ocurridos
en el funcionamiento hepAtico mediante pruebas bioquimicas en
equinos destinados a producir sueros hiperinmunes durante el
primer ciclo de produccién. Se emplearon 30 caballos lotificados
en tres grupos de diez animales cada uno, los grupos fueron
destinados a producir suero antialacranico, antidiftérico y
antitetinico. Se tomaron muestras sanguineas para medir niveles
de albumina, globulinas. bilirrubinas directa e indirecta,
fosfatasa alcalina sérica Y transaminasa glutamico -
oxalocacética de forma periddica durante el calendario de
produccién, encontrandose variaciones estadisticamente
significativas en los valores estudiados con respecto a los
valores basales antes del estudio. En la prueba de albumina el
grupo de tétanos fue el que presentd un descenso mas notorio, en
globulinas el grupo de tétanos mostrd el mayor incremen;.o. en
bilirrubinas directa e indirecta el grupo de alacran mostréd el
descenso mas significativo. en fosfatasa los tres grupos
mostraron tendencia similar sin variaciones extremas y en
transaminasa el grupo de difteria mostré el valor mas alto. Lo
que sugiere lesidn hepatica inicial en el primer ciclo de

preducecidn.



INTRODUCCION

Los programas de medicina preventiva e inmunizaciones que
desarrolla el Sector Salud en el pais, requieren de la
disposiclién oportuna de diverses tipos de vacunas, sueros.
antigenos y otros productos blolégicos de naturaleza semejante
con la finalidad de prevenir, tratar y diagnosticar diversas
entidades patolégicas que afectan a la poblacién humana C1O.

El Instituto Nacional de Higiene, dependiente de la
Gerencia Genoral de Bioldgicos y Reactives de la Secretaria de
Salud, tiene como ocbjetivo la produccién de suercs hiperinmunes,
vacunas y otros biolégicos de diagnésticoe que se emplean en
maedicina humana C16D.

Los suercos hiperinmunes son blolégicos que se obtienen del
suero de animales previamente inmunizados contra una enfermedad
especifica y contienen anticuerpos que una wvez concentrados y
purificados pueden aplicarse al hombre y a los animales
domésticos para el tratamiento inmediate de enfermedades de alta
mortalidad y curso agudo C202.

Los sueros hiperinmunes se han empleado desde 1890, cuando
un médiceo militar aleman llamado Emil ven Behring pensé que no
era necesario correr el riesgo de replicar las enfermedades al
aplicar los microorganismos adn atenuados a una persona con el
fin de que creara defensas contra dicha enfermedad, sugirié que
se protegeria también si se inyectara la “sustancia protectora®™
de un individuc previamente inmunizado a otro que la requiriera

inmediatamente, Behring 1llamé a esta sustancia protectora



“antitoxina®.

La primera aplicacién de antitoxina a un nific que padecia
difteria obtuvo un éxito tan sensacional que se adoptd
inmediatamente el tratamiento, logrande reducir en forma
drastica el 1indice de mortalidad por difteria. Von Behring
recibid el premio Nobel de Medicina y Fisiologta en 1801 (1.

Los caballos son la especle de donde se obtienen sueros
hiperinmunes, ya que cuentan con caracteristicas zootécnicas
Sptimas como docilidad, rusticidad al medio ambiente. gran
valumen sanguinec, longevidad y peso. qua hacen adecuada su
utilizacién para la produceidn de bilolédgicos en volumenes
adecuados (3,8.106,20).

Los equinos son sometidos a una serie de inmunizaciones con
un antigeno particular, finalmente son muestreados para la
evaluacién del suero en un proceso denominado ‘sangria de
prueba®. Cuando e! nivel de anticuerpos producidos es adecuado,
se procede a 1la obtencién de sangre para la sustraceciédn del
plasma ("sangria de cosecha" y “plasmaféresis™) (16,19).

La sangria de cosecha resulta de la ocbtencién de B 1 de
sangre que se colecta por puncién de de la vena yugular. La
sangre colectada cae por gravedad en garrafones de 10 1 de
capacidad quea contienen 0.5 1 de una soluclt.;m anticoagulante

acp” ;3 la sangre sedimenta y el plasma sobrenadante es colectado

por sifoneo.

Citrate de sodio 50 g, Gcido cltrico 18 g9, dexirosa 100 o

y agua apirogénica c.b.p. £000 ml.



Posteriormente, al paquet.e celular resultante es
resuspendido en 0.5 1 de soluclién salina fisioléglca estéril, se
pasa por filtros de tela y se reintegra al animal por
transfusién en la vena yugular, en 20 minutos aproximadamente
€18,

La combinacién de las inmunizacliones constantes Yy los
procesos de sangria de casecha y plasmafésresis causan daffos
severos en el organismo; los érganos que se ven afectados con
mayor severidad son el higado., los rifiones, el corazén ¥y el
bazo, enhcontrandose en ellos lesiones degoenerativas, necréticas
e inflamatorias. L.as lesiones que se reportan con mayor
frecuencia en las necropsias y estudios histopatolégicos son
hepatitis no supurativa. colangitis no supurativa, degeneraclén
grasa y necrosis coagulativa de hepatocitos, siderofagocitosis e
infiltracidn perivascular de polimorfonucleares y mononucleares,
glomerulonefritis membranoproliferativa, glomerulitis
membranosa, nefritis intersticial no supurativa y nefritis
supurativa, necrosis coagulativa severa del muasculo cardiaco
derecho asociada a deficiencias de irrigacién por trombasis,
hemorragias subendocardicas a nivel de ventriculo izquierdo,
endocarditis severas, - infiltracién periarteriolar de
polimorfonucleares y mononucleares en miocardio, degeneracidn
fibrinoide, coagulacidén intravascular diseminada y presencia de
células de la insuficiencia cardiaca en pulmén.

