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Prologo

I volumen 10 -2007 de la serie Ciencia Veterinaria, siendo un érgano de

difusion cientifica y tecnoldgica de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la UNAM, contiene informacion relativa a temas impor-
tantes para el desarrollo de la ganaderia nacional, como son los factores
asociados a la infertilidad de la vaca lechera en sistemas intensivos de pro-
duccién, los de las vacunas vivas para el control de Anaplasmosis bovina
y del cultivo in vitro tanto de Anaplasma marginale como de Babesia bovis
y Babesia bigémina y su aplicacién para la produccién de vacuna contra la
Piroplasmosis, que en algunas regiones de ganaderia extensiva del pais,
son enfermedades limitantes del mejoramiento y desarrollo del hato mexi-
cano en el campo.

El lector encontrara también, una excelente informacién de sanidad
animal, acerca de los métodos para evaluar la bioseguridad en las granjas
porcinas, asi como, de los temas importantes relativos a los nuevos ha-
llazgos en materia de inmunidad innata, de los mecanismos celulares y
endocrinos que son afectados por la subnutricion en pequefios rumiantes
y de los efectos que los fitoestrogenos tienen en la regulacion endocrina
del aparato reproductor de mamiferos.

Otro tema interesante que se consideré en el contenido de este vo-
lumen 10 -2007, es el relativo al de la Bioética, como disciplina de apren-
dizaje y concientizacion, que en el curriculum de estudio de las escuelas y
facultades de Medicina Veterinaria y Zootecnia, es conveniente para dotar
a los profesionales, del conocimiento ético que debe normar su ejercicio
eny frente a la sociedad.

En relacion a la forma y contenido de cada uno de los articulos que
se presentan, deberd comprenderse, que los Unicos responsables son los
autores de cada trabajo, a quienes se agradece su generosa participacion
en ésta obra. Se agradece también, a todos los miembros del Consejo
Consultivo, por la revision y critica autorizada, que como una responsabili-
dad, aceptaron gentilmente realizar, en sacrificio de su tiempo.

Xl
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Finalmente es justo reconocer al Sr. Dr. Francisco José Trigo Tavera,
Director de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM,
por el apoyo decisivo que otorgd, para el procesamiento y publicacion del
volumen 10 -2007 de la serie Ciencia Veterinaria.

Atentamente
El Editor
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BioETica EN LA EDUCACION VETERINARIA

Preambulo

La Bioética constituye “la disciplina cientifica que estudia los aspectos
éticos de la medicina y la biologia en general, asi como las relaciones
del hombre con los restantes seres vivos”. La Enciclopedia de Bioética, edi-
tada en 1978, la define como el “estudio sistematico de la conducta huma-
na en el area de las ciencias de la vida y la atencién de la salud, en cuanto
dicha conducta es examinada a la luz de los principios y valores morales”;
otra definicién es la “aplicacion de la ética a las ciencias de la vida” (1). La
palabra Bioética es un compuesto entre bios que significa vida y ethos que
significa habito, comportamiento o caracter. El término responde a una
aspiracion de fusionar la ciencia con las humanidades, que de hecho no
estan completas si no se analizan y aplican juntas como la dimensién hu-
manistica del quehacer cientifico.

La bioética surge ante la necesidad de contar con un medio para
orientar la toma de decisiones respecto de los dilemas morales de la vida,
particularmente en el campo de la salud. El término data de 1970, pero en
tres y media décadas ha evolucionado en diversas direcciones, segun la
naturaleza de los grupos de estudio.

Destacan al menos tres concepciones distintas que mediante con-
sensos estimulados por organismos internacionales y expertos han con-
fluido en un mejor entendimiento. Una vision amplia con cabida al ser
humano y a la biosfera; una visién exclusiva de la medicina y la ética con
base filoséfica; y otra vision mas relacionada con la doctrina filoséfica de
las relaciones entre humanos y aspectos médicos. La primera opcion ha
prevalecidoy en ella la bioética analiza los temas torales de la medicina ve-
terinaria y zootecnia: respeto a las diferentes formas de vida, preservacién
de los recursos naturales, aplicacién racional de la tecnologia, desarrollo
sustentable y respeto entre las personas, pueblos y culturas son ahora los
temas adicionales de discusién que la bioética ha permitido actualizar. Por
ello se ha dicho que la bioética ha rescatado a la filosofia aplicada.

