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EDITORIAL

Dada la situacion acaecida en el pais durante el afio 2019, lo cual ha incidido en multiples
aspectos de la vida nacional, que han repercutido sobre nuestra llustre Universidad
del Zulia (LUZ), y en ella a la Facultad de Ciencias Veterinarias (FCV), sumado a la
situacion reinante de nuestra querida REVISTA CIENTIFICA (RC.FCV-LUZ). lo cual
ha conllevado a la disminucion de recepciéon de articulos cientificos, nacionales e
internacionales, ello ha menoscabado el normal funcionamiento y la productividad de la
RC. FCV-LUZ, dado que dicha anuencia de articulos ha disminuido casi un 50%, reflejo
de las dificultades que han contribuido para disminuir el desarrollo de investigaciones
en las Universidades y Centros de Investigacion del pais, aunado a la fuga del talento
nacional. Dicha migracion cientifica esta motivada por una serie de factores que ha
conllevado a que el Personal que labora en la misma, las Autoridades de la Facultad
y de algunos Asesores consultados en dicha area, han tenido que considerar nuevas
alternativas, asesoramientos y publicidad, con el objetivo de mantener el normal
funcionamiento de la misma, de su Personal, y tratando de asequrar la participacion de
nuestros colaboradores y usuarios.

En tal sentido, nos hemos visto en la imperiosa necesidad de solicitar la aprobacion
del cambio de frecuencia con que nuestra revista es difundida al mundo editorial, lo
cual implica una disminucion de la productividad de dicha Publicaciéon. Por tanto, de
una produccion de seis numeros al afio (frecuencia bimestral) hemos bajado a cuatro
numeros al afio (frecuencia trimestral), y por ende, de ocho articulos por numero, se
disminuye a seis articulos por numero.

En consecuencia, el presente numero se categoriza como Numero Especial, que
abarca la produccion de Julio — Diciembre 2019, correspondiendo al numero 4, a fin
de poder completar el volumen correspondiente al afio 2019 y asi poder subsanar en
parte, el atraso que ha provocado en la presentacion de nuestra revista, motivado a las
serie de factores que han incidido en la situacion real del pais.

Dicha decision, avalada por nuestras Autoridades de Facultad y el correspondiente
Consejo de la Facultad, sera acompariada en el desarrollo de Talleres de Investigacion
para los estudiantes de pregrado y estudios para graduados, de la FCV y de otras
dependencias de LUZ, Profesionales afines y usuarios interesados, con el objetivo de
reflejar laimportancia que tiene el poseer una Revista Cientifica como ente de divulgacion
para trabajos de investigacion originales y revisiones bibliograficas (presentando a la
RC FCV-LUZ como una buena alternativa) e incrementar la propaganda vinculada con
nuestra publicacion.

Al mismo tiempo, todos los indices bibliométricos donde nuestra revista es indizada
seran notificados de nuestra decision.

La REVISTA CIENTIFICA FCV-LUZ ha recibido diferentes elogios y reconocimientos



publicos en diferentes eventos, apoyado en su calidad, responsabilidad y el cumplimiento
cabal de las diferentes normativas que rigen su actividad, razén por la cual no podemos
descuidar el que nuestro principal érgano informativo-cientifico de nuestra Facultad,
se pierda debido a los motivos antes expresados, dejando de lado los esfuerzos que
un personal dedicado completamente a dicho propdsito, limitando las posibilidades
de divulgacion de contribuciones cientificas que nuestros colaboradores deciden
consignarnos, a través de nuestra ventana editorial al mundo, interfiriendo en el apoyo
que nuestras Autoridades de Facultad, de la Universidad y del Consejo de Desarrollo
Cientifico, Humanistico y Tecnolégico (CONDES-LUZ), y de hecho, de nuestro gremio
profesional de Médicos Veterinarios y afines, del pais y del ambito internacional.

Esperando que estas medidas tomadas contribuyan a que nuestra querida RC FCV-
LUZ continue luchando por su desarrollo y consolidacion, no me queda mas que
expresar nuestro agradecimiento a todos los que contribuyen para que ello se logre
positivamente y desear lo mejor para el futuro que se avecina.

Mario Pérez-Barrientos, M.V. - M.P.V.M.
Profesor Emérito — LUZ
Editor Jefe RC FCV-LUZ
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ESTIMULACION CON CAMPO MAGNETICO PARA EL TRATAMIENTO
DE LA UNION RETARDADA DE FRACTURA EN UN CANINO:
REPORTE DE CASO

Stimulation with magnetic field for the treatment of the
delayed union of fracture in a canine: case report

Ricardo Zambrano-Valdés "y Jhonny Alberto Buitrago-Mejia

Grupo de Investigacion GINVER, Corporacién Universitaria Remington,
Facultad de Medicina Veterinaria, Medellin, Colombia. *contacto: erzv2@hotmail.com

RESUMEN

Se reporta en este articulo el uso de la estimulacion con
campos magnéticos como coadyuvante para el manejo de
un caso de unién retardada de fractura en un canino mestizo
politraumatizado, que presenté fracturas de fémur y humero.
El campo magnético o magnetoterapia es una alternativa para
el manejo de las complicaciones en el proceso reparativo de la
fractura como lo son: la unién retardada, la no unidn y la mala
union de la fractura. Es una técnica no invasiva que tiene efectos
sobre la actividad osteogénica y reparadora del tejido 6seo,
favoreciendo el proceso reparativo, tanto 6seo como biomecanico
y evitando maniobras como la reintervencion quirurgica. Se
consider6 benéfica la respuesta del proceso reparativo éseo a la
terapéutica con estimulacion con campos magnéticos.

Palabras clave: Campos magnéticos; fractura; union retardada

Recibido: 02/06/2019 Aceptado: 29/09/2019

ABSTRACT

It is reported in this article the use of stimulation with magnetic
fields as a coadjuvant for the management of a case of delayed
union of fracture in a polytraumatized mestizo canine that
presented fractures of the femur and humerus. The magnetic
field or magnetic therapy is an alternative for the management
of complications in the reparative process of the fracture such
as delayed union, non-union and poor union of the fracture. It
is a non-invasive technique that has effects on the osteogenic
and reparative activity of the bone tissue, favoring the reparative
process both bone and biomechanical and avoiding maneuvers
such as surgical reoperation. The response of the bone reparative
process to therapy with stimulation with magnetic fields was
considered beneficial.

Key words: Delayed union; fracture; magnetic fields
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Magnetoterapia en unién retardada de fractura en canino / Zambrano, R. y col.

INTRODUCCION

Las fracturas son una de las lesiones mas frecuentes del
sistema musculo esquelético [2]; después de que éstas se
producen se requiere de una serie de procesos mecanicos y
biologicos complejos, asi como de la interacciéon de diferentes
tipos de células para que se dé la consolidacion ésea; este
proceso permite reparar la fractura, lo que supone restaurar la
continuidad de la estructura 6sea y recuperar sus propiedades
biomecanicas [14]

El tratamiento de las fracturas requiere del conocimiento del
complejo proceso de la curacién ésea, el cual esta influenciado
principalmente por la estabilidad de la fijacidon y el suministro de
sangre al sitio de curacion [2] y depende de factores como la
edad del animal, estado de salud o enfermedad preexistente,
nutricion, localizacién y configuracion de la fractura, tiempo
de la fractura al momento del tratamiento inicial, presencia de
infeccion, asociacion con lesion en los tejidos blandos [6, 12].

El proceso de reparacion 6sea puede ser alterado o perturbado
por factores mecanicos, bioldgicos o una combinacién de ambos
[13], y aunque el tratamiento de las fracturas ha mejorado
considerablemente en las ultimas décadas, una gran proporciéon
presenta complicaciones [1], las cuales se pueden dividir en
aquellas derivadas del manejo y las derivadas del tratamiento,
siendo frecuentes la union retardada, la no unién y la mala unién
de la fractura [12]

Con el tratamiento apropiado, la mayoria de los casos de
union retardada resolveran y se recuperara la funcién normal
del miembro [12]. Si el paciente solo se ve levemente afectado
y la fractura parece ser estable, se puede intentar una terapia
conservadora, que consiste en restriccién de ejercicio y terapia
fisica; casos mas complejos pueden requerir de reintervenciones
quirdrgicas [6].

Otra alternativa para el manejo de estas complicaciones es
la estimulacion biofisica, especificamente mediante el uso de
campos magnéticos, la cual es una técnica no invasiva que ha sido
documentada en algunos trabajos, pero que aun no es de amplio
uso en Colombia. Esta técnica tiene efectos sobre la actividad
osteogénica y reparadora del tejido 6seo, favoreciendo el proceso
de reparacion de fracturas y el manejo de complicaciones como
el retardo y la no unién 6sea [8,9,11].

Los campos electromagnéticos presentan como ventaja el
ser de facil aplicacion, por lo que puede ser usado en caninos
(Canis lupus familiaris) y felinos (Felis catus) de todas las
tallas, adicionalmente, su aplicacion se puede limitar a areas
especificas del cuerpo, y hasta ahora no se han reportado efectos
secundarios, en contraste con los tratamientos farmacéuticos que
se distribuyen por todo el organismo causando efectos adversos
en diferentes 6rganos [7,16].

En este articulo se reporta el uso de estimulacién con campos
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magnéticos para el manejo de un caso de fractura de fémur y
humero con unién retardada en un canino poli traumatizado
remitido para fisioterapia y rehabilitacion fisica, con lo que se
busca estimular la implementacion de este método en procesos
de osteosintesis.

MATERIALES Y METODOS
Anamnesis

Ingresa remitido a consulta de fisioterapia paciente canino de
raza mestizo labrador, sexo macho, castrado, color negro, con
un peso de 25 kilos (kg), que presento fracturas supracondilea
desplazada de fémur y fractura oblicua desplazada de humero
(FIGS. 1y 2). Posterior a politraumatismo por accidente vehicular
hace 35 dias (d), lo cual se realiz6 manejo hospitalario que
incluyd osteosintesis de lesiones y orquiectomia (FIGS. 3 y
4). El paciente presentd claudicaciéon de grado variable de los
miembros intervenidos sin respuesta satisfactoria a la terapia
analgésica, columna con tendencia a la cifosis y dificultad para
asumir posicion para la defecacion.

b.
PROVECCIONES FIGURA 2. n. PROYECCION MEDIO

FIGURA 1. _
ORITDGONALES MEDIO LATERAL (a) LATERAL DE FEMUR DE MPI EX EL
Y ANTERO POSTERIOR (k) DEL QUE SE OBSERVAN FRACTURA
HUMERDO DE MAD . FRACTURA SUREACONDILEA E INTEROONDILLEA
TDIAFISIARTIA OBLICUA COMPLETA (FRACTURA EXN Y O T)CON MARCADO
CON CUNA REDUCIDLE CABALGADA. DESPLAZAMIENTD DE SEGMENTO
b, 5E OBSERVA DESPLAFAMIENTD PROXTMAL 1.1_-5'-\.5'.—.:'.\: DE TEDE

PROYECCKINES

FIGURA 1 PROYECCIOWES FICUEA 4
POSQUIRURGICAS ORTOGONALES ORTOGONALES POSOURURGICAS
MEDIO LATERAL (a) Y ANTERO MEDID LATERAL {a) ¥ ANTERD
POSTERIOR (b) DE HUMERD DE MAD  POSTERIOR (b.) DE FEMUR DE MPI

SE EVIDENCIA DESFLAZAMIENTD DE

FRAGMENTD USEQ(FLECHA)

Examen fisico

El paciente ingresa dindmico, estable y atento al medio;
presenta desplazamiento con ventroflexion leve de cabeza y
cuello, claudicacion 2/4 de miembro anterior derecho (MAD)
y claudicacion 2/4 del miembro posterior izquierdo (MPI), la
columna presenta tendencia a la cifosis.
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Ala palpacién se encontré aumento del tono de la musculatura
cervical y toracolumbar dorsal, humeral de MAD y bilateral
de los rectos femorales y pectineos, mas notorio en MPI,
adicionalmente, presentd dolor a la palpacion profunda del
segmento cervicotoracico hacia lateral derecho. En el humero
de MAD se palp6 asimetria ésea en segmento distal y masa
redondeada hacia proximal de 3 centimetros (cm) de diametro
maximo, con aparente contenido liquido, el cual coincide con
roce de material quirdrgico palpable; Tanto en este miembro
como en MPI, se palpd hipotrofia muscular, disminucion del
rango de movimiento articular y crepitaciones en articulaciones
humeroradioulnar y femorotibiopatelar, las cuales, a movimientos
de flexoextension, presentaron dolor. El paciente no presentd
anomalias en la valoracién neurolégica y no presenté signos de
proceso infeccioso asociado o en curso.

Ayudas diagnésticas

Se recomendo realizar estudio radiolégico de control debido a
la asimetria 6sea en tercio distal de humero, la disminucién del
rango de movimiento articular, la crepitacion, la posible reaccion
proximal por roce de material quirtrgico (compatible con seroma)
y por la sospecha de presentar un proceso de unién retardada
0 mala unién de fractura, dada la asimetria 6sea del humero
identificada en el examen (FIGS. 5y 6).

Enfoque terapéutico

Debido al estado del paciente se recomendaron y explicaron
técnicas de cinesiterapia, que consisten en el control del
movimiento, y masoterapia, que consisti® en masajes
corporales sobre la musculatura cervicotoracica, toracolumbar,
escapulohumeral y en cinturéon pélvico, buscando mejorar la
condicion del tejido blando involucrado; estas técnicas fueron
recomendadas a los propietarios minimo 2 veces/d durante la
duracion del tratamiento. Se complementé manejo con campo
electromagnético pulsatil (SEAKIT Micro5 Gold USJ 4170,
Argentina), a una densidad de 80 Gauss y a una frecuencia de 85

Hz, en sesiones de 40 minutos (min) 2 veces por semana (sem).
No se realizaron o implementaron protocolos farmacoldgicos.

RESULTADOS Y DISCUSION

A la cuarta sesion, el paciente presentdé mejoria en el
desplazamiento con disminucién de la claudicacion a 1/4,
mejoria en el rango de movimiento articular, sin signos de dolor
a la palpacion cervicotoracica, mejoria del tono muscular y
notoria disminucion de la tendencia cifética con la subsecuente
recuperacion en la actitud y dinamica del paciente. A la séptima
sesion, el paciente se presenta con evolucion favorable, hay
disminucion de la tendencia a la ventro flexion de cabeza
y cuello, notoria disminuciéon en diametro de masa humeral
proximal, claudicacion 1/4 de miembros afectados, sin signos de
dolor muscular o articular, disminuciéon en crepitacion de rodilla
y ausencia de crepitacion en codo. Se presenta mas dinamico,
sociable y aumento su condicion corporal, se realiza radiografia
de control encontrando una notable mejoria en el proceso de
reparacion 6seo (FIGS. 7).

FICURA 7. PFROVECCIONEE EADIOLOGICAS CONTROL AL DIA M
POEQUIRURGICO a. VISTA MEDIO LATEEAL DE HUMERD DOXDE SE
EVIDENCIA UN CAYQ OSEQ ORGANIZADO, DE BORDES DETINIDOS ¥ MENOS

DNTENSA, CON DIFERENCIACION DE MEDULA ¥ CORTEIA DESMINUCION
XOTORIA DF LTVEA DE FRACTURA ¥V AFRONTAMIENTO DE FRAGMENTO LIBRE
b, VISTAS ORTOGONALES DE FEMUR. SE OBSERVA NOTORIA DISMINUCIIN DE
LA REACCION PERIJSTICA ¥ AFRONTAMENTG DE LINEA DE FRACTURA

ol " {

FICUEA - PROYECCIONES FIGURA 8
ORTOGONALES DE HUMERD AL DILA 33
POSQUIRURGICO. a. VISTA MEDIO
LATERAL DONDE 5E OBSERVA CALLO ATERAL DONDE SE OBSEREVA LINEA
LEVEMEXNTE HEPERTROFICO ¥ DE FRACTURA (FLECHA)
DESORDENADO (FLECHAS), Lo HETEROGENICIDAD DE LA
PERSISTENCIA DE LA LINEA DE EADKDENSIDAD DE LOS CONDILOS. b.
FRACTURA ¥ DESPLAZAMIENTCY VISTA ANTERO POSTERIOR DONDE 5E
ANTERIOR DEL CERCLATE. b VISTA CONFIEMA LIMNEA DE FRACIURA Y
ANTERD POSTERIOR QELICUA DUONDE HETEROGENICIDAD DE LA DENSIDAD
EE CONFREMA LINEA DE FRACTURA DSEA MAYOR EN CONDILO LATERAL
PERSISTENTE, CALLO DESORDENADO, 5E EVIMENCIA LEVE CAYD OSEQ

FROYVECCIONES

ORTOGONALES DE FEMUR AL DIA 33
POSQURURGKD. a. VISTA MEDID

FRAGMENTO QOSEQ LIMRE (FLECHA) ¥ (FLECHA)
SE DaBINUA LA SIHUETA DE MASA
PRONDMAL (=)

El objetivo final de la consolidacion fue restaurar las funciones
del hueso, por lo que la evaluacion cuidadosa de las fuerzas que
actuan sobre cada fractura y el uso de una fijacion adecuada
evitaran la inestabilidad y promoveran la curacion oportuna [6];
esta evaluacién debe incluir no solo el monitoreo estructural y
mecanico, sino también de la restauracion de la biologia 6sea [5],
ya que considerar cualquier defecto de este proceso soélo desde
el punto de vista mecanico deja de lado el efecto conjunto de
la osteosintesis y la cicatrizacion celular y tisular por efecto de
factores bioquimicos locales [14].

En este caso se determiné un retardo en la union de la fractura
debido a la renuencia del paciente a soportar el peso en los
miembros afectados, la persistencia del dolor después de 33
d de realizada la osteosintesis, la asimetria 6sea identificada
en segmento distal de humero de MAI, la refraccion al uso de
analgésicos y la valoracion radioldgica de control, en donde se
observo la linea de fractura y un callo 6seo reactivo [3]. Esta
conclusion diagnostica sin embargo es dificil, ya que el término
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union retardada es subjetivo, y se usa cuando el tiempo de la
consolidaciéon excede a lo que podria considerarse normal en un
caso particular [12], sin embargo no se conocen reportes que
estandaricen un periodo predeterminado en el cual las fracturas
deben consolidarse debido a todos los factores que influyen en
su proceso de reparacion [6,12]; por lo que es importante para el
diagnéstico reconocer los signos de curacién inapropiada y tomar
medidas para corregir el problema lo antes posible, ya que cuanto
mas crénico sea el problema, mas dificil sera la resolucién[6].

Se han reportado como causales del retraso en la unién y de
la no unién de fracturas: la fijacion mecanica inadecuada, los
procesos sépticos, asi como la inflamacion local y sistémica
[2,14]; en este caso se sospecha que el retraso en la union se
debid a la respuesta de inflamacion local causada por el dafio
del tejido blando asociado a los sitios de lesion, la posible
malnutricion del paciente, ya que este provenia de una condicién
de abandono y a fallas en los cuidados posquirurgicos.

Se ha establecido que los campos magnéticos presentan
efectos biolégicos primarios y secundarios que determinan
los efectos terapéuticos del mismo. Los efectos primarios son
aquellos atribuidos a la magnetizacién y son los responsables
de la modificacion de membranas, estabilizacion de bomba de
Sodio [4], estimulacién de la velocidad de conduccién celular
y activacion de los sistemas REDOX; los efectos secundarios
son atribuidos al efecto piezoeléctrico, siendo responsable de la
induccion eléctrica del tejido la cual a su vez es troficoestimulante,
favoreciendo la reparacioén tisular [1,16]. Por sus propiedades
bioestimulantes, antinflamatorias, antiedematosas y analgésicas
[16], los usos terapéuticos mas reconocidos de los campos
electromagnéticos se relacionan con las lesiones de tejido
dermatoldgico, muscular y 6seo[15]; indicaAndose en patologias
como la neuritis, la osteocondrosis, las enfermedades distroficas
e inflamatorias articulares, asi como en las heridas de tejidos
blando[16], las fracturas, procesos de osteosintesis[1,8,10],
e incluso traumas craneocefalicos que involucren alteracion
vascular transitoria[16].