Estos problemas provecan una disminucién en la vida media

de los animales y disminuyen la produccién de sueros C17).



Es necesario el estudio de los camblios progresivos que se
presentan en la fisiologia del animal por medio de pruebas
seriadas que hacen evidentes las alteraciones de los diferentes
érganos (7,113,185 para tratar de disminuir las lesiones
provocadas en los animales hiperinmunizados, aumentar su
promedia de vida y su productividad

El higado representa unc de los centros metabélicos mas
importantes del cuerpo, es la estructura glandular mas grande
del organismo, determina del 2 al S % del pesoc corporal y es
considerado de gran importancia en el mantenimiento de la salud.
Esta glandula es responsable de gran cantidad de procesocs
bioquimicos, funciones metabdlicas, sintéticas, secretoras y
excretoras esenciales para la vida; su reserva funcional es tan
grande, que el 80 % de érganc puede encontrarse destruido antes
que se hayan detectado algunas anormalidades (2,11,12,14,16).

Entre las funciones normales del higado se encuentran la
secrecidén y excrecién de bilis, metabolismo protéico y de
carbohidratos, detoxificacién de sustanclas, produccidn de
fibrinédgeno, protrombina, heparina, almacenamiento de vitamina
A, regulacién del volumen sanguinec Yy de la actividad
reticulcendotelial. Los hepatocitcs contienen multiplicidad de
sistemas enzimaticos, que cuando ocurren dafios hepaticeos, las
membranas celulares pueden hacerse permeables o incluso romperse
por lo que las enzimas sSe difunden en el interior del torrente
sanguineo. El comportamiento de la actividad enzimatica del
suero sanguinec ha sido utilizado por numerosos investigadosres

para detectar daMo hepitico.



La valoracién del funcionamiento hepatice por medio de
pruebas bioquimicas puede ser un indicador del grado de dafo
hepAtico que se presenta en equinos sujetos a programas de
inmunizacién para la produccién de sueros hiperinmunes.

Las pruebas funcionales del higado pueden ser clasificadas
en las siguientes categorias (2,3,7,9.11,12):

1. Pruebas que dependen fundamentalmente de secreciocnes y
excreciones hepaticas:

2) Pigmentos biliarwes.
bd Depuracidn de sustancias extrafias al suero.

2. Pruebas que dependen de funciones bioquimicas

especificas:
ad) Pruebas del metabolismo de proteinas.
bY Pruebas del metabolismo de carbohidratos.
©) Pruebas del metabolismo de lipidos.

3. Pruebas en las que se evalua la actividad enzimatica del
suero:

a) Fosfatasa alcalina.
bd Transaminasas.

¢) Otras enzimas

Por lo hasta aqui expresado, el presente trabajo pretende
detectar las alteracicnes que se presentan en el higado de
caballos sometidos a programas de inmunizacién para produccidn
se sueros hiperinmunes., por medic de pruebas de laboratorio

especificas realizadas en el suero.



OBJETIVO

Evaluar la presencia y el grado de dafo hepatico en equinocs
destinados a la produccién de sueros hiperinmunes
antialacranico, antidiftérico y antitetinico en su primer cicle
de produccién por medio de las principales pruebas de
funcionamiento hepatico: determinacién de albumina, globulinas,
bilirrubina directa e indirecta, fosfatasa alcalina sérica,

y transaminasa glutamico - c;xaloacét.ica en ¢l suero sanguineo.



MATERIAL Y METODOS

1) Animales de experimentacidn:

Para el presente estudio se utilizaron 30 equir{os de raza
criocllia, hembras, entre S y 6 aRos de edad, del Instituto
Nacional de Higiene. Los animales fueros divididos en tres
lotes, el lote 1 se utilizs para produceidn de suero
antialacrénico, el lote 2 para produccién de suero antidifteérico
y el lote 3 para produccidn de suera antitetinicao. Como dato
basal Ctestige) se consideré el muestreo del dia cero previo al

tratamiento.

23 Inoculos:

Los bioldgicos empledos comeo indculos son:

fara alacran se usa un extracto crudo, salinoc de macerado
de Telsons de alacranes de las siguientes especies:

Centrurotides Llimpidus Llimpidus, Centrurotdes noxius y
Centrurcoides suf fusus suf fusus; que geograficamente se
distribuyen, en forma predominante, dentro de los estados de
Guerrero, Nayarit y Durango respectivamente; a una dosis de
8 DLSO‘ a 60 DLSO‘ on 12 indculos en 63 dias (Cuadro 1) C10).

Para difteria se emplea toxoide diftérico obtenido a partir
de toxina diftérica inactivada con formaldehido al 0.7 %
proveniente de cultives puros de Corynebacterium difteriae

m.,5° = Dosis Letal 30% en ratén blanco de 21 dias do edod.



C10); las DLSO Craténd utilizadas van en aumento desde 100 hasta
800 en B inéculos en 73 dias C(Cuadro 2).

Para tétanos se ocupa toxnide tetanico obtenido a partir de
toxina tetanica inactivada con formaldehido al 0.7 % proveniante.
de cultivos puros de Clostridtum tetant; las Lf Cunidades de
floculacidénd utilizadas van en eumento desde 100 hasta 600 en 8

inoculaciones en 70 dias.

32 Inoculacidn:

Los animales fueron inoculados sagun los calendarios cue se
muestran en los cuadres 1, 2 y 3.

En el lote 1 Alacran se trabajé durante 72 dias en los que
se aplicaron 12 indculos desde el dia O hasta el dia 63, el
primero utilizé como adyuvante el completo de Freund, el segundo
utilizd adyuvante incompleto de Freund y los 10 restantes Gel de
Aluminio. Se muestrearon los animales en los dias 0, 20, 48 y
69, el dltimeo muestreo programado para ei dia 72 fue imposible
tomarlo debido a causas ajenas al control del experimento.