La reciente aprobacion por la UNESCO de la Declaraciéon Universal
sobre Bioética y Derechos Humanos (2), adopta la vision mas amplia, afin
a su definicién inicial. México ya se habia adelantado a esa vision en diver-
sos foros y documentos, entre ellos destacan el Coédigo de Bioética para
personal de salud, las propuestas de México a las consultas de la UNESCO
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y el decreto Presidencial de 2005, que declara a la Comision Nacikonal de
Bioética como 6rgano desconcentrado (3).

En el presente ensayo se describen: a) Los antecedentes de la bioé-
tica desde la historia hasta su inicio formal en 1970; b) cdmo ha evolucio-
nado en las diferentes disciplinas particularmente de la salud y ambiente;
¢) la perspectiva internacional a partir de la Declaraciéon Universal sobre
Bioética y Derechos Humanos de la UNESCO en 2005; d) su situacién en
México desde la perspectiva de la Comisidén Nacional de Bioética; €) cdmo
se incorporé en la medicina veterinaria y zootecnia; f) su inclusién formal y
explicita en los planes de estudio universitarios; g) retos.

A pesar de que no ha habido un desarrollo arménico de los cami-
nos hacia la adopcion y adaptacion de la bioética a nuestra sociedad, se
han generado esfuerzos notables de acuerdo con iniciativas dispersas. En
México se dispone de estudios y propuestas sobre bioética en enuncia-
dos, tratados, leyes, reglamentos, normas, coédigos, publicaciones, gru-
pos de estudio, tanto en el area de la salud como en otros espacios de los
sectores publico, académico, privado y social. En medicina veterinaria y
zootecnia se ha incorporado también la bioética, aunque no se ha dise-
minado aun en la forma deseable. Se enfatiza que la incorporacién de la
asignatura Seminario de Bioética dentro del nuevo plan de estudios de la
carrera de medicina veterinaria y zootecnia, en la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional Auténoma de
México (UNAM) obedece a una noble misién: coadyuvar al desarrollo de
una cultura bioética en medicina veterinaria y zootecnia.

Finalmente se describen algunos de los retos por resolver para que
la bioética en el vasto campo de la medicina veterinaria y zootecnia, deje
de ser una utopia y se convierta formalmente en una herramienta no sélo
para la solucién de problemas, sino para los estudios prospectivos, la pla-
neacion, la construccion de una mejor sociedad que combata la pobreza,
logre equidad y alcance el bien comun en equilibrio con la naturaleza den-
tro de un verdadero desarrollo sustentable.

I. Evolucion historica

La medicina y dentro de ella los responsables de velar por la salud de los
animales fueron las primeras disciplinas en las que sus miembros estaban
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sujetos a regulaciones juridicas muy antiguas. El primer texto conocido de
“legislacion veterinaria” data de 2300 a.C,, se trata del cédigo de “Eshuna’;
de la antigua Babilonia, que tipifica normas para la prevencion de la rabia.
“Si el perro esta rabioso se le Ilama la atencién al duefio, si éste no hace caso
de la advertencia y resulta que el perro muerde y mata a alguien, el duefio
del perro pagara dos tercios de misma (412 g de plata), si mata a un esclavo
pagara 15 sekeles”. Entre las referencias antiguas mejor conocidas y estudia-
das también de Babilonia, destaca el Cédigo de Hammurabi, piedra negra
(diorita) de dos metros de altura por casi uno de didmetro, que data del
reinado del Hammurabi, hace cuatro milenios (reind de 2067 a 2025 a.C.).

La piedra pulida estd escrita, en gran parte, por escritura cuneiorme
sumeria y acadia. Los avatares de la piedra con el cédigo de Hammurabi
desde su descubrimiento en 1902 hasta su ubicacién actual en el museo
del Louvre, en Paris, los narra en forma completa y amena Pérez Tamayo
(4). La escritura contiene 282 leyes administrativas; de la 215 a la 227 trata
de leyes relacionadas con la medicina. Para los propésitos de esta publica-
cion destacan la 224 y la 225, pues estan relacionadas con la practica de
quienes entonces se dedicaban a la cura de animales:

224, Siel “mounai-sou” (médico de los bueyes o de los asnos) ha tratado de
una herida grave a un buey o un asno y lo ha curado, el duerio del buey
o asno dard al médico como salario un décimo (de siclo) de plata.

225. Siha tratado a un buey o a un asno de una herida grave y ha ocasio-
nado su muerte, dard la cuarta parte de su precio al duefio del buey o
del asno.