Al momento de finalizar las sesiones de fisioterapia, el paciente
present6 una mejoria en su biomecanicay actitud, se desplazé con
mayor facilidad y fluidez y disminuyeron signos como crepitacion
y dolor asociado a segmentos 6seos involucrados, asi mismo,
se notd disminucion de la asimetria dsea y de la masa proximal
del humero. En el control radioldgico (Shimadzu, EZY-RAD PRO
MH PACK, Japdn) se evidencio reduccion de lineas de fractura,
siendo imperceptible en algunas regiones; también se observo
una mayor organizacion del callo 6seo y una mejor diferenciacion
de las regiones medulares y corticales de los huesos afectados.
Esta mejoria se atribuye en gran parte a los efectos del
campo electromagnético sobre los procesos de osteogénesis,
principalmente a los generados por su efecto piezoeléctrico, el
cual consiste en la generacion de cargas eléctricas en el hueso al
ser sometido a deformacién mecanica, estimulando la produccién
de acido hialurénico, formacién de fibroblastos, vasodilatacion,
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aumento de la angiogénesis [8], aumento en la produccién de
glucosaminoglicanos y colageno [15], la estimulacion de la
actividad osteoblastica [4] y el favorecimiento de la osificacién
endocondral [15]. Algunos estudios sugieren que se da una
regulacion de la sintesis del ARN mensajero y proteinas de
la superfamilia del factor transformante de crecimiento beta,
las cuales parecen modular la actividad celular condrocitica
y osteoblastica favoreciendo la osificacion de la matriz ésea
afectada [11]. Asi, la estimulacién con campo electromagnético
no generara un cambio en la produccion del callo de la fractura,
si no que promovera el mecanismo osteogénico normal [4].

CONCLUSIONES

No existe un consenso claro respecto al tiempo adecuado
para la curacion de fracturas, y se requieren mayores estudios
que aporten criterios para facilitar el diagnostico de algunas
complicaciones como el retraso en la union de fracturas. Aunque
no se encontraron estudios experimentales que comprueben la
efectividad de la magnetoterapia, su uso ha sido reportado en
el manejo de diversas patologias en humanos, y puede ser una
alternativa que podria emplearse en la medicina veterinaria para
el manejo de algunas complicaciones, como en este caso, en el
cual actu6 como un coadyuvante en el cuadro clinico y permitié
una evolucion satisfactoria del proceso de osteosintesis sin la
necesidad de re intervencién quirdrgica.
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EL RESVERATROL REDUCE LAS CONTRACCIONES
ESPONTANEAS DEL DUODENO DE CONEJO

RESVERATROL REDUCES THE SPONTANEOUS CONTRACTIONS OF RABBIT DUODENUM

Diego Santos-Fagundes*, Sergio Gonzalo*, Laura Grasa* y Maria Divina Murillo

Departamento de Farmacologia y Fisiologia (Fisiologia). Facultad de Veterinaria.
Universidad de Zaragoza. Miguel Servet 177. 50013 Zaragoza (Espafia).

RESUMEN

El resveratrol, un polifenol natural, es conocido por su
accion antioxidante, antiinflamatoria, analgésica, antiviral,
cardioprotectora, neuroprotectora y antienvejecimiento. El
objetivo de este estudio fue investigar el efecto del resveratrol
sobre las contracciones espontaneas del duodeno de conejo
(DDC). Segmentos aislados del DDC fueron suspendidos en un
bafio de 6rganos. El resveratrol (1 y 10 uyM) redujo la amplitud
pero no la frecuencia de las contracciones espontaneas en el
musculo liso longitudinal del DDC. El Bay K8644 (activador de los
canales de Ca2+ tipo L) antagonizé la inhibicion de la amplitud
de las contracciones espontaneas en el musculo liso longitudinal
inducidas por el resveratrol. La apamina, la caribdotoxina, la
glibenclamida y el tetraetilamonio no modificaron el efecto del
resveratrol sobre el musculo duodenal. Se concluye que la
disminucion de las contracciones espontaneas inducidas por el
resveratrol estarian mediadas por canales de Ca2+.

Palabras clave: Resveratrol; duodeno; contracciones

espontaneas; canales de Ca%; conejo
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ABSTRACT

Resveratrol, a natural polyphenol, is known for its antioxidant,
anti-inflammatory, analgesic, antiviral, cardioprotective,
neuroprotective and antiageing action. The aim of this study
was to investigate the effect of resveratrol on the spontaneous
contractions of rabbit duodenum (RD). Isolated segments of RD
were suspended in an organ bath. Resveratrol (1 and 10 uM)
reduced the amplitude but not the frequency of the spontaneous
contractions in the longitudinal smooth muscle of RD. Bay K8644
(L-type Ca?* channel activator) antagonized the inhibition of
amplitude of spontaneous contractions induced by resveratrol.
Apamin, charybdotoxin, glibenclamide and tetraethylamoniun
did not modify the effect of resveratrol on duodenal muscle. It
was conclude that the decrease of the spontaneous contractions
induced by resveratrol would be mediated by Ca? channels.

Key words: Resveratrol; duodenum; spontaneous contractions;
Ca?* channels; rabbit
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INTRODUCCION

El resveratrol (3,4’,5 trihidroxiestilbeno) es una fitoalexina
natural producida por algunas plantas como la vid (Vitis vinifera)
en respuesta a una lesion. El resveratrol esta presente en la dieta
humana en frutas y vino. En concreto, esta presente en la piel de
las uvas pero no en la pulpa y, ademas, el vino blanco contiene
muy pocas cantidades comparado con el vino tinto [6].

Desde comienzos de los afios 90, el resveratrol es popular
debido a su posible contribucién a la “paradoja francesa”, término
que se refiere a la tasa relativamente baja de enfermedad
cardiovascular en Francia, a pesar de la alta ingesta de grasa
saturada diaria [1].

Como compuesto fendlico, el resveratrol es conocido por sus
acciones antioxidantes, anti-inflamatorias, analgésicas, antivira-
les, cardioprotectoras, neuroprotectoras y antienvejecimiento,
y ha mostrado tener efectos quimiopreventivos con respecto a
varias enfermedades humanas, tales como la enfermedad car-
diovascular, osteoporosis y Ulceras gastricas [2].

Laentradade Ca?*extracelularolaliberacion de Ca*intracelular,
la participacion de canales de K*, la liberacion de 6xido nitrico y la
adenosina ciclicamonofosfato han sido propuestos como algunos
mecanismos de accion del resveratrol. El objetivo de este estudio
fue examinar el efecto del resveratrol sobre las contracciones
espontaneas duodeno del conejo DDC y su mecanismo de
accion.

MATERIALES Y METODOS

Compuestos quimicos ensayados: El resveratrol (un
polifenol natural), el Bay K8644 (un activador de los canales de
Ca2+ tipo L), la apamina (un bloqueador de los canales de K+
activados por Ca2+ de pequefia conductancia), la caribdotoxina
(un bloqueador selectivo de los canales de K+ activados por
Ca2+ de media y alta conductancia), la glibenclamida (un
bloqueador de los canales de K+ sensibles al ATP), y el cloruro

de tetraetilamonio(TEA, un bloqueador no especifico de canales
de K+) fueron obtenidos en Sigma-Aldrich (Madrid, Espafa).

Animales: Se utilizaron conejos (Oryctolagus cuniculus)
machos de la raza Neozelandesa, con un peso de 2-2,25
kilogramos (kg), que se mantenian con pienso estandar vy libre
acceso al agua.

Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el
Comité Etico de la Universidad de Zaragoza (Espafia), de acuer-
do a la normativa de proteccién animal esparfiola (RD53/2013) y
la Directiva de la Unién Europea 2010/63/EU.

Preparacion de los segmentos intestinales y protocolos
experimentales: Los segmentos del duodeno del conejo (DDC)
eran rapidamente extraidos, lavados y disecados del mesente-
rio y tenian una longitud de 10 milimetros (mm). Se obtuvieron
registros isométricos de la motilidad duodenal observada en un
bafio de 6érganos, como previamente se ha descrito [4]. Después
de un periodo de adaptacion, las contracciones espontaneas
del duodeno eran registradas en soluciéon Krebs y consideradas
como control. Los segmentos duodenales eran incubados con
resveratrol (1-10 micromolar (uM)) durante 90 minutos (min). Los
inhibidores ensayados se afiadian al bafio 15 min antes de la
administracion del resveratrol. Cada protocolo experimental se
realizé sistematicamente en cuatro segmentos de musculo liso
longitudinal y circular tomados del mismo conejo y repetidos en
tres o cuatro conejos. El efecto per se de los inhibidores de los
canales de K+y el Bay 8644 se ha descrito previamente [5, 10].

Analisis de los datos: La amplitud en milinewton (mN) y la
frecuencia en contracciones por minuto (cpm) de las contrac-
ciones espontaneas se calcularon como se ha descrito previa-
mente [4]. Los resultados se expresan como la media del por-
centaje con respecto al control + error estandar medio (SEM).
Las comparaciones entre medias se realizaron mediante el ana-
lisis de varianza (ANOVA) y los valores de P se determinaron
usando el test de Scheffé F [3]. Las diferencias con valores de

TABLA |
EFECTO DE LA INCUBACION DURANTE 90 MIN EN KREBS (K, CONTROL) O RESVERATROL
(R, 1-10 uM) SOBRE LA AMPLITUD Y LA FRECUENCIA DE LAS CONTRACCIONES ESPONTANEAS
DEL MUSCULO LISO LONGITUDINAL Y CIRCULAR DE DUODENO DE CONEJO

Musculo longitudinal

musculo circular

Amplitud de contracciones Frecuencia de contracciones Amplitud de Frecuencia de

contracciones contracciones

Krebs 93,045,8 (8) 96,6+3,0 (8) 95,6+4,6 (8) 97,1+4,6 (8)
R1uM 70,816,2 (8)* 110,743,2 (8) 88,1£17,5 (8) 91,9+14,0 (8)

R 10 uM 72,1%6,7 (11)* 103,7+1,0 (10) 88,5+15,0 (10) 101,5+13,0 (11)

Los porcentajes de amplitud y frecuencia de las contracciones espontaneas se expresan como la media + S.E.M. El nUmero de segmentos
de 4 conejos se indica entre paréntesis. *P<0,05 vs Krebs.
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FIGURA I. EFECTO DE LA INCUBACION DE 90 MIN CON KREBS (CONTROL) O RESVERATROL (R, 1 uM), SOBRE LA AMPLITUD Y
LA FRECUENCIA DE LAS CONTRACCIONES ESPONTANEAS DEL MUSCULO LISO LONGITUDINAL DE DUODENO DE CONEJO.
Efecto del Bay K8644 (Bay, 0,1 uM), la apamina (AP, 1 yM) caribdotoxina (ChTX, 0,01 uM), glibenclamida (GB, 0,1 uM) y tetraetilamonio
(TEA, 5 mM) afiadido 15 min antes del resveratrol (R, 1uM) sobre la amplitud y frecuencia de las contracciones espontaneas. Las columnas
representan los valores medios de porcentaje en Krebs (control), y las barras verticales indican el SEM. El nimero de segmentos tomados
de cuatro conejos. *P< 0,05 vs. Krebs.
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P<0,05 se consideraron como estadisticamente significativas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del resveratrol sobre las contracciones
espontaneas: El resveratrol (1 y 10 yM) disminuyé la amplitud
pero no la frecuencia de las contracciones espontaneas del

musculo liso longitudinal del DDC (TABLA I).

El efecto del resveratrol sobre las contracciones espontaneas no
era concentracion dependiente. El efecto del resveratrol (1 uM)
sobre la amplitud de las contracciones espontaneas del musculo
liso longitudinal de duodeno fue antagonizado por Bay K8644
(0,1 M) (FIG. 1). Sin embargo, la apamina (1 yM), caribdotoxina
(0,01uM), glibenclamida (0,1 uM) y TEA (5 mM) no modificaron
el efecto del resveratrol sobre la amplitud y la frecuencia de las
contracciones espontaneas del duodeno (FIG. 1).

El muasculo liso del intestino exhibe dos tipos distintos de
contracciones: ténicas y fasicas ritmicas, las cuales causan
movimientos de mezcla y propulsion [9]. Los segmentos
longitudinales y circulares del DDC muestran contracciones
espontaneas fasicas ritmicas [8]. En este estudio, el resveratrol
disminuyésolamentelaamplitud delas contracciones espontaneas
del musculo liso longitudinal del DDC, pero no altero la frecuencia
de las contracciones espontaneas. Los resultados obtenidos
estan de acuerdo con otro estudio que muestra, que el resveratrol
disminuye la tensién en reposo y también reduce la media de
la amplitud de la contraccién del musculo liso gastrointestinal
[17].Ademas, el grupo del trabajo ha descrito previamente como
otros compuestos fendlicos como la genisteina y quercetina
también inhiben la amplitud de las contracciones del musculo liso
longitudinal del DDC [12]. Sin embargo, el mecanismo de accién
de estos polifenoles parece ser diferente. Mientras los efectos de
la genisteina son mediados por los canales de Ca?'y K*, el efecto
de la quercetina esta mediado por adenosin monofosfato ciclico
(AMPc)y la proteinakinasa A. Estos resultados estan de acuerdo
con resultados previos del grupo sobre el efecto de la melatonina
y el trolox, también antioxidantes, en la contractilidad del DDC
[3]. Por lo tanto, se ha observado como numerosos compuestos
naturales pueden modular las contracciones espontaneas del
intestino.

Se ha descrito que el resveratrol inhibe las contracciones
espontaneas ritmicas y fasicas del Utero aislado de Rata Wistar
[11] y la actividad contractil de musculo aislado de la vesicula
biliar [16], relaja el musculo liso gastrointestinal de rata [17] y de
la arteria mesentérica de rata [7] y previene las contracciones
inducidas de bradiquinina en el musculo de la vejiga de la orina
aislada de rata [15].

Aunque el resveratrol ha generado interés como un suplemento
alimenticio adecuado y barato con beneficios potenciales para
la salud en varios campos en los ultimos afios, se necesita mas
investigacion adicional con el fin de establecer conclusiones

claras. Especificamente, hay muy pocos estudios acerca
de los efectos del resveratrol en el sistema gastrointestinal.
Recientemente, se ha visto que en pacientes con diabetes tipo
2 con dieta controlada, un suplemento de resveratrol de 500
miligramos (mg), durante 5 semanas (sem) dos veces al dia (d),
no tuvo efecto sobre el vaciamiento gastrico o peso corporal [13].

También, se ha descrito que el resveratrol produce relajacion
del fondo del estémago del cobaya, dicho efecto mediado por
oxido nitrico y canales de K+ mediados por ATP [14]. Dichos
autores sugieren que el resveratrol podria ser utilizado para
aliviar la dispepsias gastrointestinales. El efecto del resveratrol
en el estbmago de cobaya es similar al obtenido por nosotros en
el duodeno de conejo.

CONCLUSIONES

En la presente investigacion se concluye que el resveratrol
disminuye las contracciones espontaneas duodenales y que
estan mediadas por canales de Ca2+. El resveratrol podria
utilizarse para reducir el aumento de la motilidad intestinal en los
animales.
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RESUMEN

Anaplasma marginale es una rickettsia intracelular transmitida
por garrapatas e insectos hematofagos que infecta los eritrocitos
maduros de rumiantes, considerandose como el hemotrépico de
mayor impacto econdmico en los planteles lecheros del mundo.
Los hallazgos de A. marginale en bufalo (Bubalus bubalis) han
demostrado que se trata de un importante reservorio del patdgeno
para los vacunos donde coexisten. Con el propésito de detectar
A. marginale en bufalas lactantes asi como los factores de riesgo
(FR) asociados a su transmision, se visitaron doce unidades de
produccion ubicadas en el Eje Panamericano, Sur del Lago de
Maracaibo-Venezuela, donde se colectaron 120 muestras de
sangre a partir de la vena yugular utilizando tubos al vacio con
anticoagulante acido etilendiamino tetraacético (EDTA). EI ADN
obtenido fue purificado segun el método de la proteinasa K y
fenol-cloroformo para identificar mediante la técnica de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR), un gen especifico (msp1)
para A. marginale. Por otra parte, se visualizé la presencia del
patégeno a través del extendido sanguineo bajo microscopio
(100X) con tincion de Giemsa y, se aplicd un cuestionario
epizootiolégico para registrar los elementos epidemioldgicos
afines con la transmision del microorganismo rickettsial. La
PCR reveld la presencia de un amplicon especifico para A.
marginale de aproximadamente 400pb en 80% (96/120) del total
de bufalas muestreadas; en cambio, por extendido sanguineo
solo el 25,83% (31/120) de los animales se diagnosticaron
positivos. Entre los FR estudiados, la presencia de garrapatas
(Rhipicephalus microplus) representé el de mayor impacto
negativo (Odds ratio (OR)=3,23), mientras que el uso de bafios
acaricidas resulté una practica de proteccion (OR=0,83) ante A.
marginale. En conclusion, la PCR demostré ser una herramienta
de diagndstico sensible y especifica en comparacion con el frotis
sanguineo para hallar A. marginale. La alta positividad entre los
rebafios demandan la adopcion de estrategias sanitarias para el
control de A. marginale en B. bubalis.

Recibido: 02/01/2019 Aceptado: 12/12/2019

Palabras clave: Anaplasma marginale; bufalos; factores de
riesgo; PCR

ABSTRACT

Anaplasma marginale is an intracellular rickettsia transmitted
by ticks and hematophagous insects that infect the mature
erythrocytes of ruminants, being considered as the hemotropic
of greater economic impact in the dairy farms of the world. The
findings of A. marginale in buffalo (Bubalus bubalis) have shown
that it is an important reservoir of the pathogen for cattle where
they coexist. In order to detect A. marginale in lactating buffaloes
as well as the risk factors (RF) associated with its transmission,
twelve production units located in the Eje Panamericano, Sur
del Lago de Maracaibo-Venezuela were visited. Collected 120
blood samples from the jugular vein using vacuum tubes with
anticoagulant ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA). The DNA
obtained was purified according to the method of proteinase K
and phenol-chloroform to identify by means of the Polymerase
Chain Reaction (PCR) technique, a specific gene (msp1) for A.
marginale. On the other hand, the presence of the pathogen was
visualized through the blood smear under a microscope (100X)
with Giemsa stain, and an epizootiological questionnaire was
applied to register the epidemiological elements related to the
transmission of the rickettsial microorganism. PCR revealed the
presence of a specific amplicon for A. marginale of approximately
400 bp in 80% (96/120) of the total of buffaloes sampled; however,
by extended blood only 30% (36/120) of the animals were
diagnosed as positive. Among the FR studied, the presence of
ticks (Rhipicephalus microplus) represented the highest negative
impact (Odds ratio (OR) = 3.23), while the use of acaricide
baths was a protection practice (OR = 0.83) for A. marginale. In
conclusion, PCR proved to be a sensitive and specific diagnostic
tool compared to the extended blood to find A. marginale. The
high positivity among herds demand the adoption of sanitary
strategies for the control of A. marginale in B. bubalis.