En el lote 2 Difteria se trabajé durante 84 dias en los que
se aplicaron 8 indculos desde el dia O hasta el dia 73 empleando
el primero adyuvante completo de Freund, el segundo adyuvante
incomplete de Freund y los & restantes gel de aluminto. Los
animales fueron muestreados en los dias O, 24, 59, 80 y 84.

En el lote 3 TéLanos se trabajéd durante 84 dias en los que
se aplicaron 8 indculos desde el dia O hasta el dia 70 empleando
el primero adyuvante completo de Freund, el segundo adyuvante

incompleto de Freund y los 6 restantes gel de aluminio.Los



animales fueron muestreados en los dias O, 34, 68, 80 y B4.

4> Sangria de cosecha y plasmaféresis:

Una vez confirmado el titulo de anticuerpos por pruebas de
.desafio se procedié a la obtenclén del suero sangrando a los
caballios directamente de. la vena yugular y recolectando la
sangre en garrafones individuales con 0.5 1 de ACD; la cantidad
obtenida de cada caballoc fue de 5 a 7 1 de sangre en un periodo
de 20 a 30 minutos aproximadamente, dapendiendo del estado
risico del animal. Este proceso se llevd a cabo durante dos df{as
seguidos.

Los garrafones fueron llevados a un cuarto estéril y se
dejaron sedimentar de 4 a 6 horas para después separar el plasma
del paquete celular, a éste Gltimo se le agregd un litre de
solucidn salina fisiolégica y se agitéd suavemente., el paquete
celular resuspendido fue pasado por filtros de tela para retener
los coagulos que accidentalmente se formaron en la recolecclédn.

Los garrafones fueron cerrados con tapones de goma por los
cuales pasan dos tubos de aluminio, unc para la entrada de aire
al garrafén y el otro para el paso del paquete celular; éste en
su extremo interno al garrafdn tiene acondicionado un filtro de
tela para evitar el paso de coagulos al terrente sanguineo. Por
gravedad se trasfundié a los equinos por puncién de la vena
yugular S horas después de finalizada la sangria de cosecha con

un volumen aproximado de 3.5 1 en un tiempo de 20 minutos.

10



5) Toma de nuestras:

Se colectaron 20 ml de sangre por puncién de . la vena
yugular y se deld reposar sin conservador, ' a temperatura
ambiente y cublierta de la luz para recclectar el sueroc 24 horas
mas tarde en un tubo de ensaye y congelarlo postericormente; en
los dias O, 20, 48 y 60 para el lote 1 Alacran Ccuadro 1D; en los

dias O, 24, 89, 80 y 84 para los lotes 2 y 3, Difteria y Tétanos
Ccuadros 2 y 3.

63 Técnica de laboratorio:

La evaluacién del dafo hepaitico fue realizada por pruebas
de laboratorio. segin la Gerencia General de Bioldgicos y
Reactivos de la Secretaria de Salud: determinacidn de
bilirrubinas directa e {indirecta, determinacidn de proteinas
totales y albdmina, determinacién de fosfatasa alcalina y

determinacién de transaminasa glutidmico - oxaloacética (TGO,

7> Analisis estadistico:

Los valores promedio de las pruebas en las diferentes
nuestras y en los diferentes lotes fueron evaluados mediante
analisis de Friedman para valores no paramétricos ¢8) y
posteriormente fueron analizados por analisis de varianza y
mediante prueba de Tukey para detectar diferencias en los
promedios de los valores obtenidos en cada uno de los momentos

del estudio.



CUADRO '1.. 'Sistema’

oSLéhpiﬁp de

LY ‘sangria ";par‘a o la

lacranico.’

CALENDARIO DE INMUNIZACION PARA EL GRUPO DE ALACRAN

INOCULC | DOSIS DIADE
Dla NUMERO | LD 50~ | SANGRIA ADYUVANTE MUESTREO
0 1 5 Completo de Freund 1
] 2 5 Incompleto de Freund
13 a 5 Qel de Aluminio
20 4 10 Gel da Aluminio 2
27 5 15 Gel de Aluminio
34 ] 20 Qel do Aluminio
41 7 25 Gol de Aluminio
48 8 30 Gel de Aluminio <
55 9 40 Gel de Aluminlo
57 10 50 Gel de Aluminio
50 1 50 Gel do Aluminio
63 12 80 Gel do Aluminlo
€0 PRUEBA 4
il COSECHA
72 COSECHA 5

* Dosls letal 509% (raton)

12

C.R.O.8. 1982




CUADRO 2. Sistema de inoculacién y sangria para la

obtencién de suero hiperinmune Antidiftérico.

CALENDARIO DE INMUNIZACION PARA EL GRUPO DE DIFTERIA

“Inocwo | posis DIADE
DA [NUMERO | LD50* |sANGRIA ADYUVANTE __ |MUESTREC
2] 1 100 Completo de Freund 1
14 2 100 [incompleto de Freund!
24 3 50 Gel de Aluminio 2
2 4 100 Gel de Aluminio
53 5 150 Gl de ANiminio
50 8 200 Gel de Akumin 3
67 7 400 Gel de Aluminio
73 8 00 Gel de Aluminio
80 PRUEBA 4
83 cosecHA
84 cosecHA 5

*Dosls letal 50% (raton)

C.R.O.S. 1002



CUADRC 3. Sistema de

inoculacién y sangrfia para la

aobtencidén de suero hiperinmune Antitetanico,

CALENDARIO DE NMUNIZACION PARA EL GRUPO DE TETANOS

INOCULO DOsis DIADE

DIA INUMERO Lf* SANGRIA ADYUVANTE MUESTREO

0 1 100 Completo de Freund 1
14 2 100 Incompleto de Freund

24 3 50 Qel de Aluminio

34 4 100 Gel de Aluminio 2
41 5 150 Gel de Aluminio

59 ] 200 Qel de Aluminio

66 7 400 Gel de Aluminio 3
70 8 600 Qol de Aluminio

80 PRUEBA 4
83 COSECHA

84 COSECHA 5

* Unidades de flocutacion

14

C.R,0.5. 1882




RESULTADOS

Los valores promedic de cada prueba, en cada grupo para los_
diferentes dias de muestreoc se resumen en los cuadros 4, S5 y 8,
Y en las figuras 1 a 6.