De acuerdo con Majno un siclo de plata pesaba 8.5 g.

Hubo mandatos éticos y ordenanzas similares en China, India
y Egipto.

El documento mejor conocido es el Juramento de Hipdpcrates,, re-
ferente ético de la practica médica occidental durante mas de veintitrés
siglos. Se atribuye a Hipdcrates de Cos (450 a.C.) el haber roto con la cau-
salidad natural de la enfermedad y su caracter mistico-religioso. El renaci-
miento de los conceptos del juramento de Hipdcrates y de su época fue-
ron rescatados por Galeno de Pérgamo (129-216 d.C.) cuyo pensamiento
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domind la medicina occidental durante quince siglos, lapso en que sufrié
adecuaciones de acuerdo con la evolucién cultural y creencias (5).

Respecto de los médicos veterinarios y sus antecesores, en Espaia
destaca que en el siglo Il con Alfonso X, el Sabio, se establecieron leyes y
ordenanzas. Posteriormente fueron ratificadas por los Reyes catélicos en el
siglo XVI. Dichas leyes y ordenanzas del Honrado Consejo de la Mesta de
Pastores se refieren a ganados dolientes y al arte de la Albeiteria.

La albeiteria consiguio alcanzar la categoria de profesion oficial, se
ejercia bajo la organizacién de tribunales examinadores, veedores y la real
proteccién para sus titulados. Estas reglas para su ejercicio como albéitares
fueron establecidas por el tribunal del Protoalbeyterato.

En Nueva Espana el tribunal del Protoalbeyterato fue implantado en
el siglo XVI.

El libro Albeiteria, de Juan Sanchez de Peralta, es el primer libro de
ciencia veterinaria escrito en América, alrededor de 1575-1580. En el prélo-
go de la edicién facsimilar editada por Quesada Bravo, en 1953, se narra el
amor, respeto y veneracion que se tenia a los caballos, pues éstos hacian a
sus sefiores “caballeros” (“El respeto del hombre hacia los animales es insepa-
rable del respeto de los hombres entre ellos mismos”).

1. Etica, moral, deontologia, bioética

Para un mejor entendimiento del porqué de la bioética, de su evolucién,
conviene revisar sus origenes etimolégicos y conceptuales:

La ética, del griego ethos, costumbre, comportamiento; se entiende
como la filosofia del bien y del mal. Aristoteles la impulsé en gran medida
con sus estudios sobre la racionalidad humana. Como rama de la filosofia
se le considera ciencia normativa, pues se encarga de la conducta humana
y es diferente de las ciencias formales, como la l6gica y las matematicas, y
de las ciencias empiricas, como la quimica y la fisica. Empero, las ciencias
empiricas sociales (psicologia) confluyen en el estudio de la conducta so-
cial. La Etica es una disciplina filoséfica cuya tarea consiste en fundamen-
tar los distintos sistemas de ideas morales que justifican las acciones del
hombre. Se encarga de las acciones consideradas “buenas”. La ética incluye
eleccion en libertad y con responsabilidad de la eleccién.

La moral, del latin moris, que significa costumbre, habito, es un sis-
tema de opiniones, representaciones, normas o evaluaciones sobre la re-
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gulacién de los actos de los individuos. Norma las relaciones de los hom-
bres con sus congéneres. La moral refleja y fija a través de los principios
y normas o reglas de conducta, las exigencias que la sociedad plantea al
hombre en su vida cotidiana.

La deontologia, de la palabra denotes que significa deber, es la cien-
cia o tratado de los deberes, que se estipulan en cédigos, juramentos y
documentos afines.

La bioética, definida en el preambulo de este ensayo, es un campo
multidisciplinario, que impulsa a un actuar correcto por las partes implica-
das, es un movimiento de transformacion en la sustancia y en el estilo de
las decisiones y una reflexidn sistematica en las précticas de salud, medio
ambiente, ramas agropecuarias, relaciones entre humanos y entre éstos y
los demas seres vivos, de acuerdo con sus principios y valores.

Los principios de la bioética son: a) Beneficencia; b) no maleficencia; ¢)
justicia; d) dignidad; e) equidad; f) autonomia; g) solidaridad; h) veracidad.

La Red latinoamericana de bioética de la UNESCO ha sefalado que
los principios basicos no son suficientes para el analisis apropiado de los
macroproblemas, por lo que ha afadido otros principios complementa-
rios (6).