Key words: Anaplasma marginale; buffaloes; risk factors; PCR
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INTRODUCCION

Anaplasma marginale es un conocido patégeno rickettsial
intraeritrocitico que infecta a una gran variedad de rumiantes,
incluidos bufalos (Bubalus bubalis), causando anemia, ictericia,
fiebre, abortos y muerte en rebafios comerciales de zonas
tropicales y subtropicales del mundo [14, 28]. Una vez infectados,
los animales siguen siendo portadores de por vida, lo cual
representa un serio problema econémico para la ganaderia de
los paises en desarrollo [14]. La transmision de A. marginale
se lleva a cabo principalmente por garrapatas (Rhipicephalus
microplus), las cuales al igual que los hospedadores, se infectan
persistentemente y sirven como reservorios de infeccion [26]. Se
ha reconocido que el bufalo de agua (B. bubalis) es susceptible
a la infeccion por A. marginale, pero los hallazgos clinicos son
dificilmente detectables en comparacion al vacuno, convirtiéndolo
en un portador asintomatico que pone en riesgo la salud de
rebafos Bos indicus y B. taurus cercanos [10]; es asi como los
bufalos infectados al ingresar a zonas no endémicas o unidades
de produccion (UP) con reducida presencia de A. marginale,
podrian introducir nuevas cepas e incrementar su prevalencia
en hospedadores altamente susceptibles [35]. Son escasos los
estudios reportados sobre anaplasmosis en ganado bufalino del
tropico americano, sin embargo, se conoce que la prevalencia en
B. bubalis es inferior a la observada en bovinos [38]. El método
convencional para detectar A. marginale se basa en la evaluacion
morfoldgica de los eritrocitos a través del microscopio mediante
un extendido sanguineo; pero debido a la baja rickettsemia
presente en animales asintomaticos como B. bubalis, este
método no se recomienda para la deteccion subclinica de A.
marginale, razdn por la cual son utilizadas pruebas seroldgicas de
mayor especificidad como inmunofluorescencia indirecta, prueba
de inmunoadsorcion ligada a enzimas (ELISA) indirecto y la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) [35]. Al respecto, es
evidente la ventaja competitiva que presenta la PCR en términos
de reproducibilidad, sensibilidad e interpretacion, pues se logra
identificar el acido desoxirribonucleico (ADN) especifico del
microorganismo patégeno en sangre, minimizando el diagnéstico
de falsos negativos en animales infectados sub-clinicamente
[10, 35]. En vista que B. bubalis es refractario a enfermedades
hemotrépicas, favoreciendo las infecciones oportunistas por A.
marginale en zonas ganaderas donde coexiste con el vacuno
y, que se han reportado algunos factores de riesgo asociados
a la transmisién de A. marginale en zonas rurales de Venezuela
debido a las condiciones climaticas propias de la selva humeda
tropical, se planted como objetivo detectar mediante PCR, la
presencia de A. marginale en bufalas lactantes aparentemente
sanas en el Eje Panamericano del Sur del Lago de Maracaibo,
estados Mérida y Zulia-Venezuela, asi como la identificacion
de los factores de riesgo mas relevantes en la transmision del
microorganismo rickettsial.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio: Se visitaron 12 UP dedicadas a la produccién
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bufalina lechera ubicadas en una zona de vida clasificada como
selva humeda tropical (SHT) [31] en el Eje Panamericano-Sur del
Lago de Maracaibo (estados Mérida y Zulia) a 120 metros sobre
el nivel del mar (m.s.n.m.), temperatura media de 36 °C y 85% de
humedad relativa, segun el reporte electronico de una estacién
meteorologica movil (Celestron®-EUA) y un GPS (GARMIN®
modelo Etrex 10 Lcd. 2.2-EUA).

Muestreo: El tamafo minimo de la muestra se determind
mediante la férmula para estudios de prevalencia propuesta
por el Centro Panamericano de Zoonosis citada por Silva y
col. [38]: N= p(100-p)(Z)%(d.p/100)2. El valor de prevalencia
esperada (p) se estimé en 75% de acuerdo a lo expuesto por
Tamasaukas y col. [41] como valor promedio registrado entre
fincas ganaderas doble propdsito en Venezuela; por su parte,
el porcentaje correspondiente a confianza (Z) fue de 95% vy, el
margen de error (d) 5% segun lo recomendado por Gonzalez y
Meléndez [18] y Silva y col. [38]. Un total de 120 bufalas adultas
lactantes, todas ubicadas en el primer tercio de lactancia, con
registro maximo de tres partos, mestizas Murrah x Mediterraneo
y de excelente condicién corporal fueron consideradas para
el presente estudio. Se seleccionaron diez animales por finca
a los cuales se les extrajo individualmente 6 mililitros (mL) de
sangre mediante puncion de la vena yugular, utilizando agujas
de calibre 21 G x 1” (0,8 milimetros (mm) x 25 mm) en tubos
estériles al vacio (Vacuum Diagnostics®) con anticoagulante
acido etileno diamino tetra-acético (EDTA, 35 microlitros (uL))
debidamente rotulados y posteriormente refrigerados a -20 °C
en un congelador de laboratorio serie GP Freezer capacidad 962
litros (L) modelo MF25SS-SAEE-TS marca Thermo Scientific®-
EUA hasta su procesamiento [1, 3, 34, 37]. Durante el muestreo
se colectaron ectoparasitos junto con el pelo en orejas y cuello de
las bufalas estudiadas para su identificacion morfoldgica segun la
metodologia descrita por Batista y col. [6] y Veneziano y col. [44],
por ser considerados como un factor de riesgo en la transmisién
de A. marginale.

Recoleccion de datos: De acuerdo a experiencias
epidemioldgicas previas [38], se disefid6 un cuestionario
epizootiolégico basado en criterios sobre la transmision de
A. marginale expuestos por Kessler [23]. La encuesta estuvo
estructurada en funcién de preguntas objetivas con el propdsito
de recopilar informacién sobre los factores de riesgo (FR)
asociados a la presencia de A. marginale en los rebafos. Para
el presente trabajo, los FR seleccionados fueron: presencia de
garrapatas, hallazgo de insectos hematéfagos (Haematopinus
tuberculatus), uso colectivo de agujas (transmision iatrogénica),
aplicacion de soluciones topicas acaricidas y desparasitacion con
ivermectina [39].

Extendido sanguineo: Las muestras al ser colectadas se
sometieron a identificacion hematoldgica bajo el protocolo
clasico de laboratorio clinico, el cual consisti6 en tomar 5 pL
de sangre venosa para el frotis, luego se realizé la fijacion
con metanol absoluto durante 5 minutos (min) y, finalmente se



efectud la tincion con Giemsa (1/10 en agua destilada, 30 min).
Para la visualizacion de los eritrocitos, se empled un microscopio
Leica®-China modelo CME (100X), en busca de corpusculos de
inclusion compatibles con A. marginale [7, 29] y, luego respaldar
la deteccidn del patégeno mediante PCR.

Extraccion de acido desoxirribonucleico (ADN): Se realizd
una corrida electroforética previa para validar la calidad del ADN
utilizando muestra seroldgica humana y de bufalo. La sangre
colectada fue procesada segun el protocolo de aislamiento
de ADN con proteinasa K y fenol-cloroformo de Sambrook y
Russell [36] modificado en este trabajo. Las muestras fueron
descongeladas durante 1 hora (h) a temperatura ambiente,
mezclandolas suavemente por inversion. A 500 pyL de sangre
se le agreg6 500uL de buffer de lisis (Tris-Cl 10mM, pH 8; EDTA
0,1M, SDS 0,5%; DNasa libre de RNasa, 20 microgramo (ug )/
mililitro(mL)) la cual fue agregada al momento de usar y luego
se incubd a 37°C por 1 h utilizando un termobloque modelo
Mastercycler nexus gradient Eppendorf®-Alemania. Se coloco
proteinasa K a una concentracion final de 100 pg/mL usando
una solucién stock de 20 mg/mL. Se agitd e incubd por 3 h a 50
°C (hubo agitacion esporadica durante la incubacion); superada
la incubacion se extrajo un volumen de fenol: cloroformo (1:1)
equilibrado con buffer Tris-Cl pH 8, agitandose vigorosamente
por 3 min hasta formar una emulsion. Se centrifug6 a 21.912 G
(Fuerza centrifuga relativa (RCF)) por 15 min a 4°C utilizando
una microcentrifuga Eppendorf® 5427R-Alemania. En este
paso solo se observaron dos fases, una cristalina y una fase
blanca superior. Se agregdé 500uL de buffer de lisis adicional, se
agitd vigorosamente para homogenizar las fases y se repitio la
centrifugacion para recuperar la fase acuosa en un tubo nuevo
estéril. Se realizé una extraccion con un volumen 1:1 de cloroformo
(de acuerdo al volumen recuperado), se agit6 vigorosamente y se
repitié la centrifugacion. De nuevo se recuperé la fase acuosa y
se coloco 0,2 volumenes de acetato de amonio 10 Molar (M) y dos
volumenes de etanol absoluto. Se mantuvo la solucion a -20°C
para precipitar el ADN. Nuevamente se centrifugd y descarto el
sobrenadante, seguidamente se lavé la pastilla con 0,5 mL de
etanol frio al 70% y se repitié la centrifugacion. Finalizada la
centrifugacion, el etanol al 70% fue descartado y el exceso del
mismo se drend al colocar el tubo de forma invertida sobre papel
absorbente. EI ADN fue rehidratado con 50uL de buffer Tris-EDTA
(buffer TE) y almacenado a -20°C hasta su uso. La concentracién
de todos los ADN fueron estimadas espectrofotométricamente
utilizando el equipo Uvmin-1240 Shimadzu Corporation-Japodn,
a 260 nandmetros (nm) segun Sambrook y Russell [36] y su
integridad fue visualizada en corrida electroforética usando
una camara Mini sub-cell™ Bio rad-EUA, y geles de agarosa al
0,8% con una concentracion final de bromuro de etidio de 1ug/
mL (Sigma, 10 miligramos (mg)/mL). Se cargaron por pozo 1uL
de cada ADN mas 3uL de buffer de carga. El tiempo de corrida
fue de 1 h en buffer Tris-borate-EDTA (buffer TBE) 0,5X. Luego
de la corrida, el gel fue retirado y expuesto a luz ultravioleta
y fotografiado empleando el sistema de documentacion y
digitalizador de imagenes Ovitec® modelo Uvipro Chemi,

Revista Cientifica, FVC-LUZ / Vol. XXIX, 4, 265 - 273, 2019

Cambridge-Reino Unido.

Deteccion molecular de A. marginale: Para todas la mezclas
de PCR se utiliz6 como control negativo y positivo muestras de
ADN correspondiente a sangre de bufalos (B. bubalis) sanos y
enfermos proporcionado por el laboratorio de Biotecnologia de
la Universidad Nacional Experimental Sur del Lago “Jesus Maria
Semprum” (UNESUR), Santa Barbara de Zulia, estado Zulia
9°00’00” N; 71°55’00”. En todas las PCR se incluyé un control
sin ADN. Las mezclas de PCR se realizaron en una camara
de flujo laminar (Labconco® Premier-EUA) utilizando puntas
plasticas (epTIPS Box- Eppendorf®) y micro-pipetas (Eppendorf
Research plus®). Los cebadores fueron sintetizados en escala
de 50 nanomol (nmol) por EUROFINS®. Se preparé una solucién
stock a 100 micromol (uM) y, una mezcla de PCR de 0,4uM.
Para la PCR de identificacion se utilizaron los oligonucleétidos
BAP-2 (5-GTATGGCACGTAGTCTTGGGATCA-3’) y AL34S
(5'-CAGCAGCAGCAAGACCTTCA-3"), que permitieron
amplificar el gen msp1 que codifica una sub-unidad de la proteina
de superficie de membrana de A. marginale, generando un
amplicon de 409 pb [40]. Para todos los ADN se preparé un stock
de uso de 50ng/uL y, de cada uno de estos, se usé 1uL por tubo
de reaccioén para una concentracion final 3,3ng/uL. Se empleé un
termociclador marca Applied Biosystems®-EUA, modelo 2720. El
volumen de trabajo para las reacciones de PCR fue de 15 pL,
empleando 0,4mM de cada cebador y GoTaq® Green Master Mix,
2X, PROMEGA (Tampon 2X pH 8,5, dATP 400uM, dGTP 400uM,
dCTP 400uM, dTTP 400uM y MgCl, 3mM). La mezcla GoTag®
esta disefiada para ser diluida %2. Los ADN fueron colocados en los
tubos de reaccion luego de dispensar la mezcla de amplificacion.
El perfil térmico utilizado en el ensayo fue: 94 °C, 3 min; 94 °C,
1 min; 60 °C, 1 min; 72 °C, 30 segundos (seg) x 32 ciclos; 72
°C, 5 min [19]. Con el objeto de descartar que los resultados
negativos son por contar con ADN de baja calidad, se llevaron
a cabo amplificaciones usando un par de cebadores dirigidos
a amplificar un gen de mantenimiento celular “housekeeping”
especifico para la secuencia de ADN de la gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), utilizandose para las PCR
los cebadores GAPDH1 (5-GTTCCAGTATGATTCCACCC-3) y
GAPDH2 (5-TCCCTCCACGATGCCAAA-3’) segun lo sugerido
por Homan y col. citado por Tramuta y col. [43]. La concentracién
y componentes de las mezclas de reaccion para la PCR y el
perfil térmico utilizado en la amplificacion fueron las mismas
mencionadas para el PCR de deteccion. De los productos
amplificados se cargaron 10 microlitro uL mas 5 uL de buffer
de carga por pozo. Tanto para el diagnostico como para el
“housekeeping”, las caracteristicas del gel de agarosa y las
condiciones de corrida electroforética coinciden con las descritas
en el protocolo de purificacion de ADN.

Andlisis de datos: Se determin6 la cantidad porcentual de
animales positivos a A. marginale mediante PCR y extendido
sanguineo en cada UP. Para hallar la relacion entre positividad
y FR, se plante6é un disefio retrospectivo (casos y controles)
basado en la prueba de odds ratio (OR) e intervalo de confianza
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(IC=95%) para identificar la magnitud del riesgo [1, 20].
RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de ADN: El protocolo de extraccion utilizado [19]
y modificado en este trabajo, permiti6 obtener ADN integro
sin signos de degradacion o fragmentacion. Este resultado
fue confirmado al procesar por duplicado muestras de sangre
bufalina y humana fresca. Se obtuvo aproximadamente 40 pg
de ADN total a partir de 0,5 mL de sangre de bufalo (80ug ADN/
mL de sangre) y, 60ug de ADN total (120ug/mL) para sangre
humana fresca, proporcionando suficiente ADN para cualquier
ensayo que implique la técnica de PCR. En la Figura (FIG.) 1
se observa una banda de ADN unica por carril bien definida sin
evidencia de degradacion, lo cual sugiere la obtencién de ADN de
excelente calidad para el diagnostico de A. marginale por PCR.
Para evaluar el ADN utilizado como control positivo en la PCR
durante el diagndstico, se realizé una PCR con los cebadores
especie-especificos, logrando amplificar un amplicén que migré
con la banda de la escalera de peso molecular de 400 pb tal y
como lo resefiaron Stich y col. [40] validado por Afez-Rojas y
col. [2] y Ashuma y col. [3]. Por otra parte, al amplificar parte
del gen de la gliceraldehido deshidrogenasa (housekeepin) como
control interno de calidad del ADN, se evidenci6 su viabilidad
para ser amplificado, por tal razén, la no aparicion de resultados
positivos en algunas muestras comprobé la ausencia del ADN
de A. marginale.

FIGURA 1. ADN EXTRAIDO A PARTIR DE SANGRE
TOTAL. 1, 1’y 3, 3’: muestra de sangre bufalina; 2y 2’:
muestra de sangre humana fresca

Deteccion de Anaplasma marginale: La identificacion
microscopica de A. marginale a partir de extendidos sanguineos,
permitié diagnosticar 25,83% (31/120) del total de bdufalas
muestreadas como positivas al microorganismo patdgeno.
Al respecto Eriks y col. [15] y Kocan y col. [27] sefialan que
mediante frotis sanguineo no se logra identificar niveles por
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debajo de 1x107eritrocitos infectados/mL de sangre y, por tanto
se trata de una prueba definitiva sélo en fase aguda pero no
resulta suficientemente sensible para diagnosticar en animales
aparentemente sanos. Por su parte, la PCR revelé que 80%
(96/120) de los animales involucrados en el estudio resultaron
positivos a A. marginale (TABLA 1), tomando como referencia
para el diagnéstico la aparicién de un amplicéon con un tamafio
= 400pb. segln lo establecido por Stich y col. [40]. Se puede
observar en la corrida electroforética (FIG. 2) variaciones en la
intensidad de las bandas obtenidas de animales provenientes
de una misma UP, lo cual puede ser explicado por la presencia
de diferentes niveles de rickettsemia como lo exponen Corona
y Martinez [9]. Esta afirmacién es apoyada por el hecho de que
todos los ADN se diluyeron a una misma concentracion de uso
y, la intensidad de los amplificados para el gen de la GAPDH
fue similar para todos los aislados, indicando que las diferencias
de intensidad en la amplificacién del gen msp1 posiblemente se
deben a variaciones del nivel de infestacion intraeritrocitaria.

TABLA |
RESULTADOS DE DETECCION DE Anaplasma marginale
MEDIANTE EXTENDIDO SANGUINEO Y PCR EN UNIDADES
DE PRODUCCION BUFALINA DEL EJE
PANAMERICANO-SUR DEL LAGO DE MARACAIBO

Prueba diagnoéstico para A. marginale

Up n PCR Extendido sanguineo
Positivo Negativo Positivo  Negativo

A 6 4 2 8

B 9 1 3 7

C 9 1 4 6

D 8 2 3 7

e 10 7 3 2 8

F 8 2 2 8

G 8 2 2 8

H 9 1 3 7

I 8 2 2 8

J 7 3 2 8

K 9 1 3 7

L 8 2 3 7
Total 96 24 31 89
% 80,0 20,0 25,83 7417

Diversos estudios epidemiolégicos similares se han realizado
en ganaderia bovina venezolana, reportandose en promedio la
presencia de A. marginale en 70% de los animales muestreados,
lo cual permitié confirmar que las condiciones ecolédgicas del
tropico americano favorecen la endemia para A. marginale [10,
41] y por tanto, los rebafios bufalinos que se han extendido
considerablemente por las zonas ganaderas del occidente
de Venezuela, estan expuestos al hemotrépico en estudio. El
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porcentaje de animales positivos a A. marginale aqui reportado
es similar al calculado por Bolivar y col. [8] en una explotacion
ganadera del estado Mérida ubicada en la zona Panamericana-
Sur del Lago de Maracaibo, quienes utilizando PCR como prueba
diagndstico, hallaron A. marginale en 76,96% de las bufalas (B.
bubalis) clinicamente sanas involucradas en la investigacion; por
tal motivo, estos resultados indican que el patdgeno se encuentra
ampliamente distribuido en el area de estudio, considerandose
B. bubalis como un importante reservorio de A. marginale; de
igual forma 80% de los bufalos evaluados por Khan y col. [24]
resultaron positivos a A. marginale en Pakistan, exponiendo
la necesidad de desarrollar mas experiencias de campo para
la deteccidon molecular de A. marginale en B. bubalis dado
los efectos negativos que representa desde el punto de vista
sanitario su comportamiento asintomatico. Sin embargo, Barbosa
da Silva y col. [5] detectaron ADN de A. marginale en 5,4% de
los bufalos muestreados al Norte de Brasil, mientras Néo [30]
reporté 68% de muestras positivas al hemotrépico mediante
PCR en bufalos jévenes de Sao Paulo, Brasil. Un porcentaje
semejante concluyeron El-Hariri y col. [14] en su trabajo de
campo, al obtener 69,3% de animales positivos a A. marginale
en areas rurales de Egipto. Si bien las condiciones climaticas
de los ultimos casos mencionados son compatibles al Sur del
Lago de Maracaibo-Venezuela, el porcentaje de positividad por
ellos reportado es inferior al obtenido, la razén, segun Barbosa
da Silva y col. [5] radica en el constante control de vectores
reportado por los propios investigadores durante el registro de
datos epidemioldgicos.

300 pb
- 100 ph
300 ph
200 pb

100 ph

FIGURA 2: A 2. ELECTROFORESIS CON AMPLICONES
ESPECIFICOS PARA A. marginale. Carril 1-9: amplicones
obtenidos a partir de sangre total de bufalas lactantes positivas
a A. marginale. Carril 10: muestra negativa (bufalo sano). Carril
11: control positivo. Carril 12: marcador de peso molecular (100
pb). Carril 13: negativo (sin ADN)

A. marginale fue detectada en todos los grupos de B. bubalis
muestreados; al respecto Torioni y col. [42] explican que el alto
porcentaje de animales positivos se debe a que la infeccién
permanece persistente en el rebafio, donde ocurre multiplicaciéon
ciclica (bajo nivel) de A. marginale que fluctua entre 103-107
eritrocitos infectados/mL de sangre. Segun el reporte presentado
por Ashuma y col. [3], B. bubalis es un portador por excelencia de

A. marginale al no exhibir sintomatologia clinica y actuando como
potencial reservorio. Para Corona y col. [10] y Jacobo y col. [21],
el diagndstico molecular de A. marginale en grandes rumiantes
portadores resulta determinante para caracterizar el estado
epidemioldgico en los rebafios con fines de monitoreo y control,
debido a que la rickettsia se expande a través del movimiento
de los animales infectados en areas libres de la enfermedad.
Figueroa y col. [17] indican que la utilizaciéon de la PCR en la
deteccién de A. marginale permite avances significativos, no solo
en el diagndstico de anaplasmosis, sino también en estudios
epidemioldgicos con resultados precisos.