El cuadro 4 muestra el comportamiento del grupe de Alacrian
en el que Se observa un descenso en los niveles de albimina,
incremento en los n!.voles. de globulinas, wvalores con muy poca

variacién tanto para bilirrubina directa como para la indirecta,

tend a al en los valores de fosfatasa alcalina sérica
Yy descenso en los valceres promedio de transaminasa glutamico -
oxaloacética.

El cuadro 8 muestra el comportamiento del grupo de Difteria
en el que se observa un descenso en los niveles de albumina,
incremento en los niveles de globulinas, valores oscilantes en
la prueba de bilirrubina directa, tendencia ascendente en 1la
bilirrubina indirecta, valores con poca varlacidn en fosfatasa
alcalina sérica y un descenso en los primeros valores de la
pruaba de transaminasa glutiAmico - oxaloacética para finalmente
elevarse.

El cuadro 8 muestra el comportamiento del grupo de Tétanos
en el que se observa un descensco en los niveles de albumina, un
asecenso en los niveles de globulinas en los primeros muestreos
Y un descenso en el ultimo, un descenso brusco inicial y un
paulatino aumento en los muestreos finales en la prueba de

bilirrubina directa, aumento en los valores de bilirrubina

13



indirecta, tendencia al descenso en la fosfatasa alcalina sérica
b4 aumento  en los valores de transaminasa glutamico -
oxalcacética.

Er: el cuadro 7 se muestran los valores promedio globales
por grupos en las sels pruebas realizadas.

Se aprecia en la prueba de albumina que el grupo de Tétanos
presenta el valor mas bajo y Difteria el valor mas alto, en
globulinas quien muestra el valer mias bajo es el grupo de
Difteria y el que muestra el valor mas elevado es Tétanos, en
bilirrubina directa el grupc de Alacran presenta el valor mas
bajo y Difteria el mas alto, en bilirrubina indirecta el valer
mas bajo los presenta el grupo de Alacran y el mis alto el grupo
de Tétanos, para la prueba de fosfatasa alcalina sérica el grupe
de Tétanos presenta el valor mAs bajo y Alacran el mas alto,
finalmente para transaminasa glutamico - oxalocacética el grupo
de Difteria presenta el valor mis alto y el grupo de Tétanos el

mas bajo.
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CUADRO 4. Valores promedio de las prusbas de funcionamiento hepatico en equinos sometidos

8 un programa de hiperi izacion para la obtencion de wwero
QUMICA SANGUINEA
DA ALBUMNA |GLCBULINAS | BLIRRUBINA | BLIRRUBINA | FOSFATASA | TRANSAMINASA
DRECTA NDRECTA | ALCALNA GLUTAMICO-
OXALOACETICA
gd g/d mg/dl mg/d iml U. Roitman/ml
1
FREDMAN sl sl NO NO -] 8l
2
IANDEVA-TUKEY
3 A B AB A 8 A
0 301 277 0010 0.093 5256 12288
4 -] 8 AB A A B
4 g 372 0012 0.064 84.32 84.67
5 B A A A A 8
59 263 525 0.016 0.048 87.06 6852
8 B A B A A B
80 258 513 0008 0.058 9825 85.35
1 - FREDMAN: 8o acepta bipotesis altema M1 = existon dfurench ' 3on
erttre los valores, P = 0.05
2 - ANDEVA - TUKEY: Medias con la misma lstra en la misma columna no son estadisticamenta

[~ I N )

dXorantes P = 0.05
Muestreo basal
Moastreo tomado despues de dos inoculaciones
Muestreo tomado despuss da cinco inocuiaciones
Moestreo tomado despues da ocho inoculationes CROS. 1992
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CUADRO B. Valores promedio de las pruebas ds funclonamiento hepatico an equinos sometidos

aun de parala de suero
QUIMICA SANGUINEA
DIA ALBUMINA |GLOBULINAS | BLIRRUBINA | BLIRRUBINA | FOSFATASA | TRANSAMINASA
DIRECTA INDIRECTA ALCALINA GLUTAMICO-
OXALOAGETICA
g/ gra mgid mg/d my/m U. Retman/m
1
FRIEDMAN 81 k3] NO NO NO NO
2
ANDEVA-TUKEY
3 AB A A AB A A
0 384 319 0071 0214 913 1154
4 A A A AB A AB
24 381 323 0.098 0248 859 102.7
5 8 A A 8 A AB
58 303 4.09 0078 0111 89.7 994
[ AB A A AB A -]
80 3.80 370 0.108 0238 7741 727
7 AB A A A A AB
84 323 458 0.088 0.428 832 974
1 - FRIEDMAN: 5¢ aospta hipotes!s alterna H1 = oxisten
ontro [os valores P = 0.08
2 - ANDEVA - TUKEY: Mediaa con ka misma letra on la misma columna no 2on estadisticamente
cllorentes P = 0.05
3 Muestreo basal
4 Musstreo tomado dempues de dos lnoculaciones
5 Muestreo tomado despues de cinco inoculaciones
& Muastreo tomado despuea de ocho inoculaolones
7 Muestreo final tomado despues de dos sangrias de coseche

