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RESUMEN

Con la finalidad de evaluar la posible influencia del
biotipo bovino (Holstein y Pardo Suizo), sobre el
hemoleucograma de becerros esplenectomizados
se utilizaron cuatro animales, dos de cada
biotipo. El procedimiento quirdrgico utilizado
mostrd ser seguro, no observandose trastornos
postoperatorios atribuidos al mismo. Las variables
estudiadas comprendieron el hemoleucograma
absoluto y las proteinas séricas totales, mediante
el empleo de procedimientos estandares no
automatizados. Se demostré que el eritograma y
leucograma, fue influenciado por el factor etario
(P<0,05). A partir de los resultados obtenidos, no se
puede afirmar cual de los dos biotipos usados, sea
el mejor modelo para el estudio de hemotropicos
de interés médico veterinario. Las modificaciones
en las variables analizadas se atribuyen al estrés
quirurgico, lo cual pudo acelerar la produccion de
radicales libres y de las proteinas de fase aguda.
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ABSTRACT

In order to assess the possible influence of
the biotype (Holstein and Brown Swiss) on
splenectomized calves hemoleucogram four
animals were used, two of each biotype. Surgical
procedure showed to be safe, postoperative
disorders attributed to the same were not observed.
Variables studied were absolute hemoleucogram
and total serum protein, using standard procedures
not automated. It was demonstrated that eritogram
and leucogram was influenced by the age factor
(P<0.05). From these results, one can not say
wich of the two biotypes used, is the best model to
study hemotropic of veterinarian interest. Changes
in variables analyzed were attributed to surgical
stress, which can accelerate free radical production
and acute phase protein.

Key words: Hemoleucogram, splenectomy, Holstein,
Brown Swiss.
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INTRODUCCION

La carencia de un modelo animal de laboratorio
es uno de los principales obstaculos en los
esfuerzos de los investigadores para elucidar
los mecanismos clinicos, patogénicos e
inmunitarios, entre otros, de las enfermedades
hemotropicas (anaplasmosis y babesiosis)
transmitidas por garrapatas de la familia Ixodidae
(Rhipicephalus microplus). Las estrategias de
control mundial de estas noxas se enfocan hacia
el uso de métodos mas eficaces y sostenibles
como es la vacunacion (Bittar et al., 2004). Para
ello, se investigan inmundgenos o vacunas
producidas con hemotropicos atenuados,
inactivados, subunidades de parasitos, proteinas
recombinantes, cultivo celular y péptidos
sintéticos (Facury et al., 2012; Dark et al., 2011,
Murta, 2005).

Enlaactualidad, uno de los requisitos para probar
la eficacia de esas vacunas, es la necesidad
de contar con bovinos libres de hemoparasitos
(Anaplasma marginale, Babesia sp.) y areas
exentas de garrapatas por considerarse a estos
ectoparasitos como los principales vectores de
la anaplasmosis y babesiosis bovina (Shkap et
al., 2007).

Las investigaciones sobre estos hemotrdpicos
en Latinoamérica y Venezuela, utilizan
principalmente bovinos de la raza Holstein y en
menor cuantia sus cruces u otras razas, sean de
procedencia faurus o indicus (Rojas et al., 2011;
Blandino y Alonso, 2004; Espinoza et al., 2002;
Giardina et al., 1993).

De tal manera, se presentan dificultades en el
origen de los bovinos para uso experimental.
Los de fuente Bos taurus son genéticamente
mas susceptibles a los hemotropicos, cuando
son comparados con los de origen Bos indicus
(Goes, 2007; Espinoza et al., 2002), pero en
relacién a los Bos taurus no hay citaciones que
sefalen cual raza es la mas idénea para estudios
experimentales con protozoarios y rickettsias
intraeritrocitarias (Bittar et al., 2004).

En esta investigacion preliminar se propuso
estudiar sobre los biotipos Bos taurus Holstein
y Pardo Suizo esplenectomizados, la interaccién
del hemoleucograma y las posibles variaciones
entre ellos.
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MATERIALES Y METODOS

Se emplearon cuatro becerros Bos taurus, dos
del biotipo Holstein con siete meses de edad
aproximadamente y dos biotipo Pardo Suizo
de cinco meses. Previo a la esplenectomia
experimental, todos los becerros fueron
cuidadosamente examinados para descartar
enfermedades hemotrépicas preexistentes,
mediante el uso de técnicas parasitoldgicas,
serolégicas 'y moleculares (datos no
presentados). La inmunosupresion quirdrgica
se realizd0 mediante protocolo convencional
(Reinbol et al., 2010). Todo esto fue realizado
manteniendo los principios bioéticos para
ensayos o experimentos con mamiferos vivos.