Factores de riesgo asociados a la presencia de A.
marginale: Ashuma y col. [3] sugieren que, en casos donde se
reporta un alto porcentaje de animales positivos a A. marginale
es necesario evaluar los elementos sanitarios que favorecen la
transmision del patégeno. A partir de esta premisa, al procesar
los datos generados por la encuesta epidemiolégica (TABLA Il),
la presencia de garrapatas (R. microplus) representd un factor
de riesgo importante (OR = 3,23; 95% Intervalo de confianza
(IC): 1,31-7,98) para la detecciéon de A. marginale en los grupos
de bufalas muestreados. Un valor superior (OR=4,34) fue
reportado por Sharma y col. [37] al evaluar los FR asociados a
A. marginale en bufalas lactantes al norte de la India, afirmando
que la presencia de R. microplus adheridas al animal aumenta
en cuatro veces el riesgo de contraer A. marginale. Para Jaimes-
Duefiez y col. [22], las probabilidades de seropositividad tienden
a aumentar en presencia de artrépodos hematéfagos, siendo
R. microplus el principal vector bioldgico de la anaplasmosis en
gran parte del trépico sudamericano [6, 23, 37]. Los hallazgos
de R. microplus en B. bubalis han sido ampliamente discutido
[33] y se ha comprobado que la baja rickettsemia en el bufalo es
suficiente para infectar las garrapatas (R. microplus) e introducir
A. marginale en rebafios vacunos cercanos, los cuales son
considerablemente susceptibles a dicha bacteria intraeritrocitaria
[32]. En consecuencia, la identificacion de reservorios como B.
bubalis y la minima exposicion a garrapatas son estrategias de
control importantes para la anaplasmosis. Sin embargo, Medina-
Naranjo y col. [28] al diagnosticar A. marginale en vacunos del
Ecuador, afirman que la presencia o ausencia de garrapatas no
determina la positividad total del hemotrépico en los rebafios, por
lo que existen otros factores que participan directamente en la
dispersion de la rickettsia. Al igual que las garrapatas, los insectos
hematoéfagos identificados en B. bubalis se han relacionado
previamente como importantes vectores de A. marginale [6,
22]. Figueiredo y col. [16] afirman que los piojos del orden
Anoplura representa un grupo de ectoparasitos de alto potencial
epidemioldgico para la transmisién de enfermedades. Durante
la evaluaciéon se identificaron piojos picadores Haematopinus
tuberculatus en la mayoria de bufalas, su presencia alcanzé un
considerable nivel de riesgo (OR= 1,42;95% IC: 0,66-3,07) parala
infeccion de A. marginale entre las bufalas lecheras muestreadas.
Experiencias similares en Brasil discutidas por Da Silva y col.
[12] al estudiar piojos positivos a A. marginale, apuntan a que
esta via de transmision sea la fuente mas importante para que
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TABLA Il
FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA PRESENCIA DE Anaplasma marginale EN REBANOS BUFALINOS LECHEROS

Factor de riesgo N’ OR" IC (95%) ™
Presencia de garrapatas
Si 77 3,23 1,31-7,98
No 43
Presencia de insectos hematéfagos
Si 75 1,42 0,66-3,07
No 45
Uso de agujas contaminadas
Si 110 1,10 0,81-1,35
No 10
Aplicacion de acaricidas topicos
Regular 90 0,83 0,39-1,78
Irregular 30
Ivermectina como tratamiento antihelmintico
Si 70 1,16 0,53-2,55
No 50

"Cada factor de riesgo fue cotejado en 120 animales
" Odds ratio
“0=5%

B. bubalis adquiera A. marginale, debido a que H. tuberculatus
es el ectoparasito de mayor densidad poblacional reportada en
la superficie dérmica de estos animales. A partir del resultado
obtenido se evidencia que la infestacion del piojo H. tuberculatus
en bufalos merece atencion (OR>1) sanitaria por considerarse
un vector de amplio alcance para la anaplasmosis en ganaderia
bufalina.

Otra forma frecuente de transmitir A. marginale es mediante el
uso de fomites con sangre contaminada durante vacunaciones,
transfusiones sanguineas e intervenciones quirurgicas [23].
Al evaluar el efecto del uso de una aguja colectiva, ésta se
consider6 como un factor de riesgo (OR=1,10; 95% IC: 0,81-
1,35) importante para la trasmision de A. marginale en las
explotaciones bufalinas visitadas. Al respecto Reinbold y col.
[34] recomiendan al operario ser precavido durante las practicas
de control sanitario para evitar la inoculacion injustificada de
ganado, debido a que hay experiencias que reportan hasta 60%
de animales positivos a A. marginale al utilizar material infectado
experimentalmente. Sin embargo, se ha documentado que el
estudio sobre la transmision iatrogénica de anaplasmosis no es
precisa sobre el nimero de animales que podrian infectarse con
una inyeccion secuencial utilizando una Unica aguja [4].

En cuanto al uso frecuente de soluciones acaricidas tépicas
(bafios), se consider6 como un elemento protector (OR= 0,83;
95% IC: 0,39-1,78) frente a la infeccion de A. marginale en los
rebafos bufalinos evaluados, debido al efecto control que ejerce
sobre las poblaciones de R. microplus y H. tuberculatus, ambos
ectoparasitos asociados a la transmision efectiva de A. marginale.
Al respecto Da Silva [13] afirma que la regularidad en el uso de
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acaricidas garantiza en gran medida la ausencia de A. marginale
en vacunos de la zona alta brasilefia; de igual forma Kispotta
y col. [25] reportan un efecto satisfactorio del uso de bafios
acaricidas (OR=0,23) en el control de A. marginale de bovinos al
sur de Asia. En B. bubalis igualmente se recomienda la aplicacién
de acaricidas como tratamiento efectivo contra ectoparasitos por
ser transmisores de numerosos agentes etioldgicos perjudiciales
para la salud animal [11]. Finalmente, el empleo de ivermectinas
como tratamiento antihelmintico y ectoparasiticida en B. bubalis
resulté un factor de riesgo (OR=1,16; 95% IC: 0,53-2,55)
asociado a la positividad de A. marginale, tomando en cuenta
que gran parte de la ganaderia bubalina del tropico americano
utiliza el farmaco [5]; sin embargo, investigaciones realizadas
por Kispotta y col. [25] y Kocan [26], concluyeron que el uso de
ivermectinas no influye sobre la positividad a A. marginale; mas
bien, la droga afecta el desarrollo de la garrapata sin generar
efecto sobre el hemotropico, favoreciendo la prevalencia de A.
marginale a través de otros vectores resistentes.

CONCLUSIONES

En funcion de los hallazgos aqui reportados, la PCR demostrd
ser una herramienta acertada para el diagndstico de A. marginale
en ganado bufalino lechero debido a su alta sensibilidad y
especificidad en comparacién con el extendido sanguineo. El alto
porcentaje de hembras B. bubalis clinicamente sanas positivas
a A. marginale, contribuyen a una mejor comprension de los
aspectos epidemioldgicos del patégeno en la zona abordada,
tomando en cuenta que los factores de riesgo de mayor
impacto para la infeccién de A. marginale fue la presencia de
R. microplus y H. tuberculatus, resultando el control de vectores



como la practica de manejo sanitario mas efectiva para reducir el
porcentaje de positividad a A. marginale. Finalmente se evidencia
que B. bubalis puede actuar como un importante reservorio del
hemotrdpico para los vacunos establecidos en la zona.
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RESUMEN

En este trabajo se planted el objetivo general de evaluar la
relacion entre la sostenibilidad y la eficiencia técnica en los
sistemas de produccién con ovinos en Castilla-La Mancha,
Espafia. Se estimo la eficiencia técnica, aplicando la metodologia
de frontera estocastica, y la sostenibilidad por medio de indices
sintéticos a través del Marco de evaluaciéon de sustentabilidad
basado en indicadores (MESMIS), asimismo se analizé la
relacion entre la sostenibilidad y la eficiencia a través de un
modelo de regresién truncada con la técnica bootstrap. El grado
de intensificacion de los sistemas estudiados resulté variable,
con una alta dependencia de la alimentacion externa, donde
los resultados econdémicos son superiores a los obtenidos en
otras investigaciones. La eficiencia técnica en promedio fue
de 0,74, con un rango de 0,28 a 0,94, indicando que existe un
amplio margen de mejora de eficiencia del sector. En el andlisis
de relacion entre la sostenibilidad y la eficiencia, se encontrd
un efecto negativo y altamente significativo de la autogestién
sobre la eficiencia, probablemente porque el asociacionismo no
esta generando los resultados esperados. La productividad, en
cambio tuvo un efecto positivo sobre la eficiencia (P < 0,01).

Palabras clave: Produccion ovina; sostenibilidad; eficiencia
técnica; frontera estocastica
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ABSTRACT

The aim of this research was evaluating the relationship between
the sustainability and the technical efficiency in sheep production
systems in Castilla-La Mancha, Spain. The technical efficiency
was estimated applying the stochastic frontier methodology, and
sustainability through synthetic indexes through the MESMIS
Framework. The relationship between sustainability and technical
efficiency was analyzed through a truncated regression model
with bootstrap technique. The degree of intensification of the
sheep systems studied was variable, with a high dependence on
external feeding, where the economic results are higher than those
obtained in other investigations. The average technical efficiency
was 0.74, with a range of 0.28 to 0.94, indicating that there is a
wide margin of improvement of improvement of efficiency of the
sector. The analysis of the relationship between sustainability and
efficiency indicates a negative and highly significant effect of self-
management, probably because associationism is not generating
the expected results. While, that productivity had a positive effect
on efficiency (P < 0.01).

Key words: Sheep production; system sustainability; technical
efficiency; stochastic frontier
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INTRODUCCION

En los sistemas de produccién (SP) con pequefios rumiantes
en Espafia, se presentan deficiencias técnicas que se reflejan
en una baja productividad de los rebafios, con bajos niveles
de rentabilidad, que afectan negativamente la continuidad de
estas ganaderias, de modo que se incrementa la migracion de
la poblacion joven a las zonas urbanas, y el abandono de las
actividades del campo [24].

En Castilla-La Mancha, las explotaciones ovinas (Ovis aries)
se caracterizan por el predominio de SP familiares mixtos
(agricultura-ganaderia), donde el proceso productivo se desarrolla
bajo diferentes esquemas tecnoldgicos [25], presentando serias
limitaciones ambientales, sociales y econémicas, entre las que
destaca una alta dependencia de insumos externos, fallas en la
planificacion de la reproducciéon del rebafrio, del uso de la tierra y
del pastoreo [8, 26].

Algunos investigadores como Marin-Bernal y Navarro-Rios
[17] sugieren que, para frenar este debilitamiento del sector
es necesario mantener la actividad ovina en condiciones de
produccion atractivas y rentables para las futuras generaciones.
En este escenario, es importante encontrar los medios para
resolver los problemas actuales de los SP con ovinos de leche.
Basados en el contexto familiar de las explotaciones bajo estudio,
hay que aplicar metodologias que aporten las herramientas
necesarias pararealizar evaluaciones econémicas, y que integren
las dimensiones sociales y ambientales. Un aporte importante es
el enfoque de los estudios de la sostenibilidad como un concepto
multicriterio y multidimensional, donde el proceso productivo
permite la obtencién de productos agropecuarios que satisfacen
las necesidades de las generaciones presentes y futuras,
preservando el medio ambiente y respetando el contexto social
donde la actividad se desarrolla.

La evaluacion de la sostenibilidad de un SP representa una
herramienta para la planificacion y el disefio de estrategias de
manejo de recursos naturales con relacién a su estabilidad
productiva, mejora econdémica, aceptacién social y cuidado
del medio ambiente [1], por lo tanto, es evidente que cualquier
intento de mejora de los SP, debe fundamentarse en la triple
dimensién de este concepto [1, 29, 32], y que hace referencia
a la capacidad de los SP para mantenerse en el tiempo, y de
mantener la productividad de los recursos renovables utilizados
para la produccion agropecuaria, con practicas que favorezcan
el desarrollo econémico, humano y social de las familias que las
realizan, lo que contribuye al mejoramiento del entorno [6].

Segun Galvan-Miyoshi y col. [9], se pueden distinguir dos
grandes grupos de esfuerzos aplicados en la evaluacion de
sostenibilidad: aquellos orientados a la generacion de indices
agregados, que buscan sintetizar la informacion del conjunto de
indicadores en un sélo valor numérico, y otros donde se prefiere
un enfoque no agregativo en la integracion de indicadores, por
ejemplo a través de graficas radiales o “amibas”. Para este fin

se han desarrollado diferentes marcos teéricos [11], los cuales
constituyen un avance importante en los esfuerzos para hacer
operativo el concepto de sostenibilidad.

Bajo estas consideraciones, se plantea que en los SP de
ovino de Castilla-La Mancha, es necesario alcanzar la eficiencia
técnica, con el fin de minimizar el uso de recursos e incrementar
la produccién [2], manteniendo como criterio base las mejoras en
los niveles de sostenibilidad de estos SP.

Tanto la optimizacion de la eficiencia (E) como de la
sostenibilidad conduciran a la generaciéon de estrategias, que
favorezcan la permanencia en el tiempo de estos sistemas
ganaderos. En este contexto, es de importancia la afirmacion de
Gaspar y col. [10], quienes indican que la comparacion de laE y
la sostenibilidad, aporta informacion de gran interés en el analisis
de la gestién de los SP, evaluando los indices de sostenibilidad
(IS) como determinantes de la E, sin embargo, actualmente son
pocos los trabajos en SP con rumiantes que hayan utilizado esta
metodologia.

Con base en estos planteamientos, en la presente investigacion
se propone la hipétesis que los SP con ovinos en Castilla-La
Mancha, presentan diferentes niveles tecnoldgicos, lo cual incide
en los resultados de E técnica, sostenibilidad y su relacion.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio, muestra y recoleccion de datos

El estudio fue conducido en la region de Castilla-La Mancha,
Espafia; caracterizada por un clima Mediterraneo continental, con
una precipitacién menor a 450 milimetros (mm)/afio (a) [4]. Este
trabajo forma parte de uno de los objetivos generales del proyecto
de investigacion: Nivel de Competitividad del sistema productivo
ovino lechero de la DOP Queso Manchego. Propuestas de me-
jora de viabilidad de las explotaciones (RTA2011-00057-C02-02),
concedido por el Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio
Ambiente de Espafia, y representa una continuacion de la inves-
tigaciéon desarrollada por Morantes [21].

De una poblacion de 781 empresas se seleccionaron
138 explotaciones al azar, mediante un muestreo aleatorio
estratificado con asignacién proporcional, segun situacion
geografica y tamafio del rebafio. Se aplicé una encuesta de 226
preguntas referidas a aspectos sociales, técnicos y econémicos.

Determinacion de los grupos tecnolégicos

Con la finalidad de contrastar la hipétesis de la existencia de
diferentes niveles de implementacion de estrategias de manejo
a largo plazo en la poblacion estudiada, se aplicd un Analisis
Factorial Multivariante, las variables utilizadas fueron el indice de
Tecnologia a Largo Plazo (ITLP), y las productividades de los SP.

El ITLP estda conformado por las estrategias de manejo
representadas por técnicas que requieren un planteamiento de
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ATRIBUTOS, PUNTOS CRITICOS E INDICADORES SELECCIONADOS PARA EL ANALISIS DE SOSTENIBILIDAD

TABLA |

Atributo Punto Critico Criterio de Indicadores Unidad Relacién D/
diagnostico
Adaptabilidad Elevada dependencia de Subvencién/oveja €/oveja | E
subvenciones .
Proporcion de
subvenciones - —
Ratio de subvencion % I E
IS/IT
Escasa fuente de ingresos  Otros oficios  Numero de actividades Numero D E
realizadas por el
ganadero
Nivel de formacion Escolaridad Formacién Sin estudios, D S
primaria, bachillerato,
universitario
Autogestion Escaso asociacionismo Pertenencia Numero de gremios Numero D S
Bajo nivel de propiedad de Ratio de tierra Superficie propia/ % D S
la tierra en propiedad superficie total
Equidad Baja generacion de Ratio MO fija  Mano de obra fija/MOT % D S
empleo
Ratio MO Mano de obra familiar % D S
familiar fija fija/MOT
Baja intensificacion de la  Intensificacion UTA/100 ovejas UTA/100 ovejas D S
mano de obra por animal
Estabilidad Alta dependencia de Costos de Costo alimentacion % I A
recursos externos insumos comprada/costo
parala alimentacion total
alimentacién
Sobrepastoreo Intensificacion Ovejas/ha D A
de la
superficie
Baja diversidad de Especies Numero de especies Numero D A
especies animales de ganado distintas
Recursos Numero de especies Numero D
forrajeros forrajeras distintas
Productividad Vulnerabilidad econémica Indicadores de Margen neto/L €/L D E
rentabilidad
Margen neto/UTA €/UTA
Inadecuada gestion del Indicadores de  Productividad lechera/ L/oveja D E
uso de recursos productividad animal
Kg/oveja
Productividad carnica/
animal L/ha

Productividad lechera/
superficie

IS/IT: Ingreso por subvencion/Ingreso Total. MO: Mano de obra. MOT: Mano de obra total. UTA: Unidad de trabajo agricola. Relacion: I:
indirecta, D: directa. D/: dimension, A: ambiental, S: social, E: econdmica
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inversiéon y amortizacion de varios afios en el SP ovino lechero,
las variables que conformaron el ITLP fueron el manejo de lotes
de pastoreo por grupo productivo, uso del valor genético como
criterio de reposicion de los machos y hembras, empleo de
ordefio mecanico, suelo de cemento, uso de silos, henil y cinta
de alimentacion.

Para la seleccién y ponderacion de las variables que confor-
man el ITLP, se utilizé un panel de doce expertos, a los cuales se
les aplicd una encuesta, que consideraba la opinion con base en
la importancia que tienen las diferentes practicas de manejo, en
la consecucion de las mejores productividades en los SP con ovi-
nos, mediante una escala de Likert [7, 15]. Se utilizé la siguiente
expresion:

ITLP = w,* EM,+ w,* EM,+... +w_* EM_, donde w,es el peso
asignado a cada variable y EM,, es el valor adoptado por cada
variable que exprese la estrategia de manejo.

Los indicadores de productividad utilizados en el analisis
fueron: Leche (L)/hectarea, Leche (L)/oveja, Leche (L)/Unidad
de trabajo agricola (UTA), Margen Bruto (€)/Leche (L), Margen
Bruto (€)/UTA, Margen Bruto (€)/ha, Ingresos por leche (€)/oveja,
Ingresos por leche (€)/UTA, Ingresos por leche (€)/ha, Ingresos
totales (€)/oveja, Ingresos totales (€)/UTA, Ingresos totales (€)/
ha.

Determinacion del indice de sostenibilidad

Para la determinacién del IS de los SP con ovinos de leche,
el presente trabajo tiene como base la metodologia MESMIS
[18, 19]. A partir de esto, con la participacion de 10 expertos
en el area, se establecieron los indicadores de cada uno de los
atributos de adaptabilidad, autogestion, equidad, estabilidad y
productividad, los cuales se muestran en la TABLA I

En el proceso de construccién del indice sintético de sostenibilidad,
se siguieron los siguientes pasos:

1. Cuantificacion de cada uno de los indicadores.

2. Normalizacién de los indicadores utilizando el procedimiento
min-max [11, 23], en el cual si el valor objetivo es un maximo, la
férmula es la siguiente:

in _ Xk_min

Iki= % %
k. max = “k_min

donde |, .es el valor normalizado del indicador k para la explotacion
i, X,; es el valor original de ese mismo indicador para la misma

explotacion, y X, .y X,
indicador k, respectivamente.

los valores minimo y méaximo del

Si el objetivo es un minimo, la férmula seria la siguiente:

Xk_:-*nax _ in

X k max — X k_min

3. Ponderacion de los indicadores, se utilizdé un panel de exper-
tos, a los que se les aplicé una encuesta recabando su opinién
en cuanto a la importancia que tienen los diferentes indicadores,
en la consecucion la sostenibilidad de los SP con ovinos de leche
[7, 15].