¥ 3ua respoctivas plasmaieresis C.R.0.5.1992




GUADRO 8, Valores promedio de laa prusbas de funcionamiento hepatico en equinos sometidos

aun s hip pastla do suero
QUIMICA SANGUINEA
2173 ALBUMINA |GLOBULINAS | BLIRRUBINA | BLIRRUBINA | FOSFATASA | TRANSAMINASA
DIRECTA INDIRECTA ALCALRIA GLUTAMICO-
OXALOACETICA
oidl g _mgid my/d mu/m U. Retman/mi
1
FRIEDMAN St S NO st NO St
2|
ANDEVA-TUKEY
3 A A A B8 A 8
] 348 438 0118 0234 1104 18
4 AB A B B A A
34 2% 5.28 04 0.238 ar.7 58.89
5 A A AB B A A
66 17 i 483 0.0°9 8158 758 8.75
[ (] A ;) AB A A
80 308 523 0.083 0.348 731 8310
7 B A AB A [ A
8« \ 2% 3 233 0.076 aso 851 oatatd
1 - FRIEDMAR: 5¢ sountn tholests slemna HY = exsien dotenci=s sotadeiorments siariinad-an
entre los valores, P = 0.06
2 - AMDEVA - TUKEY: Hedlss con fa misma letra on la misma columna no son sataciaticamerts
dferontss. P = 2.05
N Wusitreo basd
4 Musetrso temado despues de tres Inoculaclones
5 Muestieo tomado despues de saks inoculaciones
§ Muesiteo tomada despuss 3 ocho Inccudaciones
7 Musslreo find tomado deepues de dos sangriss do cosocha

¥ sus respecitvas plasmaleresis

CRO.S. 1082
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CUADRO 7. Valores promedio globales de las prusbas de funcionamiento hepsatico en equinos
sometidos a o3 programas de hiperinmunizacion para ka obtencion de suero Antialacranico,

Antidifterico y Antitetanico.
1
QUIMICA SANGUINEA
GRUPQ | ALBUMINA |GLOBULINAS | BILIRRUBINA | BILIRRUBINA | FOSFATASA | TRANSAMINASA
DIRECTA INDIRECTA ALCALINA GLUTAMICO-
OXALOACETICA
g/dl g/di mg/dl mg/di mu/mt U. Reitman/mi
B AB B B A B
ALACRAN 3.07 4.22 0.011 0.065 87.44 80.36
A 8 A A A A
DIFTERIA 3.46 3.75 0.085 0.248 86.58 97.10
B A A A A c
TETANOS 3.00 4.69 0.077 0.312 80.05 60.35

1

Medlas con la misma letra en la misma columna no son estadisticamente diferentea P = 0.05

CR.O.S. 1982
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FIGURA 1. Valeres promedio para la prueba de albumina

en los diferentes dias de muestreo para los

grupos de Alacran, Difteria y Tétanos.
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FIGURA 2. Valcres promediec para la prueba de globulinas en
los diferentes dias de muestreo para los grupos

de Alacran, Difteria y Tétanos.
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FIGURA 3. Valores promedio para la prueba de bilirrubina

directa enlos diferentes dias de muestrec para

los grupos de Alacran. Difteria y Tétanos.
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FIGURA ‘4. ‘Valores promedic para la prueba de bilirrubina

indirecta en los diferentes dias de muestreo para

los grupos de Alacran, Difteria y Tétanos.
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FIGURA 8. Valcres promedio para la prueba de fosfatasa

alcalina sérica en los diferentes

dias -de

muestrec para los grupos de Alacran, Difteria y

Tétanos.
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FIGURA 8. Valores promedioc para la prueba de transaminasa
glutamico ~ oxaloacética en los diferentes dias
de muestreo para los grupos de Alacran, Difteria

y Tétanos.
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FIGURA 7. Valeres promedio globales de los grupos de
Alacran, Difteria y Tétanos para la prueba de
albdmina. y : :
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FIGURA ‘8. Valores promedioc globales de los grupoes de
Alacran, Difteria y Tétanos para la prueba de

globulinas.
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FIGURA ©. Valores promedio globales de los grupes de
Alacran, Difteria y Tétanos para la prueba de

bilirrubina directa,.
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FIGURA 10. ' Valores promédio globales de los grupos de
Alacran,

Difteria y Tétanos para la prueba de
bilirrubina indirecta.
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FIGURA 12. Valores promedic globales de los grupos de
Al acran, Difteria y Tétanos para la prueba de

transaminasa glutamico ~ oxaloacética.
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DISCUSION.

La utilizacién de pruebas bloquimicas para la valoraclén
de)l daflo hepatico son una herramienta muy utilizada y pueden ser
ttiles para la deteccidn de alteraciones que se generan en los
animales sometidos a inoculaciocnes multiples para la elaboracldén
de sueros hiperinmunes.

En el presente estudio, en el grupo de alacran se
encontraron variaclones estadisticamente significativas en los
valores de albumina, globulinas, bilirrubina directa, fosfatasa
alcalina sérica y en la determinacién de transaminasa -
glutamico oxalocacética; para la prueba de bilirrubina indirecta
no existieron diferencias estadisticamente significativas entre
los valores obtenidos durante el estudio.

El higadso es la fuente de toda la albaimina sérica, y la
falla en la sintesis de estas proteinas puede disminuir su
cancentracién sérica. Generalmente esta falla no ocurre sino
‘hasta los estadou terminales de lLa enfermedad; de esta forma, la
determinacién de los niveles de albimina sérica no son muy
Gtiles para detectar estados tempranos de enfermedad hepatica
(429

El grupo de alacran mostréd que en la concentracién de
albumina existe una tendencia al descenso desde el valor inicial
superior al nivel maximo normal con respecto a los muestreos
subsiguientes, aunque sin rebasar el valer minime normal
reportado en la 1literatura. No obstante la diferencia es
estadisticamente significativa entre el muestreoc basal Cdfa O) y

el resto de los muestrecs C(dias 24, 59 y 80) (figura 1). La



disminucién en la cantidad de albimina puede ser compensatoria
al aumento en los niveles de globulinas para mantener el
equilibrio oncdtice €3,14) en animales utilizados para producir
sueros hiperinmunes. En enfermedades hepiticas crénicas los .
niveles de albumina descienden y el animal tiende a la
hipoproteinemia por falta de sintesis protélca sérica. En el
presente estudic no se afectd la produccidén de proteinas totales
¥y ningdn animal manifestsd signologia de insuficiencia hepatica.
Muestreos posteriores paodrian determinar si el comportamiento de

descenso continga para confirmar la presencia de dafio hepitico.