La bioética representa un nuevo territorio del saber, constituye un
instrumento de la teoria y el método. No es ética religiosa, no es rigida ni
dogmitica, no se basa en mandamientos o prohibiciones, no es un con-
junto de afirmaciones relativas y subjetivas.

La bioética tiene como fundamento la deliberacién racional, defi-
ne criterios para la toma de decisiones razonables y razonadas, no con-
sidera que existe una verdad Unica, ofrece métodos para analizar casos
y de acuerdo con las circunstancias y cultura identificar las diferencias y
encontrar acuerdos, busca formas de cooperacién para llegar a solucio-
nes consensuadas.

Los valores pueden ser expresados de diferente forma y circuns-
tancia. Por ejemplo, en el Plan de Desarrollo 2005-2009 de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad Nacional Auténoma
de México, se plantea promover: excelencia, integridad, respeto, equidad
y solidaridad. Parece un nimero reducido de valores, pero una revisién
cuidadosa de sus definiciones permite ver que cada definicion engloba a
varios valores adicionales:
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Qa Excelencia: Lograr con compromiso, voluntad y efectividad lo me-
jor de nosotros para la superacién permanente en lo individual,
institucional y comunitario, para la salud publica y animal, la pro-
duccién de alimentos inocuos de alta calidad y el desarrollo agro-
pecuario sustentable.

Qa Integridad. Actuar con rectitud y honestidad, rindiendo siempre
cuentas claras, manteniendo congruencia entre lo que pensa-
mos, decimos y hacemos, buscando el bien comun, al cumplir en
forma ética, responsable y transparente nuestras obligaciones
con conviccidn y dentro de la normatividad institucional y la le-
galidad vigente.

Q Respeto. Reconocer en la Facultad y en la sociedad el valor de las per-
sonas y aceptar sus diferentes ideas, enfoques y percepciones, sin
discriminacién alguna, asi como cuidar el ambiente y promover el
bienestar de los animales.

Q Equidad. Establecer condiciones y mecanismos justos que permitan
el acceso de toda persona a las oportunidades académicas, profesio-
nales y de desarrollo social, sin mas limitacién que las propias capa-
cidades y el esfuerzo personal.

Qa Solidaridad. Actuar individual y colectivamente con compromiso y
sensibilidad ante las necesidades de nuestros semejantes, nuestra
institucion y nuestro pais.”

En un esfuerzo por educar para la integridad, se ha propuesto im-
pulsar en el dmbito escolar en todos los niveles nueve valores: honestidad,
responsabilidad, respeto, equidad, compasién, expansién de los limites
morales (mas alla de la familia y el nucleo social primario), transmisién de
habilidades para tomar decisiones, ensefianza de valentia moral y desarro-
llo de una cultura de integridad.

La ensenanza de valores no se puede comprar o contratar, requiere de
la participacion de padres, educadores, empleados, directivos, alumnos, hi-
jos, vecinos, compaiieros. El esfuerzo presupone de un verdadero compromi-
so de todos y nunca olvidar que hay que predicar con el ejemplo, siempre.

En la busqueda de contar con guias que impidan caer en situacio-
nes indeseables se han descrito los pecados capitales que inicialmente
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incluyen a los seis tradicionales: soberbia, envidia, ira, gula, pereza
y lujuria.

Cantu los actualiza conservando sélo la codicia y agregando cruel-
dad, adulterio, fanatismo, deshonestidad, hipocresia, codicia y egoismo.

Comte-Sponville en su Diccionario filoséfico enlista como nue-
vos pecados: egoismo, crueldad, cobardia, mala fe, suficiencia, fana-
tismo e indolencia.

Savater (7) oferta nuevos pecados: impuntualidad, crueldad, vanidad
(exhibicionismo), fundamentalismo, consumismo (que involucra avaricia,
envidia y gula), egoismo, falsedad. Asimismo, menciona a Konrad Lorenz,
quien denuncia ocho pecados capitales de nuestra sociedad: sobrepobla-
cion, devastacion del espacio vital, competencia entre los hombres, ex-
tincion de los sentimientos, deterioro del patrimonio genético, tradicién
demolida, adoctrinamiento fundamentalista y armas nucleares.

Ghandi, por su parte, tiene su version: riqueza sin trabajo, placer sin
conciencia, conocimiento sin caracter, comercio sin moral, ciencia sin hu-
manismo, culto sin sacrificio y politica sin principios.