4. Agregaciéon de los indicadores: una vez normalizados los
indicadores y calculados los factores de peso, se agregaron
dichos indicadores para construir los IS para cada atributo,
aplicando la siguiente férmula:

p
J _ i AL
Iy = E W-. N
=1

“ 9

donde “w” es el peso asignado a cada indicador, e “y” es el valor
del indicador.

Para el célculo de la sostenibilidad global, se agregaron los
indices de cada atributo.

Determinacion de la eficiencia técnica

Para determinar la E técnica de las explotaciones bajo estudio,
se utilizé la metodologia de Analisis de Frontera Estocastica con
una funcién de produccion Cobb-Douglas [5].

Se empled un output: produccion de leche (litros), y cinco
inputs: ovejas (numero), superficie (ha), mano de obra (Unidad
de Trabajo Agricola), capital fijo (€) (amortizacién de las
construcciones, instalaciones, utillaje, y animales), capital
circulante (€) (gastos en alimentacion, seguridad social, sanidad,
intereses de capital).

El modelo se describe a continuacion:
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Ln (PL)= B, + B,In(0) + B,IN(UTA) + B,In(S) + B,In(CF) + B,In(CC)
+ BJn(GT) + (V.- U)

Para i=1 .... 138 explotaciones lecheras donde:

Ln (PL)= Variable endégena definida como el logaritmo de la
produccién de leche expresada en litros

B,= constante

In (O)= logaritmo del numero de ovejas

In (UTA)= logaritmo de la Unidad de Trabajo Agricola

In (S)= logaritmo de la superficie de las explotaciones (ha)
In (CF)= logaritmo del capital fijo (€)

In (CC)= logaritmo del capital circulante (€)

In (GT)= logaritmo del grupo tecnolégico (0= grupo de bajo nivel
tecnolégico, 1=grupo de alto nivel tecnolégico)

Vi= Componente de error aleatorio N (0,0,2),

Ui= Componente de la eficiencia, el cual se asume con distribucion

Semi-Normal [N(0,0 2)|.
Los coeficientes B, B, representan las elasticidades [13].

Determinacion de la relacion entre la eficiencia y la
sostenibilidad

Con la finalidad de determinar la relacion entre la sostenibilidad
y la E técnica, se realizé6 un analisis de segunda etapa. La
variable a explicar, es la E acotada entre 0 y 1. Se estimé un
modelo de regresién truncada, con 2000 replicaciones bootstrap,
para explicar la E técnica, en funcion de un conjunto de factores
de E mediante la expresion Eficiencia Técnica (ET) = F(B, ) + € ;
€1 N(0, 0%,y 0<ET<1. Para la estimacion de este modelo se
aplico el algoritmo #1 de Simar y Wilson [30], usando el software
Stata, y el modulo “simarwilson” desarrollado por Badunenko
y Tauchmann [3]. Como factores de la E se incluyeron los IS:
adaptabilidad, autogestion, equidad, estabilidad y productividad.

RESULTADOS Y DISCUSION

indice de sostenibilidad en sistemas de produccién con ovinos
en Castilla-La Mancha

En las TABLAS Il y lll se muestran los resultados del anali-

TABLA Il
DESCRIPTIVA DE LAS VARIABLES UTILIZADAS EN LA DETERMINACION
DE LOS iNDICES DE SOSTENIBILIDAD.

Variables Media Desviacion Valor minimo Valor maximo
Estandar

Adaptabilidad

Subvencion (€)/oveja 32,70 7,04 0,00 39,58

Ingreso subvencion/Ingresos totales (%) 11,45 3,54 0,00 20,07

Autogestion

Superficie propia/superficie total (%) 13,91 30,49 0,00 100,00

Equidad

Mano de obra (MO) fija/MO total (%) 38,69 38,17 0,00 100,00

MO familiar fija/MO total (%) 56,16 38,77 0,00 100,00

UTA/100 ovejas 0,51 0,22 0,17 1,65

Estabilidad

Alimento externo/alimento total (%) 77,28 30,60 1,74 100,00

Unidades ganado mayor/ha 1,42 7,28 0,02 66,55

Productividad

Margen bruto (€)/L 1,18 0,90 -4,40 5,61

Margen bruto/UTA 36963,96 27454,84 -99651,80 133824,21

Leche (L)/Oveja 145,06 56,33 40,00 310,79

Leche (L)/ha 137,92 108,22 12,50 794,87

Cordero (kg)/oveja 14,25 6,63 0,00 43,77
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TABLA IV
PESOS ASIGNADOS POR LOS EXPERTOS A LAS
VARIABLES QUE CONFORMAN LOS iNDICES
DE SOSTENIBILIDAD

Variables Peso
Adaptabilidad

Subvencién/Oveja 0,19
Ratio subvencion IS/IT 0,19
Actividades realizadas por el ganadero 0,29
Formacion 0,33

Autogestion

Pertenencia a Gremios 0,50
Propiedad de la tierra (Superficie propia/

Superficie total) 0,50
Equidad

Mano de obra fija 0,33
Mano de obra familiar fija 0,33
Intensificacion de la MO por animal (UTA/oveja) 0,33
Estabilidad

Costo externo en alimentacion 0,17
Carga Ovina 0,28
Diversidad de especies animales 0,28
Diversidad de recursos forrajeros 0,28

Productividad

Variable Frecuencia

n (%)
indice Adaptabilidad
Otras actividades realizadas por el
ganadero (n)
2 3(2,17)
3 30 (21,74)
4 77 (55,80)
5 27 (19,57)
6 1(19,57)
Nivel de estudios
Sin estudios 40 (28,99)
Primaria 63 (45,65)
Bachiller 20 (14,49)
Universitario 15 (10,87)
indice de Autogestion
Pertenencia a gremios (nimero)
0 1(0,72)
1 14 (10,14)
2 39 (28,26)
3 46 (33,33)
4 38 (27,54)
indice de Estabilidad
Especies animales (numero)
1 91 (65,94)
2 47 (34,06)
Especies forrajeras (numero)

70 (50,72)
2 67 (48,55)
3 1(0,72)

Margen bruto/L 0,22
Margen bruto/UTA 0,22
Productividad lechera por animal 0,19
Productividad carnica por animal 0,19
Productividad Lechera por superficie 0,19

sis descriptivo de las variables utilizadas para la construccién de
cada uno de los IS.

Los resultados indican una alta dependencia de las subvencio-
nes en las ganaderias estudiadas, lo cual puede tener un efecto
negativo en el atributo de adaptabilidad, similar a lo presentado
por Toro y col. [33].

La proporcion de superficie propia es baja, indicando poco
acceso a la propiedad de la tierra, esto tiene un efecto negativo
en el desempefio tecnolégico de las explotaciones, asi como la
de los ganaderos sobre la actividad agricola [25].

La carga ganadera obtenida en esta investigacion fue superior
a la que se presenta en ganaderias ovinas en la region [25, 33], y
coincide en una alta desviacion estandar, lo que se ha resefiado
como un reflejo de la diversidad en el grado de intensificacion de
los sistemas lecheros ovinos en Castilla-La Mancha [33].

Se observo una alta dependencia de la alimentacion externa
con una proporcién de 77,28 % de la alimentacion total, superior
al presentado por Rivas y col. [25], esto representa un aspec-
to negativo si se considera lo afirmado en otras investigaciones
donde se ha indicado que la alimentacion representa el mayor
gasto en la explotacién [33], siendo esto consecuencia de una
actividad agricola de baja produccién [25].

La proporcién de mano de obra familiar en relacién a la mano
de obra total es de 56,16 %, este valor es inferior al presentado
por Toro-Mujica y col. [33], y Rivas y col. [27] en explotaciones
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de ovino Manchego, lo que indica que es un indicador a mejorar
para no afectar la equidad en estos sistemas de produccion.

La productividad lechera es de 145,06 L/oveja/a superior al que
se obtuvo en el trabajo presentado por Lana y Lasarte [14], e in-
feriores a los de Rodriguez-Ruiz [28] y Milan y col. [20] en gana-
derias ovinas de leche en Espafia. Asimismo, los resultados eco-
noémicos, representados por el margen bruto por L de leche y por
UTA, resultaron ser superiores a los sefalados por Rodriguez-
Ruiz [28] en ganaderias de leche en Castilla y Ledn, Espafia, lo
que indica una mayor rentabilidad de las ganaderias estudiadas.

Se construyeron los IS estimando los pesos de las variables
con base en los resultados de la escala de Likert [15]. Se observo
que los expertos asignaron pesos similares, con un mayor valor
para la formacién del ganadero, y el margen bruto por L y UTA
(TABLAIV).

En la TABLA 'V se muestra la descriptiva de cada uno de los IS
determinados, y el IS total de las explotaciones de ovino en Cas-
tila-La Mancha, Espana. Una vez calculados, se normalizaron
entre 0y 1. En general, se observé un bajo nivel de sostenibilidad
en los SP con ovinos en Castilla-La Mancha, Espafa.

El indice de Adaptabilidad (IA) muestra valores bajos si se
compara con otras investigaciones en sistemas ganaderos en
Espafa [22, 33], uno de los factores que puede estar afectando
negativamente este indice es la alta dependencia de las subven-
ciones que se presentan en estas ganaderias.

Algunos estudios sugieren que las subvenciones que ha per-
cibido el sector, distorsionan el impacto que sobre la produccién,
tienen el capital, las unidades ganaderas y el progreso técnico,
asi como el tipo de rendimientos en los que operan las empresas
[12].

Se construyeron los IS estimando los pesos de las variables
con base en los resultados de la escala de Likert [15]. Se observo
que los expertos asignaron pesos similares, con un mayor valor
para la formacion del ganadero, y el margen bruto por L y UTA
(TABLA IV).ovino en Castilla-La Mancha, Espafia. Una vez cal-
culados, se normalizaron entre 0 y 1. En general, se observé un
bajo nivel de sostenibilidad en los SP con ovinos en Castilla-La
Mancha, Espafa.

El indice de Adaptabilidad (IA) muestra valores bajos si se
compara con otras investigaciones en sistemas ganaderos en
Espafia [22, 33], uno de los factores que puede estar afectando
negativamente este indice es la alta dependencia de las subven-
ciones que se presentan en estas ganaderias.

Algunos estudios sugieren que las subvenciones que ha per-
cibido el sector, distorsionan el impacto que sobre la produccion,
tienen el capital, las unidades ganaderas y el progreso técnico,
asi como el tipo de rendimientos en los que operan las empresas
[12].
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TABLAV
DESCRIPTIVA DE LOS iNDICES DE SOSTENIBILIDAD

indices Media Desviacién
Estandar
Adaptabilidad 0,40 0,16
Autogestion 0,32 0,23
Equidad 0,71 0,19
Estabilidad 0,32 0,24
Productividad 0,58 0,14
Sostenibilidad total 0,47 0,09

En las explotaciones estudiadas, la mayoria de los productores
realizan mas de una actividad lo cual puede ser un aspecto
positivo, ya que la diversificacion en la generacion de ingresos,
proporciona una mayor capacidad de adaptacién ante escenarios
que puedan poner en riesgo su capacidad econémica, resaltando
que el 76 % de los ganaderos realiza cuatro o mas actividades.

El nivel de educacién se estructurd en cuatro niveles, el 71 %
de los productores tiene algun tipo de estudio, lo cual representa
una caracteristica favorable para la sostenibilidad del SP.

En cuanto al indice de Autogestion (IAG), las explotaciones
estudiadas muestran un bajo nivel, lo que indica que el desempefio
del sistema es afectado por las condiciones, perturbaciones e
intervenciones externas que no controla, similares resultados lo
present6 Toro-Mujica y col. [33]. Sin embargo Gaspar y col. [10]
sefialan que el atributo Autogestion en sistemas de dehesa en
Extremadura (Espafa) supero el valor 0,7.

La Equidad es uno de los atributos de la sostenibilidad que
presenta mayor valor (0,71), lo que indica una adecuada
proporcion de mano de obra fija y familiar, y adecuados niveles
de productividad de la misma.

El indice de Estabilidad (IE) es bajo, coincidiendo con lo
presentado por Nahed y col. [22] y Toro-Mujica y col. [33] en
explotaciones ganaderas en Espafia. Estos resultados sugieren
que el SP estudiado, no es capaz de mantener la productividad
en condiciones normales, esto puede ser el resultado de la
alta dependencia de alimentacion externa. Otros aspectos que
pueden estar limitando la estabilidad del sistema ovino, es la
baja diversidad de especies forrajeras y animales utilizadas en
el proceso productivo.

El indice de Productividad tiene un bajo valor que apenas supera
el valor 0,5. Estos resultados son inferiores a los reportados por
Gaspar y col. [10], Nahed y col. [22] y Toro-Mujica y col. [33]. Al
respecto, es importante destacar que la productividad de la tierra
y el trabajo en los sistemas ganaderos en Espafia se encuentran
entre las mas bajos de la Union Europea [12].

Eficiencia técnica en los sistemas de produccion con ovinos
en Castilla La Mancha
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TABLA VI
VARIABLES QUE COMPONEN EL iNDICE TECNOLOGICO A LARGO PLAZO
Y PROPORCION DE GANADERIAS QUE DESARROLLAN LAS PRACTICAS

Practica Pesos Desarrolla la practica
% (n)

Estratifica lotes de animales segun el nivel productivo 0,13 52,17 (72)
Utiliza el valor genético como criterio de reposicion de los machos 0,13 38,41 (53)
Utiliza el valor genético como criterio de reposicion de las hembras 0,12 41,30 (57)
Ordefio mecanico 0,12 84,06 (116)
El suelo es de cemento 0,10 23,91 (33)
Estercolero 0,10 22,46 (31)
Silos 0,11 31,88 (44)
Henil 0,10 27,54 (38)
Cintas de alimentacion 0,09 9,42 (13)

TABLA VII
PRODUCTIVIDAD E iNDICE DE MANEJO A LARGO PLAZO POR GRUPO TECNOLOGICO

. GBT (n=82) GAT (n=56) o
Variable Significacion
Media (DE) Media (DE)
indice Tecnolégico a largo plazo 0,35 (0,23) 0,44 (0,21) 0,015
Leche (L)/ha 81,77 (44,14) 220,13 (121,33) 0,000
Leche (L)/oveja 113,38 (36,33) 191,45 (47,67) 0,000
Leche (L)/UTA 25268,83 (12357,59) 47565,38 (17131,88) 0,000
Margen Bruto (€)/Leche (L) 1,29 (1,13) 1,03 (0,36) 0,101
Margen Bruto (€)/UTA 28931,98 (26739,05) 48725,08 (24240,06) 0,000
Margen Bruto (€)/ha 96,31 (86,28) 224,59 (158,32) 0,000
Ingresos por leche (€)/oveja 130,90 (52,16) 216,13 (56,63) 0,000
Ingresos por leche (€)/UTA 29728,78 (15624,35) 53763,93 (123,11) 0,000
Ingresos por leche (€)/ha 94,79 (55,08) 243,16 (123,75) 0,000
Ingresos totales (€)/oveja 286,96 (88,32) 340,91 (75,04) 0,000
Ingresos totales (€)/UTA 65019,42 (35135,39) 86255,36 (35618,85) 0,000
Ingresos totales (€)/ha 2659,50 (2618,32) 1433,31 (893,24) 0,001

GAT: Grupo de alto nivel tecnolégico. GBT: Grupo de bajo nivel tecnolégico. DE: desviacion estandar. n= nimero de explotaciones.

En la TABLA VIl se presenta la descriptiva de las variables
utilizadas para la determinacion del indice tecnoldgico a largo
plazo. Las tecnologias de mayor implementacion son el ordefio
mecanico, y la division del pastoreo para cada grupo animal
segun su estado productivo. La mayoria de las UP no utilizan
criterios genéticos para la reposicion de animales, lo cual puede
afectar negativamente el desempefio de estas explotaciones,
adicionalmente la mayoria no han tecnificado la alimentacion con
la implementacion de equipos como cinta de alimentacion, silos
y henil, y no han implementado el uso de la solera de cemento,

y estercoleros.

Al contrastar si en las ganaderias estudiadas existe alguna
diferencia entre grupos de fincas paraindicadores de productividad
parcial y el ITLP, el anélisis Factorial Multivariante aplicado
permitié resumir las caracteristicas de las ganaderias mediante
dos factores. El conglomerado de K medias, permitié definir
dos grupos de explotaciones, un grupo de alto nivel tecnoldgico
(GAT) (n=56) y un grupo de bajo nivel tecnolégico (GBT) (n=82).
En la TABLA VIl, se observan los valores obtenidos para las
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TABLA Vil
DESCRIPTIVA DE LAS VARIABLES UTILIZADAS PARA EL ANALISIS DE EFICIENCIA

Variables Media Desviacion Estandar Valor minimo Valor maximo
Produccion de leche (L) 103248,55 81906,58 6500,00 456000,00
Ovejas (numero) 674,07 421,83 81,00 2512,00
Unidad de trabajo agricola 2,88 1,00 9,67
Superficie (ha) 896,86 649,85 39,00 3200,00
Capital fijo (€) 31445,93 22149,00 1622,06 142019,05
Capital circulante (€) 79231,48 53883,00 5476,69 257652,46
TABLA IX

COEFICIENTES, ERROR ESTANDAR Y SIGNIFICACION DE LAS VARIABLES
DEL MODELO DE ANALISIS DE FRONTERA ESTOCASTICA

Variable Coeficiente Error estandar Probabilidad Intervalo de confianza 95%
Constante 2,43 0,58 0,000 1,29 3,56
InOvejas 0,39 0,14 0,006 0,11 0,67
InUTA 0,16 0,07 0,037 0,01 0,30
InSuperficie 0,13 0,05 0,013 0,03 0,24
InCF 0,19 0,09 0,026 0,02 0,37
InCC 0,32 0,08 0,000 0,16 0,48
InGT 0,47 0,06 0,000 0,35 0,58
linsig2v -3,66 0,42 0,000 -0,34 -0,58
/Insig2u -1,75 0,26 0,000 -2,27 -3,56

UTA: Unidad de trabajo agricola, CF: capital fijo, CC: capital circulante, GT: grupo tecnolégico. Wald chi?: 885.54. Prob > chi 0.000

productividades y el ITLP, expresados en media y desviacion
estandar para el GAT y para el GBT. Se observan los mejores
valores de productividad para el GAT con diferencias altamente
significativas, a excepcion de los ingresos totales por superficie.

GAT: Grupo de alto nivel tecnolégico. GBT: Grupo de bajo
nivel tecnolégico. DE: desviacion estandar. n= numero de explo-
taciones.

La descriptiva de las variables utilizadas en el analisis de E
técnica se resume en la TABLA VIII. Se observa que el numero
de ovejas es alto si se compara con los valores reportados por
Caballero [4] y Milan y col. [20]. La UTA y la superficie total
obtenida en las ganaderias estudiadas son similares a las
presentadas en estudios de sistemas ovinos en Esparia [17, 26].

En la TABLA IX se muestran los resultados de la estimacion
del modelo de frontera estocastica estimado por maxima
verosimilitud. Se presentan los valores de los estimadores
de los parametros (coeficiente), las desviaciones estandar
estimadas, el valor P del contraste de significacion individual
mediante la prueba t de student, y el intervalo de confianza del
coeficiente. Dada la especificacion de la funcion Cobb Douglas,
los coeficientes representan las elasticidades. Las variables
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ovejas, UTA, superficie, grupo tecnoldgico, capital fijo y circulante
mostraron un efecto positivo y altamente significativo (P < 0,001)
sobre la produccion de leche. El retorno de escala, calculado
mediante la suma de las elasticidades alcanza un valor mayor
que 1, lo que indica que las explotaciones estan en retornos
crecientes a estos factores, es decir la produccién de leche se
asocia positivamente a la escala de produccion.

La variable con mayor impacto fue el grupo tecnoldgico,
seguido del numero de ovejas y el capital circulante. El grupo
de mayor tecnologia se asocia con un incremento del 0,47% en
la produccion lactea. Asimismo, un incremento en el 1% en el
numero de ovejas y en el capital circulante se corresponde a un
incremento en los litros de leche producidos de 0,39 y 0,32 %,
respectivamente.