Los niveles de globulina sérica pueden incrementarse tanto
en infecciones como en enfermedades hepaticas autoinmunes. Este
incrementc en los niveles séricos de globulinas asociado al
decremento de albimina sérica tenderd a disminuir la relacién
albdminasglobulina C5.

En los valores de la concentracién de globulinas existe una

tend: ia al reb do los niveles normales a partir del
dia 59 con diferencias estadisticamente significativas con
respecto al valor inicial antes del peaeriocdo de inmunizacién
Crigura 23, Las  variaclones cobservadas corresponden a lo
esperado en un programa de hiperinmunizacién ya que los

anticuerpos formados son gamma-globulinas C20).

Otro indicador de la funcién excretoria del higado es la
bilirrubina tanto la directa como la indirecta. Una hemdlisis
ocasionaria inicialmente un incremento de bilirrubina indirecta

¥ un discreto ascenso de la bilirrubina directa. Una falla
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hepAtica en la cojugacién ocasionarad un incremento en los
niveles séricos de la bilirrublna indirecta mientras que una
falla en la secresidn produciri un ascenso en los niveles de la
bilirrubina directa. Un bloqueo del flujo biliar, puede causar
también un incremento de los niveles séricos de bilirrubina
directa e indirecta C4). =

Los valores sériceos encontrados de bilirrubina directa
muestran que existe una tendencia al ascenso sin alcanzar el
valor minimo normal, las variaciones encontradas no son
estadisticamente significativas con respecto al wvalor del
muestrec basal. Este grupo mostré en la totalidad de los

muestreos valores por debajo de los minimos normales Cfigura 3D.

En la prueba de bilirrubina indirecta no se observaron
alteraciones estadisticamente significativas Cfigura 4D. En esta
prueba se observa también el mismo comportamiento que en la

anterier, mostrando valores muy bajos y parecidos entre sf.

El incremento de la actividad enzimidtica del suero es a
menudo el primer cambio notable en enfermedad hepatica. lLas
enzimas hepAticas se encuentran siempre dentro de los
hepatocitos donde catalizan la mayor parte de los procesos
bioclégicos. Cuando se dafia el hepatocite y se plerde la
integridad de las membranas., las enzimas son liberadas hacia el
torrente sanguineo. Las enzimas que se encuentran normalmente en
altas cancentraciones dentro de las células hepaticas
exclusivamente pueden ser empleadas para el diagnéstico de

enfermedades hepiticas ya que los cambios son mis pronunciades.



Existen evidencias de que el incremento de ciertas enzimas en el
suera ho son tan significativas en grandes especies como en
humanos y perros C5). La concentraclién sérica de algunas enzimas
aumenta cuando las membranas celulares son alteradas
Ctransaminasas y deshidrogenasa lacticad, y otras aumentan
cuando ocurren blogqueos de la excresioén biliar (fosfatasa
alcalina y gamma glutamil transferasad. Las enzimas mas
comunmente empleadas en problemas hepiticos =on fosfatasa
alcalina, transaminasa éluharn!.co - piravica, transaminasa
glutamico - oxalocacética, deshidrogenasa del sorbitol,
deshidrogenasa lactica, deshidrogenasa del gutamate y gamma
glutamil transferasa (S).

LLa fosfatasa alcalina es una enzima no especifica,
hidroliza muchos ésteres del Aclido fosférico y se encuentra
presente en higado, hueso, intestino, placenta y riffones. Se
excreta por via biliar, asi que al incremento en la actividad
sérica de fosfatasa alcalina suglere obstrucecidén biliar CS5).

Los valcres séricos de fosfatasa alcalina encontrados en el

grupa de alacrin muestran una t doncia al desd el
muestreo basal Cdia 0 y el resto de los muestreos C dias 24, 58
y B0)., Esta tendencia ascendente conforme avanza el tiempo
sugiere lesién hepitica, sin embargo los valores referenciales
cltados en la bibliografia para fosfatasa sérica en equinos son

muy variables C(figura B).
La transaminasa glutamico -~ oxaloacética comunmente se usa
para indicar daNo hepatocelular. Se encuentra presente en

corazén, sistema musculo - esquelético y rifén, asi que la

as



actividad sérica de transaminasa glutAmico - oxaloacética se
vera incrementada en dafio hepatico y muscular €4,5).

Los valores de transaminasa glutadmico - oxaloacética en el
suero de los equinos del grupo de alacran muestran una tendencia
al descenso, se aprecia que el valor iniclal se encuentra por
encima del rango normal y desclende sin rebasar el limite minimo
normal en los subsiguientes muestreos. Se observan diferenclas
astadisticamente significativas entre el muestreo basal C(dia O)

y el resto de los muestrecs (dias 24, 59 y 802.

En el grupo de difteria se observaron variacliones con
diferencias estadisticamente significativas en los valores de
albGmina y globulinas, para las pruebas de bilirrubina directa,
bilirrubina indirecta, fosfatasa alcalina sérica y transaminasa
glutamico - oxaloacética ne se apreciaron diferenclas
estadisticamente significativas con respecto al valor inicial
antes del procedimiento de inoculacicnes y sangrias.