Desde el punto de vista médico, Pérez Tamayo (4) refiere los pecados
capitales de los médicos, propuestos por Asher y Sdnchez Medal, a ellos les
anota su opuesto, proponiendo con cierta ironia las virtudes:

Oscuridad Claridad
Crueldad Caridad
Mala educacién Buena educacion

Superespecializacion Subespecializacion

Amor a lo raro o espanofilia Amor a lo comun
Pereza Diligencia
Afan de lucro Voto de pobreza
Desorientacion Orientacion
Barbarismo del lenguaje Uso correcto del lenguaje

Estas reglas de conducta son aplicables a cualquier profesion y acep-
tables por la humanidad. De acuerdo con los patrones culturales y sociales,
la lista puede ser incompleta.
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Il. Surgimiento y evolucion de la bioética

A mediados del siglo XX se gesté un movimiento social producido por
abusos de la medicina y la ciencia; esos hechos favorecieron el surgimien-
to de la bioética, entre otros, los juicios de Nurenberg y la aprobacién de
la Carta de los derechos humanos de la ONU en 1948 (8). Entre ellos, los
procesos de democratizacion, avance en los derechos humanos, reivin-
dicacion de los derechos de las minorias y la autonomia personal, la pre-
ocupacion en lainvestigacion apropiada en los animales y seres humanos
y la conciencia ecolégica.

Los momentos de la bioética incluyen la secularizacién del mundo,
legitimacion de distintos puntos de vista, cambios de paradigmas hacia
la autorregulacion colectiva, identificacién de los principios basicos para
regular la investigaciéon y la atencion médica y la crisis de valores derivada
de la manera en que se ejerce el poder.

Autoritarismo, totalitarismo y falta de autonomia civil

Los hechos técnicos y cientificos que tuvieron impacto en el surgimiento
y aceptacion de la bioética incluyen nuevos paradigmas en las concep-
ciones sobre la vida y la muerte, la tecnologia aplicada al area médicay a
la produccién pecuaria intensiva (biotecnologia), la aparicion de enferme-
dades emergentes, la globalizacién y sus impactos dispares en diferentes
sectores sociales, el esclarecimiento del genoma humano, la ingenieria
genética y los alimentos y animales transgénicos, los impactos negativos
en el medio ambiente, el crecimiento desordenado de los asentamientos
humanos, las explotaciones agricolas y pecuarias, el desarrollo industrial;
el calentamiento global y la pérdida de biodiversidad.

La bioética incluye un proceso de toma de decisiones que utiliza
el método deliberativo que se basa en la discusiéon fundamentada, ra-
zonada y racional, acepta la diversidad de opiniones, no busca verdades
absolutas, involucra a los afectados en las decisiones, analiza caso por
caso, identifica los puntos de conflicto y busca acuerdos minimos para la
convivencia social.

La bioética auxilia a la toma de decisiones basadas en la razén y no
en creencias; segun Gracia (9) debe ser:
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Qa Secular, no religiosa, para alcanzar en nuestra sociedad heterogénea
acuerdos racionales minimos aceptables para todos y que no estén
basados en creencias.

Q Pluralista, aceptar todos los enfoques y posturas posibles e intentar
acuerdos universales.

Q  Auténoma, con normas y preceptos que no sean impuestos a los
individuos desde fuera, sino sean producto de su propio caracter
y discernimiento.

a Racional, que analice caso por caso, que no presuponga a priori y
que medite sobre las consecuencias posteriores de la decision.

Q Universal, para que ayude a tomar decisiones mas alla de los conven-
cionalismos morales.

La evolucién de la Bioética permite identificar diferentes etapas:
a) Bioética centrada en el bienestar del individuo, discusién de cédigos (éti-
ca médica); b) nuevas formas de relacién médico-paciente y sociedad-me-
dio ambiente; ¢) estructura, financiamiento y organizacion de los servicios
de salud y de produccién primaria e industrial; d) bioética de la salud de la
poblacién y de la biosfera.

Bioética institucional

La orientacion de la bioética ha evolucionado de una atencién individual a
otra de poblaciones y su madurez se demuestra cuando se ha instituciona-
lizado. La bioética estd pasando de ser un tema de estudio de expertos fi-
[6sofos con base médica o médicos con base filoséfica, a una bioética para
todos (previa preparacién formal o propia dirigida), ya que todos enfrenta-
mos dilemas y requerimos tener una herramienta auxiliar que nos permita
tomar las mejores decisiones para la sociedad, para el bien comun.