La E técnica de los SP estudiados muestran un valor medio
de 0,74 (TABLA X), similar a lo presentado por Theodoridis y col.
[31] en explotaciones ovinas en Grecia, e inferior al reportado
por Toro-Mujica y col. [33] en ganaderias de ovejas Manchegas
ecolégicas en Espafia.
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TABLA X
DESCRIPTIVA DE LA EFICIENCIA TECNICA
EN LOS SISTEMAS DE PRODUCCION
CON OVINOS EN CASTILLA-LA MANCHA

indice Media Desviacion Valor Valor
Estandar minimo maximo
Eficiencia 0,74 0,14 0,28 0,94

Relacién entre la eficienciay la sostenibilidad en los sistemas
de produccion con ovinos en Castilla-La Mancha

En el TABLA Xl se muestran los resultados del analisis de
segunda etapa, donde se analizd la relacion entre la E y la
sostenibilidad. Se encontr6 un efecto negativo y altamente
significativo de la autogestion sobre la E con diferencias
altamente significativas. En este atributo, se determind el
asociacionismo de los ganaderos a diferentes gremios, que se
caracteriza por asociaciones que promueven la inversién en
estrategias de mejoramiento genético del rebafio, destinando
menos atencién a otros aspectos del sistema de produccion
tales como la gestion [21]. En otros estudios, algunos autores
como Manevska-Tasevska y Hansson [16] sefialan una relacién
negativa entre el asociacionismo y la E técnica en explotaciones
agricolas, indicando que las asociaciones de agricultores no estan
cumpliendo con su objetivo central de servir como un foro donde
los agricultores intercambian ideas, comparten experiencias, y
trabajan juntos para lograr un mejor rendimiento de la finca.

Por otra parte, el atributo propiedad de la tierra que conforma
el IAG presentd un efecto negativo, es importante destacar que
las ganaderias estudiadas tienen un bajo porcentaje de tierras
propias, similar resultado lo sefialan Gaspar y col. [10] en
explotaciones ganaderas de la dehesa espafiola.

La productividad tuvo un efecto positivo sobre la E (P<0,01),
este resultado coincide con los de Gaspar y col. [10], en

ganaderias de la Dehesa en Espafia, donde se indico que las
explotaciones con la gestion mas eficiente, son también mas
productivas.

CONCLUSIONES

En la presente investigacion se determinaron los IS, E y su
relacion en los SP con ovinos en Castilla-La Mancha Espafia.
Los indicadores reflejaron que existe una elevada diversidad en
el grado de intensificacion en estas ganaderias, alta dependencia
de la alimentacion externa, y resultados econémicos superiores a
los obtenidos en otros trabajos del sector ovino espafiol.

Se observé un bajo nivel de sostenibilidad en los SP con ovinos
en Castilla-La Mancha, lo que puede implicar un alto factor de
riesgo para la permanencia en el tiempo de estas explotaciones.
Se debe hacer énfasis principalmente en mejorar las variables
criticas que afectaron los valores obtenidos en la adaptabilidad,
autogestion y estabilidad, tres aspectos son resaltantes y factibles
de mejorar, como la alta dependencia de las subvenciones e
insumos externos, y el bajo nivel de propiedad de la tierra.

La E técnica de los SP estudiados muestra un valor medio de
0,74, con un rango de 0,28 a 0,94, lo que indica que existe un
amplio margen de mejora de la E en el sector, siendo necesario
profundizar en los factores que estan determinando estos
resultados.

En el modelo de la frontera de produccion estocastica, las
elasticidades de las variables de entrada ovejas, UTA, superficie,
grupo tecnoldgico, capital fijo y circulante mostraron un efecto
positivo y altamente significativo sobre la produccion de leche.
Las estimaciones reportan una elasticidad mayor a 1, lo que
indica que las explotaciones estan en retornos crecientes a estos
factores, es decir la produccion de leche se asocia positivamente
a la escala de produccion.

TABLA XI
DETERMINANTES DE LA EFICIENCIA TECNICA EN LOS
SISTEMAS DE PRODUCCION EN CASTILLA-LA MANCHA, ESPANA

indice Coeficiente Error estandar Probabilidad Intervalo de confianza
95%
Constante 53,49 6,99 0,000 39,77 67,19
Adaptabilidad -0,01 0,07 0,865 -0,15 0,13
Autogestion -0,15 0,05 0,003 -0,26 -0,05
Equidad -0,08 0,07 0,207 -0,21 0,05
Estabilidad -0,01 0,05 0,811 -0,11 0,09
Productividad 0,57 0,10 0,000 0,37 0,78
Isigma 12,47 0,97 0,000 10,55 14,39

Prob > Chi? ‘0,000
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Al evaluar la relacion entre la sostenibilidad y la E, se encontrd
un efecto negativo y altamente significativo de la autogestién sobre
la E, lo cual puede ser consecuencia de que el asociacionismo
no esta generando los resultados esperados, por lo que es
necesario evaluar este aspecto en las explotaciones estudiadas.
La productividad tuvo un efecto positivo sobre la E técnica, por
lo que se relaciona con el hecho de que las explotaciones con la
gestion mas eficiente, son también mas productivas.
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PREVENTIVO DE INFECCIONES UTERINAS EN VACAS
RECEPTORAS DE EMBRIONES

EVALUATION OF OREGANO OIL AS PREVENTIVE
OF THE UTERINE INFECTIONS EMBRYO RECEPTOR COWS
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RESUMEN

La prevencion y tratamiento de las patologias reproductivas es la
base fundamental en la reproduccion bovina y en la mayoria de
especies en produccion zootécnica. Con el fin de proporcionar un
tratamiento alternativo a las enfermedades reproductivas en la
provincia de Morona Santiago, canton Palora, Ecuador, se valoré
el aceite de orégano (AO) como tratamiento preventivo de las
infecciones uterinas en las vacas receptoras de embriones. Se
estudiaron 2 grupos de 20 vacas, se aplicaron los tratamientos
del lavado uterino (T1), y dos grupos testigo (T2). Todas las
vacas contaron con 90 dias postparto como promedio, fueron
vitaminizadas (A, D, E), mineralizadas y se les realiz6 el protocolo
de sincronizacion del celo para la transferencia de embriones.
El peso promedio inicial de peso vivo fue de 456,63 kilogramos
(kg) y el final de 495,5 kg, con una condicion corporal promedio
inicial de 2,6/5 puntos (pts.) y final de 3,23/5 pts. En relacién a
la reproductiva de los grupos T1 y T2, ambos presentaron el
100% de presencia del celo. El grupo T1 presentd el 90% de
los cuerpos luteos funcionales vs el 65% que presento el T2; el
porcentaje de vacas gestantes del T1 fue de un 60%, vs el T2
que alcanzo el 50%, el costo de gestacion por vaca fue menor
en el grupo del tratamiento lavado uterino con 119,17 dolares ($),
debido a que existi6 un mayor porcentaje de vacas gestantes
vs el grupo testigo que tuvo un costo de 129,00 $ ddlares por
gestacion. La inclusién del AO en el lavado uterino de vacas
que estén dentro de los programas de sincronizacién de celo
como futuras receptoras de embriones ayuda a la prevencion de
infecciones uterinas con la mejora de los parametros productivos,
reproductivos y econémicos del hato bovino.
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ABSTRACT

The prevention and treatment of reproductive pathologies is the
fundamental basis in bovine reproduction and in most species
in zootechnical production. In order to provide an alternative
treatment to reproductive diseases in the province of Morona
Santiago, Canton Palora, Ecuador, oregano oil (AO) was
evaluated as a preventive treatment of uterine infections in
embryo-receiving cows. Two groups of 20 cows were studied,
uterine lavage treatments (T1), and two control group (T2) were
applied. All the cows will have an average postpartum 90 days,
were vitaminized (A, D, E) and mineralized and the heat transition
protocol for embryo transfer was performed. The initial average
weight of live weight was 456.63 kilograms (kg) and the final
weight of 495.5 kg, with an initial average body condition of 2.6 / 5
points (pts.) and final of 3.23 / 5 pts. In relation to the reproduction
of groups T1 and T2 both exposed 100% presence of heat. The
T1 group presented 90% of the functional luteal bodies vs 65%
that presented the T2; the percentage of pregnant cows of T1
was 60%, vs. T2 that had 50%, the cost of pregnancy per cow
was lower in the uterine lavage treatment group with 119.17
dolaras ($), because there is a higher percentage of pregnant
cows vs the control group that cost $ 129.00 per pregnancy.
The inclusion of OA in the uterine lavage of cows that are within
the heat synchronization programs as future embryo recipients
helps to prevent uterine infections by improving the productive,
reproductive and economic parameters of the cattle herd.

Key word: Oregano oil; infection; uterine; bovine
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INTRODUCCION

En el Ecuador en los ultimos 20 afios (a), el desarrollo genético
de la ganaderia (Bos taurus) se ha incrementado de una manera
impresionante, esto se debe gracias a la importacioén de vacas y
toros de alta genética, y paralelo a ello el uso de la inseminacion
artificial (IA) y el trasplante de embriones (TE); la |IA esta al
alcance de todos los ganaderos por ser versatil y econdmica, pero
no permite el 6ptimo aprovechamiento del potencial genético de
las reproductoras como lo hace la TE. La TE es una técnica por
la cual los embriones son colectados de una hembra donante
y transferidos a una hembra receptora que sirve como madre
sustituta durante la prefiez [13].

Pese a todas las ventajas que ofrece la TE, la gran mayoria
de trabajos realizados en la zona de estudio no han llegado al
50% de eficacia, si se considera que los aspectos de manejo
y nutricién han sido realizados con los mas altos estandares,
debido a ello; se precisa del urgente incremento del porcentaje
de la respuesta positiva a la sincronizacién de la ovulacion en
las vacas receptoras a embrién y paralelo a ello el incrementar
del porcentaje de la concepcién en las mismas, puesto que los
costos de mantencién, manejo, sincronizacion de celo, compra y
transferencia de embriones son muy altos.

El orégano se le considera como alternativa para sustituir los
antibiéticos y comprende mas de dos docenas de diferentes
especies de plantas utilizados en bebidas, medicamentes entre
otros productos [6].

El uso del orégano en la produccion animal es muy diverso,
especialmente lo constituye el aceite esencial. Se han encontrado
compuestos activos como el Terpineol y Carvacol; sustancias
fendlicas propias del orégano que alteran la permeabilidad de la
membrana celular de bacterias patégenas [6].

Otra forma de aplicacion ha sido la obtencion de harina de
orégano (HO) a partir de las hojas secas y molidas con niveles
bajos de inclusion hasta de 1% en la dieta [1]. No requiere
periodo de suspension o tiempo de retiro previo al sacrificio pues
no deja residuos en la carne, ademas, posee un efecto sobre
bacterias Gram negativas (Gram -) considerando un producto
antimicrobiano natural [6].

Para incrementar los porcentajes de ovulacidon y concepcion
en vacas receptoras de embriones, el ovocito debe alcanzar
la union istmo-ampula [12], siendo el Aceite de Oregano
(AO) una alternativa amigable con el utero al momento de
prevenir y tratar infecciones del tracto reproductivo resolviendo
problemas colaterales por el uso de antibiéticos intra-uterinos. El
mejoramiento genético de los bovinos mediante la técnica de TE
se ha incrementado de una manera significativa en los ultimos
afios, pero se ha visto frenada por los bajos porcentajes de
respuesta positiva a la sincronizacion de la ovulacion y gestacion
de las vacas receptoras de embriones [13]; con el fin de encontrar
una alternativa para el incremento de dichos porcentajes se ha
decidido la experimentacion del uso de AO en el lavado uterino
de las vacas receptoras de embriones.

En el canton Palora, la ganaderia, y en especifico la
reproduccion de las especies de alto valor genético, juega

un papel primordial en la generacion de recursos, tanto para
empresa privadas, como para entidades y organizaciones de
caracter publico. Es por ello que la potenciacion de las técnicas
reproductivas aplicadas dentro de las distintas instalaciones de
crianza bovina, no solo mejora la calidad genética dentro de los
hatos a estudiar, sino que ademas genera un incremento en
los flujos econdmicos que manejan las granjas. Tal mejora se
encamina en funcion del porcentaje de prefiez y la prevenciéon
de enfermedades de las enfermedades que afectan la fertilidad.
La reproduccion de los animales se minimiza a diario en gastos
operativos, en la cantidad de vacas que no alcanzan la prefiez,
en acciones veterinarias por afecciones reproductivas y valor
agregado a los especimenes que se desarrollan con mejor salud.

Para la ejecucion de la presente investigacion se establecieron
los siguientes objetivos:

1. Valorar el AO en el tratamiento preventivo de infeccio-
nes uterinas en las vacas receptoras de embriones en
el cantén Palora.

2. Determinar la respuesta fisioloégica de las vacas trata-
das con el AO vs el tratamiento control.

3. Evaluar la tasa de concepcion de las vacas tratadas con
AO vs el tratamiento control.

4. Verificar la eficiencia del AO en la prevencién de las in-
fecciones uterinas en las vacas receptoras de embrio-
nes en el cantén Palora.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé en la provincia de Morona
Santiago, cantén Palora, a 1.100 metros sobre el nivel del mar
(m.s.n.m). se utilizaron 40 vacas, distribuidas en 2 tratamientos,
con 20 repeticiones por cada tratamiento, cada animal se
considerod una unidad experimental (UE).

A vacas del tratamiento 1 (T1) se les realiz6 el lavado
intrauterino con el AO, y a las del tratamiento 2 (T2) no se les
aplicé éste, fueron las vacas del tratamiento testigo.

Se evaluaron la presencia de celo, vacas transferibles y vacas
gestantes en los animales sometidos al experimento, para la
determinacion de la accién del AO en el tracto reproductivo. Para
la separacion de medias, las UE se sometieron a una estadistica
T-student a un grado de significancia de 0,05 [9].

Las mediciones experimentales fueron: Peso inicial y final de
las vacas (kg). Segun Garro y Rosales [5] reportan que el uso
de la Cinta Bovino-Métrica (Innovapec — Ecuador) ayuda en los
sectores de América Latina, ya que no es costosa como una
balanza o bascula, siendo de gran utilidad para determinar los
pesos de los animales en estudio. La condicion corporal inicial
y final escala de 5 pts basandose en los parametros segun
Frasinelli y col. [4]. La presencia de signos de celo observando
secrecién de moco cervical y comportamiento atipico de las
hembras bovinas, presencia de cuerpo luteo (CL) en ovario,
numero de receptoras con embrién transferido, porcentaje de
receptoras prefiadas. [10].
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RESULTADOS Y DISCUSION
Peso y condicion corporal de las vacas receptoras

El pesoinicial de las vacas que se sometieron a los tratamientos
T1 y T2 fueron de 456,70 y 456,55 kilogramos (kg) promedio,
finalizando con 496,5y 494,5 kg, valores entre los cuales no existe
diferencia significativamente, de esta manera se demuestra que
este grupo de animales fue homogéneo. Se debe tener en cuenta
que la edad, el peso y la reserva energética son fundamentales
para llegar a una condicion éptima para la reproduccion [7].

Llivicura [8] reporta que el peso de las vacas fue de 367,11 kg,
inferior al registrado en el presente estudio, esto quiza se deba
a que las hembras poseen un 75% de su peso adulto (TABLA ).

La condicion corporal inicial de las vacas del tratamiento T1
y T2 fue de 2,70 y 2,58 pts/5, y su condicion corporal final de
3,28 y 3,18 pts/5, respectivamente, valores en donde no se
encontraron diferencias significativas, teniendo en cuenta que las
medidas tomadas se realiz6 por la misma persona sin causar una
diferencia considerable.

Segun Llivicura [8] reporta que las vacas Charolais de primer
parto (vaconas) sometidos al protocolo de sincronizacion de celo
para receptoras de embriones, se calificd a través del método
subjetivo, las cuales registraron una condicién corporal media
de 5,75 pts /10 y las vaconas control 5,67 pts /10, valores
que presentan una menor condicién corporal al comparar con
animales del presente estudio.

Evaluacion
embriones

reproductiva de las vacas receptoras de

Presencia de celo

El ciclo estral segun Koeppen [9] indica que es entre los 18 a
24 dias (d) segun edad o estado fisioldgico del animal, las vacas

sometidas al tratamiento de sincronizacion de celo [9], tanto del
grupo control (T2) como del grupo tratamiento (T1) tratadas con
AO intrauterino presentaron el 100% de celo.

Carua [2] reporta que al evaluar el comportamiento de lotes
de vacas vientres Holstein (mestizas y puras) en la recepcion
de 6vulos fecundados, determiné del 95 al 100% de celos, valor
semejante a los que se obtuvieron en la presente investigacion.

Salisbury y col. [11] afiade la importancia de sincronizar celos
para facilitar el manejo y seleccion de crias, ademas de permitirse
tener crias de edades homogéneas.

Presencia de cuerpo luteo

De las 40 vacas sometidas a la investigacion, 20 estuvieron en
el grupo control (T2), de las cuales 13 se confirmd la presencia
de cuerpo luteo (CL) por medio de ecografia transrectal
representando un 65%, mientras que las 20 vacas que estuvieron
en el grupo de tratamiento (T1) se confirmaron 18 con presencia
de CL lo cual determiné un 90%, lo que signific6 que el AO
responde positivamente al tratamiento de sincronizacion de celo.
Todas las vacas que presentaron CL calificaron como receptoras
de embriones.

Seidel y col. [13] reportan que, para recoleccion, division,
congelaciéon y TE en bovinos el 60% de las hembras receptoras
tratadas son transferibles, mientras que restante 40% continuarian
con un tratamiento hormonal, porcentajes que son mas bajos si
son comparados con los de la presente investigacion.

Vacas gestantes

Alos 45 d del implante de los embriones, se realizé el chequeo
ginecoldgico de las 13 vacas del grupo control (T2); 10 vacas
se encontraron en gestacion, lo cual resulté en un 50% de
efectividad, mientas que las 18 vacas del grupo de tratamiento

TABLA |
PESO Y CONDICION CORPORAL
Variables Tratamiento Var. Agrupada t Student Prob. T
T1 T2
Peso inicial Kg 456,70 456,55 1740,61 0,01 0,50
Peso final Kg 496,50 494,50 1555,16 0,16 0,44
Condicion Corporal inicial (Ptos) 2,70 2,58 0,13 1,11 0,14
Condicion Corporal final (Ptos) 3,28 3,18 0,06 1,26 0,11
TABLA I
RESPUESTA REPRODUCTIVA
Variables Tratamiento Chi Cuadrado Prob. Chi
T1 T2
Presencia de celo 20,00 20,00 0,00 1,00
Presencia de cuerpo luteo 18,00 13,00 2,65 0,10
Vacas transferibles 18,00 13,00 2,65 0,10
Vaca en gestacion 12,00 10,00 8,20 0,53
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TABLA Il
COSTOS DE TRATAMIENTOS

Variables Tratamiento Chi Cuadrado Prob. Chi
T T2
Costo $ 1430 1290
Costo/vaca prefiada $ 119,17 129 0,39 0,53
TABLA IV

EFICIENCIA DEL ACEITE DE OREGANO.

Variables Tratamiento Chi Cuadrado Prob.
T1 T2 Chi

Gram positivos 0 0 0 1

Gram negativos 0 1

(T1), 12 vacas presentaron gestacion, lo cual representd un
60% de efectividad, por lo que se presume que el AO crea un
ambiente en el Utero apropiado para el posterior recibimiento del
embrion (TABLAII).

Segun Llivicura [8] reportd que las vaconas prefiadas como
resultado de la TE espera un promedio de un 70% de efectividad,
valor cercano al determinado en esta investigacion.

Escribano [3] refiere que el porcentaje de vacas gestantes
con la TE congelados debe alcanzar un 60%, porcentaje igual al
obtenido en la presente investigacion.

Costos de tratamientos y gestacion de receptoras de
embriones

Costos de tratamientos

Si bien es cierto, existe una diferencia de costos entre
los tratamientos, el de las vacas del grupo testigo (T2) fue
el mas econdémico, mientras que el grupo de vacas que se
encontraron en tratamiento cuyo costo fue mas elevado debido
a la implementacion del AO intrauterino en vacas receptoras.
Se observo que al final el tratamiento control (T2) resultd mas
costoso, esto se debié a que el niumero de vacas gestantes que
redujo frente al grupo de vacas tratadas con el AO.