En la prueba de albimina existe una variaecién en los
valores de los muestrecs de los dias O, 24 y B0 que sobrepasan
el limite maximo normal mientras que los valores de los dias 58
y 80 se encuentran dentro del rango normal, la diferencia
estadisticamente significativa se aprecia entre los valores de

los dias 24 y 59.

Los valores de la concentraciédn sérica de globulinas
muestran un incremento gradual con diferencias estadisticamente
significativas, El comportamiento de este grupo corresponde al

esperado ya que paulatinamente va aumentade la concentracién de

97?



globulinas hasta sobrepasar el valor maximo normal en el dia 84

a pesar de haber pasado ya por dos sangrias de cosecha.

En la prueba de bilirrubina directa se observa que en ].os.
muestreos de los dias 24, 58 y 80 el valor obtenido sobrepasa el
valor maximo normal dfigura 3), sin embargo, estos cambios no
son estadisticamente significativos. El comportamiento global de
todos los muestreos indican elevaciones y descensos alternados
que podrifan ser Lndicativc;s de lesidn hepatica aguda seguida de

una rapida recuperacidén.

En la prueba de bilirrubina indirecta existe una tendencia
al ascenso mostrande sole un ligero descenso en el muestrec del
dia 50. El valor del ultimo muestreo es numéricamente mayor.
Este cambio puede deberse bién a una lesidén hepitica, bién a una
hemélisis intravascular pudiendo estar relacionada con 1la
aplicacién de dos plasmafésresis correspondientes a las dos
sangrias de cosecha las diferencias encontradas ne son

estadisticamente significativas.

En ia prueba de fosfatasa alcalina séricoa existe una
tendencia oscilante sin manifestar diferencias estadisticamente
significativas Cfigura 5. El valor mas alto observado
correspende al dia 84, dltimo dia del primer cicle ) de
produccidén. La tendencia al aumento de esta enzima en el suero

sugiere lesién hepatica inicial.
Los valores de los muestrecs en la prueba de transaminasa
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glutaAmico - oxalocacitica manifiestan una tendencia descendente
en los primeros cuatro muestreos con un incremento en el ultimo
Cdia 843 C(figura B).No existen causas reportadas de disminucién
en la concentracién sérica de transaminasa glutamica -

oxaloacética,

En los cinco muestros que se realizaron en los caballos del
grupo de tétanos se apreciaron cambios que resultaron ser
significativos estadisticamente. Estos camblos se apreciaron en
las pruebas de albudmina, globulinas, bilirrubina indirecta y
transaminasa glutamico - oxaloacética; en las pruebas de
bilirrubina directa y fosfatasa alcalina sérica los cambios

encontrados resultaron ser no significatives.

La concentracidn sérica de albimina encontrada muestra una

t d ia al d. 180, Los primeros cuatro muestrecs =e
encuentran dentro del rango de valores normales, el dltimo
muestreo rebasa el valor minimo normal. La diferencia
estadi{sticamente significativa se aprecia entre los valores de
los dias O y 85 con respecto al tGltimoc muestreo Cdfia B4d>. Los
muestreos de los dias 34 y 80 no muestran diferencias

significativascon respecto a los otros valores ni entre ellos.

Los valores de la concentracién sérica de globulinas
muestran que los muestreos de loz dias 24, 58 y 80 se encuentran
fuera del valor miAximo normal mientras que los de los muestreos
basal y final Cdfas O y 842 se encuentran dentro del rango de

los valores normales, siendo estas variaciones estadi{sticamente
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significativas. Las globulinas aumentaron mientras duréd el
calendario de hiperinmunizacién, en el wdltimo muestreo se
detectd una disminucién debida probablemente a las sangrias de

cosecha.

En la prueba de bilirrubina directa se observa una

t dencia al perc sélo apartir del dia 24 ya que entre

dste y el primer muestrec se aprecia un marcado descenso. Los
muestreos que sobrepasan el nivel maximo normal son los de los
dias O, 80 y 84, ‘Las diferencias no son estadisticamente
significativas. Estas varlaciones en los valores pueden deberse

a periodos de lesidn y recuperacién hepaticas.

En la prueba de bilirrubina indirecta las diferenclas
estadisticamente significativas 5o observan entre los tres
primeros muestreos Cdias 0, 34 y 668) y el tltimo Cdia 84d. EI
dnico muestreoc que no es estadisticamente diferente a los demas
os el del dia 80. El marcado ascenso podria ser indicativo de
daffo hepatico a consecuencia de los inéculos aplicados © por
efecto de una hemoélisis €2,3,14> relacionada con la

plasmaféresis.

La concentracién sérica de fosfatasa alcalina sérica
muestra una tendencia al descenso desde el dfia O hasta el dfa BO
para posteriormente elevarse on el dia 84. Estas variaciones no
son estadisticamente significativas. La direccién ascendente de
la concentracién sérica de fosfatasa alcalina conforme avanza el

tiempo suglere lesidn hepatica €2,143 Cfigura 5).
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Los valcres de los muestreos en la prueba de transaminasa
glutémico - oxaloacética muestran una tendencia ascendente desde
el dia O hasta el dia 80 sin llegar a rebasar el nivel maximo
normal, el valor del muestreo basal es el unice que rebasa el
valor minime normal, en el Gltimo muestreo Cdia B84 se observa
un . descenso Qque no sobrepasa el nivel minime normal. La
diferencia estadisticamente significativa se observéd entre el
nuestreo basal Cdia 0> y el resto de los muestreos Cdias 34, 66,
80 y 84) d(figura B6); alteraciones en diversos érganos como
sistema misculo - esquelétice, dafio al miccardio o enfermedades
hemoliticas, ademis de lesién hepatica, pueden provocar valores

elevados en las transaminasas C2,3,14).