Los animales experimentales se mantuvieron
en un galpén bajo condiciones controladas para
ectoparasitos y su alimentacion consistié en
el suministro de heno, alimento concentrado,
minerales, vitaminas y agua ad libitum. EI
lapso del experimento abarcé seis semanas
en los dos grupos de animales estudiados.
Posterior a la esplenectomia, se tomaron
muestras de sangre completa y suero, minimo
dos veces por semana. La variables evaluadas
correspondieron a la condicién corporal (estado
fisico, datos no presentados), temperatura rectal
(Temp), hematocrito (Ht), hemoglobina (Hb),
nuamero total de eritrocitos (NTE), nimero total
de leucocitos (NTL), plaquetas (Plaq) y proteina
sérica total (PST), mediante procedimientos
estandares no automatizados (Benesis et al.,
2012ab; Rengifo et al., 2010); Los resultados
se expresaron en unidades internacionales
estandares Sl (Kaneko, 1989; Sandoval et al.,
1994).

Previamente al andlisis estadistico, se aplico la
prueba de Shapiro-Wilks con el fin de determinar
la normalidad de los datos, resultando que
los mismos se ajustaron a una distribucion
normal. Los valores se agruparon en medias
y su desviacion estandar, comparandose por
intermedio de una prueba “t” Student’s para
muestras independientes con un valor maximo
del 5% (Petrie y Watson, 2006).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la presente evaluacién, no se evidencio
ninguna reaccién adversa que pudiera
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ser atribuida a la cirugia en los becerros
esplenectomizados. Los valores de los
componentes del hemoleucograma obtenidos en
este trabajo preliminar, estan representados en
el Cuadro. Los valores medios de la temperatura
rectal postesplenectomia en ambos grupos, no
indicaron diferencia estadistica, a pesar de ser
los animales diferentes en biotipo y edades.
Las anteriores medias oscilaron dentro de los
valores fisioldgicos sefalados para la especie
(Blood y Radostits, 1992).

Referente a los indices eritrociticos Ht, Hb y
NTE se notd desigualdad estadistica (P< 0,05)
al confrontar las medias respectivas del conjunto
Holstein y Pardo Suizo; observandose para
el caso de la hemoglobina que los becerros
pardo suizo expresaron una media (14 g/l),
ubicada hacia el limite superior sefialado por
algunos autores en sus investigaciones o por
la literatura como referencia para los bovinos
(Benesis et al., 2012a; Espinoza et al., 2002;
Jain, 1986). Espinoza et al. (2002) estudiando
la tetralogia hemotrépica en becerros biotipo
cebuinos esplenectomizados a nivel de campo,
encontraron promedios para la variable Ht y Hb
cifras de 0,28 y 100 g/I, respectivamente. En
el pais existen muy pocos articulos donde se
describan los parametros del fisiologismo en
becerros posterior a las esplenectomias o que
traten de explicar si existe o no correlacion dada
la heterogenicidad de los animales utilizados en
esos ensayos (Espinoza et al., 2002; Giardina et
al., 1993; Aso, 1987).

A pesar que el efecto edad de los animales
experimental, podria influenciar el NTE vy
la concentracion de la hemoglobina, es
dificilmente definible por los datos visualizados
en esta investigacion técnica, expresar que
las diferencias encontradas en el indice
hematimétrico hemoglobina, sea atribuible
inequivocamente a la edad de los becerros
pardo suizo.

En cuanto a los parametros hematoldgicos
(eritrograma) en su conjunto, la supresién
quirurgica del bazo no afectd tales variables
en los dos grupos analizados; la explicacién
podria ser inferida, dado que la produccion de
eritrocitos es regulada por la eritropoyetina,
hormona secretada por el rifidn, y este metabolito
puede estimular bajo un régimen adecuado de
proteinas, minerales y vitaminas a la médula
Osea para aumentar su ritmo de produccién,
aproximadamente en 48 a 78 horas, lo cual
quizas contribuya de manera fehaciente a que
los becerros esplenectomizados recuperen
rapidamente sus valores del eritrograma (Goez,
2007), si estan sometido durante el lapso
experimental a una alimentaciéon adecuada.

El numero de leucocitos circulantes se modifica
considerablemente, y la variacién depende
ademas de la edad, de otros factores entre los
cuales se debe considerar el estrés (estado
fisioldgico del animal; Jain, 1986). En este estudio
preliminar, los datos conseguidos del NTL en los
dos grupos valorados se mantuvieron durante
todo el lapso experimental dentro del rango de

Cuadro. Valores medios y desviacion estandar (X £ DE) del hemoleucograma en los becerros
Holstein y Pardo Suizo esplenectomizados.

HOLSTEIN PARDO SUIZO DS
VARIABLES X + DE X + DE
Temp (°C) 38,5 0,2 38,6 0,2
Ht (11) 0,28 0,02 0,32 0,02 0,05
Hb (g/1) 91 10 141 14 0,05
NTE (T/l) 6,6 0,7 7,3 1,1 0,05
NTL (g/1) 6,8 0,7 7,5 0,8 0,05
Plag (x 1000) 235 43 247 70
PST (g/l) 68 6 65 4

1 Diferencia significativa (P<0,05); X = media.
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4 a 12 g/l mencionado por Jain (1986). De la
misma manera, las medias estuvieron proximas
a la cifra referencial (Benesi et al., 2012b; Jain,
1986). Se observo que los becerros Pardo Suizo
indicaron una media mas alta que los Holstein,
y a su contrastacion estadistica, reflejaron
diferencia significativa (P<0,05). Inferimos que
la explicacion anterior, pudiera ser atribuida a
la edad del grupo P S (cinco meses), ya que el
contaje del NTL tiende ser alto en animales en
crecimiento (Jain, 1986).