Llivicura [8] reportd que el mayor porcentaje de gestacion
permitié el registro de un bajo costo puesto que cada vaca prefiada
representd un corto de 121,48 dolares americanos (USD).
Mientras que el costo del tratamiento control fue equivalente
a 132,48 USD por vaca prefiada, valores super elevados en
comparacion con la presente investigacion (TABLA III).

Eficiencia del aceite de orégano en la prevencion de
infecciones uterinas

En las vacas que se les aplicé el AO intrauterino se observaron
campos aislados escasos de bacilos Gram negativos (GRAM -)
y ausencia de polimorfonucleares, los cuales fueron indicativos
de infeccion, por lo tanto los Uteros estuvieron en su totalidad
asépticos, lo que es indicativo de que las vacas no quedaron

gestantes debido a otro tipo de factores (TABLA IV).
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las vacas receptoras de embriones que fueron preparadas para
el lavado uterino de AO presentaron en un 100% la presencia de
celo al igual que el grupo testigo, el grupo del tratamiento presenté
un 90% de presencia de cuerpos luteos (CL) funcionales vs un
65% alcanzado por el grupo testigo, resultante asi, el T1 con un
90% de vacas aptas para transferencia.

La preparacion con lavados uterinos con el AO en los protocolos
de sincronizacion del celo en vacas receptoras de embrién
presento6 el mayor porcentaje de vacas gestantes, llegando a un
60% vs el tratamiento testigo que solo fue un al 50% de vacas
gestantes del total.

En las vacas receptoras de embrion que fueron sometidas al
lavado intrauterino con el AO, se observé la presencia de campos
aislados de bacterias (bacilos Gram - escasos) y la ausencia de
polimorfonucleares (Leucocitos).

No deben seleccionarse vacas que se encuentren en lactacion
con crias para receptoras de embriones por la presencia de
cuerpo luteo y la no capacidad de quedar gestantes.

El uso del AO en los lavados intrauterinos a vacas receptoras
que se someten a protocolos de sincronizacion del celoy a TE
ayuda en la prevencion de infecciones uterinas. Para la seleccién
vacas receptoras de embriones y sumision a protocolos de
sincronizacién del celo, se necesita de la disposicion de hembras
bovinas en buenas condiciones, tales como la edad, peso,
condicion corporal y una vida reproductiva sin problemas en
funcién de una respuesta positiva a un proceso de reproduccion
artificial como lo es la TE.

Usar AO en lavados intrauterinos en la preparacién de las
vacas receptoras dentro de los programas de TE, debido a que
pueden alcanzar hasta un 60% de vacas en gestacion.

Se recomienda la investigacion de los cambios hormonales que
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no permiten que las vacas que se encuentran en lactacion con
crias no queden gestantes.

(1]

(2]

(3]

(4]

(5]

6]
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RESUMEN

Bothiopsis medusa, conocida comunmente como ‘“viejita” o
“mapanare”, es una especie venenosa endémica de Venezuela,
localizada en los estados Aragua, Carabobo, Miranda, Vargas
y Distrito Capital. Esta importante localizacién geogréfica, su
coloracién criptica, pequefio tamafio y habitos semiarboreos,
podrian darle cierta relevancia en la incidencia de accidentes
ofidicos. Como toda mapanare, se considera que podria inducir
un cuadro clinico que incluya edema, necrosis, hemorragias
y/o coagulopatias; sin embargo, la informacion experimental
y clinica sobre esta especie es virtualmente nula. Este estudio
caracteriz6 parcialmente el veneno de B. medusa evaluando sus
perfiles electroforético y cromatografico (exclusion molecular),
sus actividades hemorragica, fibrinogenolitica, coagulante y
anticoagulante, ademas de su reconocimiento antigénico por
un antiveneno venezolano empleando ensayos de inmuno-
precipitaciéon. Los resultados obtenidos evidenciaron un perfil
electroforético constituido por proteinas de ~19 a 130 kDa,
aunque claramente distribuidas en tres grupos (~19-27; 55-68 y
100-130 kDa). El fraccionamiento presentd cinco fracciones, sin
embargo solo las primeras tres presentaron niveles importantes
de proteinas. El veneno indujo actividad hemorragica y
fibrindgenolitica, pero no anticoagulante o procoagulante in
vitro. Los ensayos de inmuno-precipitacién mostraron bandas
de reconocimiento veneno-antiveneno. En conclusion, el
veneno de B. medusa presentd caracteristicas toxinoldgicas
que evidenciaron importantes variaciones con respecto a las
exhibidas por otros grupos de mapanares en Venezuela, como
aquellas pertenecientes al género Bothrops esencialmente en la
ausencia de efecto procoagulante, el cual determina actualmente
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el diagnéstico y tratamiento en caso de envenenamiento ofidico
en el pais. Adicionalmente, el veneno comparte antigenos o
en su defecto epitetos en comun, con aquellos empleados en
la produccion del antiveneno evaluado. Este estudio presento
las primeras evidencias sobre el potencial toxinoldgico del
veneno de B. medusa, datos que pueden contribuir a ampliar
el conocimiento sobre los envenenamientos por “mapanares”
en el pais y mejorar el manejo clinico en estos accidentes.

Palabras clave: Bothriopsis medusa; mapanare; alteraciones
hemostaticas; antiveneno

ABSTRACT

Bothiopsis medusa, commonly known as "viejita" or "mapanare"
is a venom species endemic to Venezuela. This is distributed in
the States of Aragua, Carabobo, Miranda, Vargas and Capital
District. This important geographic location, its cryptic coloration,
small size and semi-aerial habits, could give it some relevance
in the incidence of ophidian accidents. Like all mapanare, it is
considered that it could induce an accident characterized by
edema, necrosis, hemorrhages and/or coagulopathies, however
the experimental and clinical information on this species is scarce.
This study partially characterized the venom from B. medusa,
evaluating its eletrophoretic and chromatographic profiles by
molecular exclusion, its hemorrhagic, fibrinogenolytic, coagulant
and anticoagulant activities. In addition to its antigenic recognition
by a Venezuelan antivenom, using immuno-precipitation
assays. The results obtained showed an electrophoretic profile
constituted by proteins of ~19 to 130 kDa, although clearly
distributed in three groups (~19-27, 55-68 and 100-130 kDa).
The fractionation presented five fractions, however only the first
three showed important levels of proteins. The venom induced
hemorrhagic and fibrinogenolytic activities, but not anticoagulant
or procoagulant in vitro. The immuno-precipitation assays
showed venom-antivenom recognition bands. In conclusion, the
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venom of B. medusa presented toxinological characteristics that
showed important variations with respect to those exhibited by
other groups of mapanares in Venezuela, as those belonging to
the Bothrops genus, essentially in the absence of a procoagulant
effect, which currently determines the diagnosis and treatment in
case of ophidian envenomation in the Country. Additionally, the
venom shares antigens or, failing that, common epithets, with
those used in the production of the antivenom evaluated. This
study presented new evidences about the toxinological potential
of the venom of B. medusa, which can contribute to broaden the
knowledge about the envenomation from “mapanares” in the
Country and improve the clinical management of these accidents.

Key words: Bothriopsis medusa; mapanare; hemostatic
alterations; antivenom

INTRODUCCION

En Venezuela, el envenenamiento por mordedura de serpiente
es considerado un problema de salud colectiva, debido al
elevado numero de casos que se producen (expertos estiman
alrededor de 7.000 casos anualmente) y la gravedad de los
mismos [4, 28, 34]. Estos accidentes se considera estan
relacionados especificamente a siete géneros [8, 22, 26, 27],
que incluyen: Micrurus (serpientes de coral), Lachesis (cuaimas),
Crotalus (cascabeles), ademas de Porthidium, Bothrops,
Bothriechis y Bothriopsis conocidas cominmente en conjunto
como mapanares [8, 22, 28]. Sin embargo, en el caso particular
del género Bothriopsis se debe referir que existe una clara
divergencia taxondmica, algunos autores abogan por la sinonimia
de éste con Bothrops, mientras que otros han sostenido que
Bothriopsis deberia permanecer como un género distinto [3, 5,
23, 35] y de hecho se puede observar actualmente el uso de
ambas denominaciones en la literatura cientifica en Suramérica
[5, 18, 22-24, 26, 30, 35, 36].

A grandes rasgos se considera que los envenenamientos
causados por las especies conocidas popularmente como
mapanares cursan con un cuadro clinico caracteristico, que
puede incluir segun la gravedad del caso: edema, dolor, necrosis,
hemorragias y/o alteraciones en la coagulacion sanguinea,
eventos que son consecuencia del efecto aditivo y/o sinergista
del coctel enzimatico presente en estos venenos [28, 29].
Sin embargo es ampliamente conocido que los venenos de
serpiente presentan una profunda variabilidad bioquimica en su
composicion, la cual se ha evidenciado esta asociada al género,
especie (inter e intra), localizaciéon geografica de los ejemplares
y sus caracteristicas ontogénicas, factores que pueden inducir
variaciones relevantes en la expresidon del cuadro clinico a
presentarse en las victimas e incluso limitar la efectividad de
los antivenenos empleados clinicamente [6, 7, 10, 31, 34]. Esto
implica la necesidad de caracterizar los venenos de importancia
médica, haciendo énfasis en su composicion bioquimica y
toxicidad, ademas de evaluar si los antivenenos, Unica terapia
especifica disponible para el tratamiento de estos casos, son
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efectivos en la neutralizaciéon de las toxinas responsables por el
envenenamiento, lo cual permitiria garantizar la disponibilidad
de datos experimentales, que reflejen la realidad del ofidismo en
las zonas estudiadas, facilitando la interpretacion de los cuadros
clinicos, el seguimiento de los pacientes y la preparacion de
antivenenos mas efectivos. Sin embargo, en Venezuela para
el caso particular del género Bothriopsis no se dispone de
evaluaciones experimentales que expongan el potencial tdxico
de su veneno, lo cual puede implicar el abordaje de las victimas
con protocolos empiricos.

En Venezuela se considera que el género Bothriopsis incluye
tres especies: taeniata, bilineata y medusa. B. taeniata descrita
en el estado Bolivar, B. bilineata en los estados Amazonas y
Bolivar, mientras que B. medusa (conocida popularmente como
“viejita” o “mapanare”) se considera distribuida exclusivamente
en el tramo central de la Cordillera de la Costa, localizandose
predominantemente en bosques nublados de los estados
Aragua, Carabobo, Miranda, Vargas y Distrito Capital, a una
altura entre los 1.000 a 2.000 metros sobre el nivel del mar
(m.s.n.m.), lo cual la hace una especie endémica [22, 23, 26].
Esta relevante localizacion geografica de B. medusa, la cual
abarca zonas densamente pobladas, aunado a su coloracién
criptica, su pequefio tamafio y habitos semiarbéreos [4, 23, 35]
podrian implicar una importante participacién en la incidencia
de accidentes ofidicos en Venezuela. Con base en estas
consideraciones, este estudio caracterizé parcialmente el veneno
de la serpiente B. medusa y evalud su reactividad frente a un
antiveneno comercial venezolano.

MATERIALES Y METODOS
Veneno

Se utilizé una mezcla de veneno cristalizado, obtenido a partir
del ordefo manual de tres individuos adultos de B. medusa,
recolectados en la localidad de El Junquito, en el estado Vargas
y mantenidos en cautiverio en el serpentario de la Unidad de
Biotecnologia. Facultad de Farmacia. Universidad Central
de Venezuela (UCV). Dicho veneno fue conservado hasta su
evaluacion en un desecador (Duran®, Mod. Tam, Alemania) con
CaCl, el cual fue mantenido al vacio y a 4°C en un cuarto frio
(Refrigeracion Caiz®, Winter, Venezuela).

Antiveneno

Se utiliz6 el suero antiofidico polivalente (Lote 182), producido
en la Facultad de Farmacia de la UCV, el cual de acuerdo a
lo declarado por el fabricante, esta constituido por fragmentos
F(ab’), de inmunoglobulinas, obtenidas por la inmunizacion de
caballos (Equus caballus) con una mezcla de venenos de los
géneros Bothrops y Crotalus y neutraliza al menos 2 miligramos
(mg) de veneno de B. colombiensis por cada mililitro (mL) de
antiveneno.
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Fraccionamiento del veneno

El fraccionamiento del veneno se realizé por cromatografia de
exclusiéon molecular. Para esto 5,1 miligramos (mg) de veneno
disuelto en 2,5 mililitros (mL) de una soluciéon de acetato de
amonio 0,02 Molar (M) y previamente centrifugados a 1.240 G
durante 10 minutos (min) (Centrifuga Sorval®, GLC-1, China), se
eluyeron en una columna Bio-Silect® SEC 125-5 de 7,8 x 300
milimetros (mm), previamente equilibrada con una solucién de
acetato de amonio 0,02 M y ajustada a una velocidad de flujo
de 0,7 mL/min. Los eluatos obtenidos se evaluaron a través de
un detector ultravioleta (UV) (Bio-Rad®, BioFrac™, EUA) a 280
nandémetros (nm) y se registré el cromatograma correspondiente.

Electroforesis

La electroforesis del veneno se realizé en geles de poliacrilamida
al 12,5%, en condiciones disociantes con sodio dodecilsulfato
(SDS), en presencia y ausencia de una mezcla comercial de
inhibidores de proteasas (SIGMA® Cat P-2714). Previamente
las muestras, con o sin inhibidores, se disolvieron en buffer de
muestra (BM) constituido por 3% SDS, 30% glicerol y azul de
bromofenol en buffer Tris-HCI 1,5 M; pH 6,8. La electroforesis
se llevo a cabo a 120 voltios (V) hasta completar la corrida. Las
bandas de proteinas fueron visualizadas con azul de Coomasie
R-250 y su masa molecular se estimd empleando como referencia
un marcador de peso molecular de amplio rango (BIO-RAD® Cat.
161-0318) [19].

Determinacién de la actividad coagulante

La actividad coagulante fue evaluada empleando plasma
humano citratado (9:1) como sustrato, el cual se distribuy6é a
razén de 0,2 mL en tubos de ensayo de plastico, los cuales se
incubaron en bafio Maria (Gallenkamp®, Model 2, Inglaterra) a
37°C durante 3 min. Post incubacion se adiciond, a razén de 4
tubos por tratamiento, alicuotas de 0,1mL de soluciones con 100
y 200 microgramos (ug) de veneno en solucion de NaCl 0,85% y
se midiod el tiempo de coagulacion del plasma con la ayuda de un
crondémetro (Casio®, HS-5, Japén). Los resultados se expresaron
como dosis coagulante minima (DCM), definida como la menor
cantidad de veneno que indujo la coagulacién del plasma en 1
min. Los controles fueron constituidos por soluciones de trombina
5 unidades (U)/mL (SIGMA®) y de NaCl 0,85% [15].

Determinacion de la actividad anticoagulante

Alicuotas de plasma humano citratado (9:1) se distribuyeron a
razén de 0,1 mL en tubos de ensayo de vidrio y se incubaron en
bafio Maria (Gallenkamp®, Model 2, Inglaterra) a 37°C durante
5 min. Post incubacién se afhadio, a razén de cuatro tubos por
tratamiento, 0,05 mL de soluciones de veneno conteniendo
25; 50; 100 y 200 pg en solucion de NaCl 0,85% o 0,05 mL del
vehiculo. Las mezclas se continuaron incubando a 37°C durante
5 min, en bafio Maria (Gallenkamp®, Model 2, Inglaterra), al cabo
de los cuales se adicion6 0,1 mL de CaCl, 0,1 M y se completo
la incubacién durante 30 min, registrandose la formacion o no de

un coagulo estable [25].

Determinacion de la actividad proteolitica del veneno sobre
fibrinégeno

Mezclas constituidas por una concentracion constante de
fibrindgeno humano (100 pg, SIGMA®) y concentraciones
seriadas del veneno (2,28x10* a 0,5 pg), en buffer Tris-HCL
pH 7,5y 0,02 M, se incubaron en bafio Maria (Gallenkamp®,
Model 2, Inglaterra) a 37° C durante 30 min. Post incubacion,
se adicion6 a cada una de las muestras 100 pL de una solucién
3,2 % R-mercapto-etanol en BM y se llevaron a un bafio de
agua hirviendo durante 5 min. La degradacion diferencial de
las cadenas a, B y/o y del fibrindgeno fue expuesta empleando
electroforesis con geles de poliacrilamida-SDS al 12,5% con
tincion de azul de Coomassie R-250 [9].

Evaluacion de la actividad hemorragica

Alicuotas de 0,1 mL de soluciones de veneno conteniendo
2,5y 5,0 ug en solucion de NaCl 0,85% se inyectaron por la via
intradérmica en la regién abdominal a grupos de cuatro ratones
(Mus musculus) (cepa IVIC) por dosis. Un grupo adicional de
ratones, se tratd con 0,1 mL del vehiculo y constituy6 el control del
experimento. Dos horas (h) después de la inyeccion, los ratones
se sacrificaron por dislocacién cervical, se removio la piel de la
region abdominal, y se midié el area de la lesion hemorragica.
Posteriormente, se determind el didmetro (mm) de las lesiones
por la aplicacion de la formula: D= 2Varea/T. Los resultados se
expresaron en términos de diametro promedio para cada grupo
de tratamiento [18].

Evaluacion del reconocimiento antigénico del veneno por
un antiveneno comercial venezolano

En placas de Petri de plastico (6 centimetros (cm) diametro),
se adicionaron 5 mL de una solucion al 1% agarosa en buffer
de fosfato salino (PBS) pH 7,2. Una vez solidificado el gel, con
la ayuda de un sacabocado se abrieron pozos de 4-5 mm de
diametro formando un patrén hexagonal con un pozo central. En
el centro de las placas se colocaron 20 pL del antiveneno y en
su periferia 20 uL de soluciones del veneno conteniendo de 5 a
80 ug en PBS pH 7,2. Posteriormente las placas se incubaron en
camara humeda a temperatura ambiente durante 24 h, al cabo
de las cuales fueron lavadas con cambios consecutivos de PBS
diluido (1:4), empleando agitacion leve durante 24 h (Gyrotory®,
Shaker-Model 62, EUA). Las lineas de precipitaciéon por formacién
de inmunocomplejos fueron evidenciadas por tincion con azul de
Coomassie R 250 [21].

Analisis estadistico

Paraladeterminacion de la DCM se construyeron graficas dosis—
respuesta, con curvas de regresion lineal con transformaciones
semilogaritmicas, a partir de las cuales se calcul6 la ecuacién
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de la recta y los valores de “r?”, considerandose regresiones
significativas a un intervalo de confianza del 95% (P<0,05). Los
resultados se estimaron a partir de la ecuacion de la recta y se
expresaron como la media aritmética + la desviacién estandar
de tres evaluaciones independientes, empleando estadistica
descriptiva. Se utilizé el programa estadistico GraphPad Prism®
5.01.

RESULTADOS Y DISCUSION

B. medusa es una especie venenosa endémica de Venezuela,
la cual abarca importantes regiones pobladas en la region
central de la Cordillera de la Costa [23, 26]. Ante la ausencia de
datos experimentales o clinicos especificos para esta especie,
se considera con base en estudios para otras mapanares
en Venezuela o en otras especies del género Bothriopsis en
Suramérica como taeniata, punctata o bilineata que B. medusa
podria ser poseedora de un veneno con caracteristicas
hemotodxicas y miotoxicas [18, 24, 30, 36]. Sin embargo, la
reconocida variabilidad en la constituciéon bioquimica de los
venenos Yy sus repercusiones [6, 7, 10, 31, 34], implican la
necesidad de caracterizar su veneno y de evaluar si sus toxinas
son reconocidas por los antivenenos empleados en el pais, de
manera de disponer de datos experimentales que sienten bases
para garantizar el 6ptimo abordaje clinico en accidentes por ésta
especie.