En cuanto al comportamiento observado en los va'lores
globales promedio entre los tres grupos se puede mencionar lo
siguiente:

En la prueba de albimina se observa diferencia
significativa entre el grupo de Difteria y los otros dos,
aclarande que los valores promedio de los tres grupos se
encuentran dentro del rango de valores nermales. El  valor
promedio del grupo de Difetria es mayor que los valores promedio
de los grupos de Alacran y Tétanos.

En la prueba de globulinas se observaron diferenclas
significativas entre los grupos de Difteria Y Tétanos
encontrandose el valor medioc mis alto en el grupo de Tétanos y

el mas bajo en el de Difteria, el grupo de Alacran no mostrs
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diferencia estadistica con los otros grupos.

El valor promedio del grupo de Tétanos se encontré por
encima del wvalor maximo nermal, los wvalores de los grupos de
Difteria y Alacran se encontraron dentro del rango de valores
normales.

En la prueba de bilirrubina directa también se observa
diferencia significativa entre el grupo de Alacrén y los grupos
de Difeteria y Tétanos siendo éstos dos iltimos mayores que el
primero, el cual se encuentra debajo del valor minimo normal en
contraste con los grupos de Difteria y T4tanos que sobrepasan el
valor maximo normal.

Para la prueba de Bilirrubina indirecta la diferencia
significativa se encuentra entre el grupo de Alacran y los otros
dos, siendo mas altos los valores promedic de los grupos de’
Difteria y Tétanos que el de Alacran. El grupo de Tétanos
sabrepasa el valor méximo normal y los otros dos se encuentran
dentro del rango de valores normales.

Para la prueba de fosfatasa alcalina sérica no se
observaron diferencias estadisticamente significativas, la
bibliegrafia no reporta valcres normales para esta prueba en
equinos.

En la prueba de transaminasa glutimico ~ oxaloacética
existen diferencias significativas entre los tres grupos, el
valo;- promedio mias alto se encuentra en el grupo de Difteria y
el mis bajo en el grupo de Tétanos. Todos ellos se encuentran

dentro del rango normal de valores.
Los resultados globales de las diferentes pruebas en los
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tres grupos nos indican la capacidad de cada indculo de provocar
lesiédn hepatica y el grado en que son capaces de inducir una
mayor © menor cantidad de anticuerpos.

No existe una disminucidén significativa de los niveles de |
albimina en los tres grupos lo que indica que en el primer ciclo
de produceidn no hay dafio hepatico severo que pueda reflejarse
en descenso brusco de los niveles de albUmina.

Existe un aumentoc notable en los tres grupos de los niveles
de globulinas pero el uUnico grupo que rebasa los niveles
normales es el de Tétanos, lo que sugiere que es el indculo con
mayor capacidad antigénica.

Se observa un descenso notable en los niveles de
bilirrubina directa en el grupoe de Alacran mientras que los
otros grupos rebasan el valor maximo normal, lo que sugiere una
lesién hepatica moderada.

En la prueba de bilirrubina indirecta el grupo de Difteria
se mantuvo en un rango moderadamente alte y el grupe de Tétanos
sobrepasa el valor miAximec normal, lo que sugiere un gradoc mayor
de toxicidad hepitica del inéculo de Tétanos. La causa de la
disminucidn en los valores de bilirrubina directa y bilirrubina
indirecta en el grupo de Alacran no ha sido determinada.

En la prueba de fosfatasa alcalina sérica se observa
uniformidad en los valores glaobales de los tres grupos, sin
embargo, no existen valores normales reportados en la
bibliografia para esta prueba.

En la prueba de transaminasa glutamico - oxaloacética los
valores globales de los tres grupos se encuentran dentro del

range de valores neormales que cita la bibliografifa, la
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proximidad que muest'ra él valor del grupo de Difteria al limite
superior sugiera mayor Loxicidad hepaitica de éste 1n6culo con

respecto 'a los ot.ros dos.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidoes de las diferentes pruebas
realizadas para la valoracidn del daffo hepatice en equinos |
destinados a la produccién de sueros hiperinmunes
antialacranico, antidiftérico vy antlteténtco.’ indican que
después de un periodo inicial con 12 inoculaciones para el grupo
de alacran, 8 para los grupos de difteria y tétanos y dos
sangrias de cosecha con sus respectivas plasmaféresis para cada
grupo, existen camblos que sugieren un dafo hepatico
inicial.

Se considera que la aplicacién masiva de antigenos y los
procedimientos de sangria y plasmaféresis a los que son
sometidos los caballos destinados a la produccién de antisueros
provocan alteraciones hepiticas por lo que es importante el
estudio bioquimico y clinico de los mismos para detectar éstas
alteracicnes lo mas temprano posible e implementar medidas que
disminuyan las lesiones y prolonguen la vida productiva de los
equint‘:s. asf comec su eficiencia productiva.

Estudios seriados a intervalos determinados para evaluar la
eficiencia inmunoldgica de los equinos, para evaluar el dafio
organico tanto hepitico, como renal y cardiaco, con pruebas mis
especificas como biopsias hepaiticas, pueden ayudar a prolongar
la vida productiva de estos animales.

Se sugiere el seguimiento de los casos de los animales que
fallezcan por medio de estudios de necropsia e histopatologia
para confirmar lals? causalsd de la muerte y el grado de lesién

en los 4rganos del animal.
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TABLA DE SIMBOLOS Y ABREVIATURAS
S{mbolo o abreviatura Significado

Cen orden de aparicién)d

1 litros
g gramos :
md mililitros
c.b.p. ) cuanto baste para
DLBO Dosis Letales 50%
TGO Transaminasa Glutamico -
Oxalocacética
Lt Unidade de floculaciédn
g-dl gramos/decilitro
mg-dl miligramos-decilitro
mU~/ml . miliUnidades/mililitro
U. - Reitman/mi Unidades Reitman/mili-
litro
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