En consecuencia, la esplenectomia como estrés
quirurgico, y al afectar las subpoblaciones
de leucocitos, debié6 producir diversas
anormalidades inmunolégicas, como
disminucion en los niveles de anticuerpos
(IgM, IgG), disfuncién del sistema fagocitico
mononuclear (SFM) y respuesta anormal a la
presencia de antigenos (Brandt et al., 2005;
Ochoa et al., 2003), situacion que no se pudo
evidenciar o deducir en este estudio piloto. En
ese mismo orden de ideas, existen suficientes
evidencias que la produccién de una herida
quirurgica, presupone el incremento de la
demanda caldrica, de células involucradas en
los procesos inflamatorios y las de reparacion
histica. De forma paralela, la reconstruccion
ylo reparacion del tejido lesionado, requiere la
colaboracién proteica con aporte de aminoacidos
esenciales, siendo estos a su vez indispensables
para la glucogenogénesis, sintesis de proteinas
plasmaticas y reactantes de fase aguda.

Con relacion a las plaquetas (Cuadro) se
observa que las medias en los dos grupos
experimentales, se mantuvieron por debajo del
promedio referencial (5 x 10%), aunque el rango
para este indice es bastante amplio (1 — 8 x 105;
Jain, 1986). La comparacion estadistica no fue
significativa. Por consiguiente, la esplenectomia
no afecté o alter6 de manera comprometedora
el sistema de la coagulacion, hallazgo clinico
laboratorial que permite el monitoreo del
tratamiento y formular un prondstico después
del estrés quirargico.

La determinacién de la PST reveld que los
valores medios de los becerros (Cuadro), fueron
muy parecidos a los aludidos como fisiologicos
en la literatura (Cotter, 2001; Harvey, 2001), y
no arrojaron desigualdad estadistica entre las
medias. Por consiguiente la inmunosupresion
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quirurgica aparentemente no afectd la
funcionalidad de las mismas; y su interpretacion
conjuntamente con los valores medios del
hematocrito, permitid interpretar un cuadro
fisioldgico normal en los animales sometidos al
estrés quirurgico posterior a la esplenectomia
(Tavares, 2007; Harvey, 2001).

Es importante acotar que Ochoa et al. (2003)
en sus trabajos experimentales, utilizando
como modelo bioldgico ratas Sprague Dawley,
demostraron que la esplenectomia disminuye
la produccion de oxido nitrico y posiblemente
otros radicales libres por parte del higado, y
como consecuencia el organismo es incapaz
de producir una respuesta de fase aguda para
cumplir con las propiedades metabdlicas de
destruccion de microorganismos por fagocitosis,
sintesis de mediadores inflamatorios y la
detoxificacion.

Lo anterior es importante, y deberia tomarse
muy en cuenta al realizar la evaluacion del
comportamiento de los bovinos y sus biotipos
cuando sean utilizados como modelos
experimentales en el estudio enfermedades
hemotrépicas para el desarrollo o adaptacion
de nuevas técnicas y protocolos, pruebas de
farmacos, ademas de la implementaciéon de
enfoques terapéuticos acorde a las patologias
estudiadas. Igualmente, por analogia las
inquietudes aqui plasmadas como resultados de
lainterpretacion de los datos, podrian dar algunas
orientaciones sobre el comportamiento de la
anaplasmosis y babesiosis bovina en animales
a nivel de campo, los cuales generalmente estan
sometidos a un estrés constante por diversos
agentes que conducen a multiples desequilibrios
de la hemostasia generando una respuesta
con analitos de fase aguda, para contrarrestar
los disturbios causados por las noxas, el dafo
tisular y los desordenes inmunologicos.

A manera de conclusién no podemos afirmar
con los datos aportados por este estudio piloto
y el numero de animales utilizados, cual de los
dos biotipos de animal Bos taurus, sea el mejor
modelo para la replicacion de hemotrépicos
de interés médico veterinario, ya que las
diferencias observadas podrian atribuirse a
alteraciones fisiolégicas pasajeras (estrés) dada
las condiciones experimentales. Del mismo
modo, se puede deducir que en el bovino
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esplenectomizado existen otros mecanismos
involucrados que pueden compensar la
ausencia de subpoblaciones de leucocitos del
SFM, indispensables para la respuesta inmune
humoral y celular, y las respuestas de las
proteinas de fase aguda (PFA). Es importante
realizar mas estudios para establecer de acuerdo
a la raza y biotipos utilizados, el aporte de las
PFA y la veracidad o no de las observaciones
descritas en esta nota.
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