El fraccionamiento del veneno de B. medusa, empleando
cromatografia de exclusion molecular (Bio-Silect® SEC 125-
5), originé un perfil de elucién constituido por un total de cinco
picos bien definidos, los cuales se identificaron de Fl a FV, como
se observa en la FIG. 1. La FI constituyé el pico principal del
cromatograma y es seguida en orden de magnitud por Fll y Flll,
respectivamente. FIV y FV son las fracciones minoritarias, con
una magnitud de absorbancia aproximadamente 8-10 veces
menor a lo obtenido para FI, FIl o Flll (FIG. 1). Dicho perfil,
considerando el rango de exclusion de la columna empleada (5-
100 kDa), permite referir que el veneno evaluado podria estar
constituido principalmente por proteinas de mediana y alta masa
molecular. Entre las cuales se pudieran encontrar proteinas con
actividad tipo fosfodiesterasas (94-140 kDa), L amino-acido
oxidasas (85-150 kDa), hialuronidasas (73 kDa), asi como ciertas
metalo y serinoproteasas [16, 20].
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FIGURA 1. PERFIL DE ELUCION OBTENIDO POR
CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR DEL
VENENO DE Bothriopsis medusa

Columna: Bio-Silect® SEC 125-5 (7,8 x 300 mm). Elusién:
Acetato de amonio 0,2 M. Fl: fraccién I. Fll: fraccion Il. FlIl:
fraccion lll. FIV: fraccion IV. FV: fracciéon V

Los resultados representan la observacion de siete
evaluaciones independientes (n: 7)

Esta constitucion proteica sugerida al observar el cromatograma
en la FIG. 1 es respaldada por el perfil electroforético, obtenido
para el veneno de B. medusa, el cual se presentd en la FIG.
2. Dicho perfil mostré una distribucion de bandas proteicas
aproximadamente en el rango de 19 a 130 kDa, las cuales se
distribuyen claramente en tres grupos que comprenden proteinas
aproximadamente de 19-27; 55-68 y 100-130 kDa, sugiriendo
la presencia en el veneno de los constituyentes enzimaticos
referidos previamente, ademas de enzimas tipo fosfolipasas A,
(~18 kDa) y las diferentes clases de metaloproteasas o toxinas
hemorragicas: Pl (20-30 kDa), PII (30-60 kDa) y PIII (60-100 kDa)
[16, 20], grupos enzimaticos que han sido descritos en estudios
previos para venenos del género Bothriopsis en Suramérica [30,
36].

FIGURA 2: PERFIL ELECTROFORETICO (GEL DE
POLIACRILAMIDA-SDS 12,5%) DEL VENENO DE LA
SERPIENTE Bothriopsis medusa EN PRESENCIA Y
AUSENCIA DE UNA MEZCLA DE INHIBIDORES DE
PROTEASAS (SIGMA®Cat P-2714)

Carriles: 1. Marcador de peso molecular (BIO-RAD® Cat. 161-
0318).

2. Veneno con inhibidor. 3. Veneno sin inhibidor
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Adicionalmente al comparar entre si los perfiles del veneno con
y sin inhibidores de proteasas, no se evidenciaron diferencias
relevantes bajo las referidas condiciones. Solo se aprecio la
desaparicion de una banda de ~109 kDa, en el caso del perfil sin
inhibidores, banda posiblemente asociada a la degradacién de
ciertas metaloproteasas (FIG. 2). Esto sugiere, en las condiciones
experimentales empleadas, bajos niveles de proteasas con
actividad autocatalitica en el veneno evaluado, actividad que
se ha evidenciado de forma marcada en estudios previos con
venenos del género Bothrops como B. colombiensis [7].

En el caso de la actividad coagulante los resultados obtenidos
se presentaron en la TABLA 1. En ésta se muestra que, bajo
las condiciones de este estudio, las elevadas concentraciones
de veneno evaluadas (100 y 200 pg/0,1mL), no promovieron la
coagulacién del plasma humano. En el caso de los controles, la
solucion de trombina de 5 unidades/mL indujo la coagulacion del
plasma a los 29,20+1,60 segundos (seg) (n: 3), mientras que con
la solucion de NaCl 0,85% el plasma se mantuvo incoagulable.

TABLA |
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD COAGULANTE DEL
VENENO DE Bothriopsis medusa

Concentracién evaluada Efecto sobre el plasma

(ng/100pL)
100 No coagulé
200 No coagulé

Control negativo (NaCl 0,85%) No coagulo

Los resultados representan la observacion de tres evaluaciones
independientes (n: 3)

Estos resultados sugieren que el veneno de B. medusa
podria carecer de enzimas tipo activadores del factor X y/o
protrombina, grupos relacionados con la accién procoagulante
directa de los venenos sobre el plasma humano [32], aunque
no se deberia descarta que éstas pudieran encontrarse en muy
bajas concentraciones en el veneno evaluado. Estos resultados
coinciden con reportes previos para serpientes de este género,
como B. taeniata (Ecuador), aunque también se debe referir que
en el caso de otras especies de dicho género como B. punctata
(Ecuador), se ha reportado una leve actividad coagulante
(DCM: 213 pg) [18] y difiere marcadamente de lo reportado
para venenos del género Bothrops en Venezuela, los cuales se
caracterizan por su elevada actividad procoagulante [6, 33], la
cual incluso ha llegado a determinar el diagnéstico y tratamiento
en casos de envenenamiento ofidico en Venezuela [27].

En la evaluacién de la actividad anticoagulante se observé que
el veneno evaluado no inhibi6 la coagulacion del plasma humano
bajo las condiciones de este estudio (TABLA Il). Por el contrario,
concentraciones del veneno de 100 y 200 pg/50 pL indujeron la

formacion de un coagulo firme en ausencia de CaCl, a los 5 min
de incubacioén; mientras que con concentraciones de 25 y 50
Mg/50 uL se evidencio la formacién de un coagulo estable a los
30 min, después de la adicion de calcio al medio (n: 3)

TABLA Il

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE DEL
VENENO DE Bothriopsis medusa

Concentracion evaluada Efecto sobre el plasma

(ng/50pL)
25 Coaguld
50 Coaguld
100 Coagulé6 en ausencia de CaCl,
200 Coagulé en ausencia de CaCl,
Control negativo (NaCl No coaguld
0,85%)
Control positivo (NaCl Coaguld
0,85%/ CaCl,)

Los resultado Los resultados representan la observacion de tres
evaluaciones independientes (n: 3)

Estos resultados permiten sefialar dos aspectos interesantes:
(1) En efecto, el veneno de B. medusa evaluado presenta
constituyentes capaces de inducir la coagulacién del plasma
humano, sin embargo éstos se encuentran en muy bajas
concentraciones en comparacion a lo reportado para diferentes
venenos del género Bothrops en Venezuela [6], otras especies
del género Botriopsis como punctata de Ecuador (DCM: 213
Mg) [18] o incluso algunas especies crotalicas, las cuales se
caracterizan por su débil actividad procoagulante in vitro como C.
durissus cumanensis (estado Zulia-Venezuela) (DCM: 31,4+2,3
pg) [31]. (2) Este veneno podria carecer de proteinas capaces
de prolongar el tiempo de recalcificacion del plasma o éstas se
encuentran en muy bajas concentraciones, por lo que su efecto
no pudo ser evidenciado bajo las condiciones de este estudio. De
hecho Verheij y col. [38] evaluando el potencial anticoagulante
de cierto grupo enzimatico sefialaron con base en la magnitud
de este efecto que las enzimas evaluadas podian dividirse en
tres grupos que incluyen: (1) las fuertemente anticoagulante,
(2) las que requieren altas concentraciones para mediar dicho
efecto (3-10ug/mL) y aquellas (3) débilmente anticoagulantes,
las cuales incluso a muy elevadas concentraciones (20ug/mL)
no prolongaron el tiempo de coagulacién significativamente (< a
25 min).

Con esto en consideracion y al revisar los estudios previos para
venenos en los que se ha reportado efecto anticoagulante, se
puede observar que algunos de ellos podrian entrar dentro de esa
consideracion de débilmente anticoagulante como es el caso de
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Porthidium lansbergii rozei (estado Sucre-Venezuela) o Micrurus
mipartitus (Colombia), para los cuales se reportd un tiempo de
recalcificacion del plasma de 5y 10 min, respectivamente [11,
25].

Entre los constituyentes de los venenos responsables
por este efecto se han descrito fosfolipasas A, (fuertemente
basicas) metaloproteasas (a-fibrinogenasas), serinoproteasas
(activadores de proteina C, enzimas tipo trombina), L amino-
acido oxidasas y/o proteinas liberadoras de lectina tipo C, estas
ultimas carentes de actividad enzimatica [17, 36], las cuales han
sido descritas en venenos de la familia Viperidae que incluyen
Bothrops jararaca, B. atrox, B. cotiara, B. moojeni, B. jararacussu,
B. neuwiedi, B. leucurus y Lachesis muta [13, 14, 17].

En el caso de la actividad fibrinogenolitica, los resultados
obtenidos evidenciaron la degradacion proteolitica directa del
fibrinégeno, por el veneno de B. medusa, bajo las condiciones de
este estudio (FIG. 3), la cual se caracterizé por la degradacion de
las cadenas a y B del referido sustrato. En el caso de la cadena
a, la degradacién se inicié con 0,019 ug de veneno y se observo
totalmente degradada con el tratamiento con 0,50 ug. En el caso
de la cadena 3 la degradacion se inici6 con 0,167 g, pero ésta
solo fue parcial, incluso al ser expuesta a 0,50 ug de veneno.
Mientras que la cadena y se mantuvo inalterada, como se aprecia
en la FIG. 3.
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FIGURA 3. ACTIVIDAD FIBRINOGENOLITICA DEL VENENO
DE Bothriopsis medusa. Carriles: 1. Peso Molecular (BIO-
RAD® Cat. 161-0318). 2. Fibrindgeno (100 ug). 3-9: Fibrindgeno
(100 pg). Vs veneno (0,0002; 0,0007; 0,002; 0,006; 0,019; 0,056;
0,167 y 0,50 pg)

Los resultados representan la observacion de tres
evaluaciones independientes (n: 3)

Esta actividad ha sido descrita en diferentes venenos de
la familia Viperidae en Venezuela como Bothrops, Crotalus o
Porthidium [10, 11, 28]. Al comparar los resultados obtenidos, con
reportes previos para venenos del género Bothrops en Venezuela,
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se pueden referir diferencias marcadas en los patrones de
degradacion. Por ejemplo, para el veneno de B. isabelae [29] los
autores reportaron la degradacion total y selectiva de la cadena
a, tras la incubacion del sustrato con 1ug del veneno durante
30 min, mientras que la degradacion de la cadena B se inicié a
la 2 h. Resultados similares fueron reportados para venenos de
B. venezuelensis de diferentes localidades de la Regién Capital
(Lagunetica, Baruta, La Boyera) [10], aunque en todos los casos
el sustrato se enfrenté a 0,1 ug de veneno. Sin embargo, en
comparacion con reportes previos para el veneno de Porthidium
lansbergii rozei (estado Sucre-Venezuela) se pueden referir
similitudes en el patron de degradacion (total de la cadena a y
parcial de la B) tras la incubacién de 100 ug fibrindgeno:1 ug
veneno durante 30 min [11].

Estos resultados sugieren la presencia de una relevante
actividad fibrinogenolitica en el veneno de B. medusa, la cual
presentd una elevada potencia sobre la cadena B (como en el
caso de P. . rozei) y una magnitud a fibrinogenolitica dentro de
lo descrito para los venenos de B. isabelae, B. venezuelensis y
P I. rozei [10, 11].

Estudios previos tras la purificaciéon y caracterizacion de las
enzimas responsables de este efecto en diferentes venenos de
serpiente, incluyendo especimenes del género Bothriopsis como
B. taeniata [37], han clasificado la mayoria de ellas en a, § o
y fibrinbgenasas, segun la cadena del fibrinégeno/fibrina sobre
la cual actien mas rapidamente y se han identificado como:
(1) Serinoproteasas, las cuales incluyen las llamadas enzimas
tipo trombina (degradan las cadenas a y/o B) y las fibrino(ge)
liticas, para las que se ha descrito usualmente actividad del
tipo B-fibrinogenasa [2, 20, 31]. Ademas de (2) Metaloproteasas
dependientes de zinc, capaces de hidrolizar rapidamente la
cadena a del fibrinogeno [1, 7, 12, 32, 37].

En el caso de la evaluacion de la actividad hemorragica, se
observé que el veneno de B. medusa indujo lesiones en el modelo
de piel de ratén, las cuales se caracterizaron como lesiones bien
definidas, con un diametro promedio de 10,75+0,4 y 12,77+1,05
mm (n: 4, individuos) con dosis de 2,5 y 5 ug, respectivamente.
Estos resultados coinciden con reportes previos en venenos
de otras especies de este género, como B. punctata o taeniata
(Ecuador) para los cuales se reportd, después de la inyeccion
de 10 pg de veneno, el desarrollo de lesiones hemorragicas
en ratones con diametros promedio de 15,60 y 29,60 mm,
respectivamente [18]. Adicionalmente, se debe referir que la
actividad hemorragica evidenciada en el veneno de B. medusa,
sugiere que éste podria tener un elevado potencial hemorragico,
comparable al atribuido a especies del género Bothrops en
Venezuela [6, 7, 12, 29].

En cuanto al reconocimiento del veneno de B. medusa por el
antiveneno venezolano los resultados obtenidos, en el ensayo de
inmunodifusién en geles de agarosa, se presentaron en la FIG.
4. En ésta se observo la presencia de bandas de precipitacion



o inmuno-complejos, para las diferentes concentraciones del
veneno evaluado, las cuales fueron observadas como una linea
continua de inmuno-precipitaciéon mostrando identidad completa
[21]. Esto permite sugerir, la presencia de antigenos o de epitetos
en comun entre el veneno de B. medusa y los empleados en el
inoculo de produccion del antiveneno venezolano. Sin embargo,
se debe considerar que este reconocimiento antigénico no
garantiza la efectiva neutralizacion de los efectos toxicos
inducidos por el veneno evaluado, por lo que deben realizarse
pruebas especificas de neutralizacion de actividad [15].

80 pe Conitrol
&
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FIGURA 4.RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DEL VENENO DE
LA SERPIENTE Bothriopsis medusa POR UN ANTIVENENO
VENEZOLANO. Se enfrentaron concentraciones seriadas del
veneno (5-80 ug/PBS pH 7,2) con 20 pL antiveneno venezolano
(SAOP). Control: PBS pH 7,2

Gel tefiido con azul de coomassie R-250. La evaluacion fue
realizada por duplicado.

Los resultados obtenidos sugieren que el veneno de B. medusa,
especie endémica de Venezuela, puede inducir un importante
efecto hemorragico y carece de actividades procogulante y
anticogulante in vitro, aunque exhibié un importante efecto
proteolitico sobre el fibrindgeno. Estas ultimas sugieren que en
las victimas de accidentes por esta especie se podria esperar un
cuadro clinico caracterizado por la ausencia de coagulopatias,
sin embargo no se deberia descartar que estas se presenten
tardiamente a consecuencia del consumo del fibrindgeno.

Adicionalmente, aunque no se encuentran referencias de
envenenamiento por B. medusa en la literatura (Scielo, PubMed,
ResearchGate), probablemente porque comparte distribucion
geografica con importantes especies del género Bothrops, como
B. colombiensis y B. venezuelensis [23, 26], y usualmente no
se dispone del ejemplar involucrado en el accidente para su
identificacion [31], las observaciones de este estudio coinciden
con hallazgos clinicos referidos en reportes previos de
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envenenamiento humano con especies del género Bothriopsis
en Brasil, como taeniata [36], veneno que se caracterizé por la
ausencia de actividad procoagulante in vitro y una importante
actividad hemorragica in vivo [18].

CONCLUSIONES

El veneno de la mapanare B. medusa (El Junquito. estado
Vargas) se caracterizd por presentar una importante actividad
hemorragica y proteolitica sobre el fibrindgeno humano, ademas
de la carencia de efectos anticoagulante y procoagulante in vitro.
Estos resultados constituyen las primeras evidencias del potencial
toxinologico del veneno de B. medusa, datos que pueden
contribuir a ampliar el conocimiento sobre los envenenamientos
por “mapanares” en el pais y mejorar el manejo clinico de los
accidentes por ésta especie endémica venezolana.
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Spanish), introduction, materials and methods, results and discussion, conclusions
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asterisk to identify the corresponding author. Matching the superscript numbers, the
institutional affiliation and current address of all authors should be provided. Likewise,
matching the asterisk symbol, telephone and fax numbers and e-mail address of the
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second page of the manuscript. For an appropriate use of language and style, it is
recommended to consult with an expert. Bibliographic references are not accepted.

5. Key words. These are necessary for placement in international indexes and
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consecutively numbered using Roman numerals. A concise and descriptive heading
is requested. Abbreviations or symbols should be explained in a caption below the
table. Title must be above the table in capital letters. Title should be presented in both,
in Spanish or English, depending of the language in which the work was written, no
simultaneously. Xerox copies will not be accepted Keep tables as simple as possible.
Tables are self-contained with the title and footnotes providing all information to
understand the table without referring the text separated with semicolon. Tables
should be included in the text immediately after mentioning them.

7. Figures. These include both photographs and graphs. Figures should be appropriately
cited in the text and identified and consecutively numbered using Arabic numerals. A
concise and descriptive heading is requested. Title must be below the figure in capital
letters. Title should be presented in both, in Spanish or English, depending of the
language in which the work was written, no simultaneously. Xerox copies will not be
accepted. Photographs should be identified on the back by number and an arrow
indicating the correct orientation. When a microphotograph is used, the magnification
used should be indicated. Photographs and Figures should be included in the text
immediately after mentioned.

8. Acknowledgment. Only institutional acknowledgments are allowed.
9. Conclusions: Clear and precise. Bibliographic references are not acepted.

10. Bibliographic references. These must be presented in a numbered list organized
in a strict alphabetical order. References should be cited in the text in chronological
order, using Arabic numbers between brackets. These numbers should be matched
with the ones on the bibliographical references list. Unpublished works, newspaper
or popular magazines articles, and personal communications are not accepted as
references. Avoid the excessive use of non-peer reviewed material (e.g., books, hand-
books). Abstract should not be cited unless it is the only available reference to an
important concept. Authors are responsible for the correct use and presentation of
Bibliographic cites, are not permitted in Abstract, Conclusions, Tables and Figures.
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(6): 502-507. 1999.

Books: After the authors should be included title of the consulted topic or theme in the book
(no chapter) followed by In: and title of the book (in black letters). After that, the names of the
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[11 LEELAND, W.W. Steady state kinetics. In: The Enzymes. Boyer, P. (Ed.). 2nd
Ed. Academic Press, New York. 66 pp. 1970.

[2] LOOSE-MITCHELL, D.S.; STANCEL, G.M. Estrogens and progestagens. In: The
Pharmacological Basis of Therapeutics. Hardman, J.G., Limbird, L.E.; Goodman-
Gilman, A. (Eds.). 10th Ed. McGraw Hill, New York, Pp 1613-1651. 2002.

Proceedings: After the event name (in black letters) should be included the place, date
and country of the event. The pages should be finalized with “pp for total pages or Pp for
consulted pages.

[11 EDDI, C. Distomatosis, epidemiological and economic aspects of this zoonosis.
Proc. Symposium on the Epidemiology of Foodborne Parasitic Zoonoses.
P:A:H:0:/W:HO Latin American Congress of Parasitology. | Uruguayan
Congress of Parasitology. Montevideo. 03/25-29. Uruguay: Pp 50-59. 1997.

[2] FARIA, M.H.; TONHATI, H.; NADER-FILHO, A.; DUARTE, J.M.C. Milk production and
some constituents in two buffalo herds in Sdo Paulo State, Brazil. Proceeding 5th
World Buffalo Congress. Caserta, 10/13-16. Italy. 140 pp 1997.

Electronic references: Electronic references are not accepted unless these are peer
reviewed manuscripts, bulletins or communications supported by scientific institutions. Avoid
the excessive use of this type of references. For such cases, the on-line references must
include: authors, title of the work, year of the work, institution that support the work. Later On
Line: not under line followed by the consulted web and the complete consult date.

[11 FERNANDEZ, M. A. Manejo de la calidad de la dieta. 2005. La Mafiana
(Suplemento) Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA). Argentina.
En Linea: http://www.lamafiana.com.ar/html. 01/12/05
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