El discurso bioético como puente de entendimiento

En la sociedad hay visiones distintas frecuentemente encontradas entre las
racionalidades de los diferentes actores. Las discrepancias en el lenguaje
entre las demandas de los usuarios y la oferta de los sistemas y servicios de
salud, entre las finalidades de los investigadores y las expectativas de los
planificadores y personas comunesy esencialmente en la identificaciéon de
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los “reales” problemas y dilemas que amenazan el bienestar. Las contradic-
ciones entre las racionalidades econdmica, cientifica, terapéutica, etcétera,
proponen diferentes soluciones a la practica sanitaria; como consecuencia,
surge el discurso bioético como incitacién al didlogo y al consenso.

La heterogeneidad de las visiones se debe a sus origenes (Filosofia,
ciencia, medicina), formas de articulacion (multi, inter, transdisciplinaria),
campo de aplicacion (individual-micro o colectiva, de poblaciones o ma-
crobioética), formas de presentacion (normativa, clinica, social). Como
consecuencia de lo anterior (6) se ha propuesto que hay varias bioéticas,
entre ellas: neutral, descriptiva, critica, socialmente comprometida, de
intervencion. Ante las visiones con orientaciones diferentes, la bioética
pretende servir de puente entre disciplinas, credos, nacionalidades, insti-
tuciones y personas.

Se ha insistido en que a pesar de la pluralidad social y el multicul-
turalismo, no se apliquen dobles estandares como enfatiza la Declaracién
Universal sobre Bioética y Derechos Humanos de la UNESCO, que no es ley,
es declaracién de consenso, pero que sefiala los minimos de cumplimiento
obligado en cualquier circunstancia.

Temas de controversia y temas olvidados por la bioética

En la segunda mitad del siglo XX muchos de los principales problemas éti-
cos de lahumanidad eran médicos, por lo que el surgimiento de la bioética
le dio ocupacion practica a una disciplina filoséfica eminentemente teori-
cay que estaba ausente de los problemas reales.

Los temas de la bioética estan sefalados en la Declaraciéon Universal
sobre Bioética y Derechos Humanos de la UNESCO, por lo que se enuncian
los principales: seres humanos, persona, autonomia, grupos vulnerables,
diferencias culturales, dimension bioldgica, psicoldgica, social, responsa-
bilidad social, diversidad, justicia, equidad, pluralismo, vulnerabilidad hu-
mana, medio ambiente, biosfera, biodiversidad.

Los temas de controversia que abordé inicialmente la bioética inclu-
yen los conflictos de excepcion al inicio y fin de la vida y, en general, la
atencion de las necesidades de pacientes en mal estado. El listado retine
estos topicos: donacion de 6rganosy su transplante, incluyendo xenotrans-
plantes, eutanasia (la decision de mantener o interrumpir en determinado
momento los medios que prolonguen artificialmente la vida del enfermo),
medicina paliativa, reanimacion en caso de paro cardiaco, fecundacion in
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vitro y, en general, técnicas de fecundacion asistida, donacién de 6vulos y
espermatozoides, congelamiento de gametos y de embriones humanos,
clonacién, selecciéon del sexo del embridn, ingenieria genética (es decir,
modificacién del patrimonio genético, sea para curar enfermedades, sea
con propdsitos eugenésicos o con otros fines), intervenciones sobre el ge-
noma; inseminacion artificial, aborto provocado, anticoncepcion, diagnos-
tico prenatal, estatus juridico del embridn, operaciones de cambio de sexo,
esterilizacién masculina y femenina, veracidad del médico con el enfermo,
sufrimiento de los animales, etcétera (10).

Lamentablemente los estudios y atencién de la bioética no han abor-
dado adicionalmente, en la mayoria de los grupos de estudio, otros temas
olvidados a pesar de que esta claramente demostrado que hay decisiones
de salud publica, de produccién y disponibilidad de alimentos inocuos, de
cuestiones ambientales como calidad del aire, calidad y disponibilidad del
agua, servicios basicos de saneamiento ambiental (una tercera parte de los
meXxicanos no disponen de agua potable y drenaje o letrinas), de zoonosis,
pérdida de la biodiversidad, industrias y procesos contaminantes, sobre-
explotacion de la biosfera, cuya problematica cotidiana presenta dilemas
que requieren de la bioética para ser adecuadamente atendidos.

Los problemas olvidados afectan a millones de individuos, en tanto
que los temas de controversia, que estan de moda, afectan sélo a cientos
0 acaso miles de seres.

1. Bioética e innovacion

La bioética no debe ser refugio de los conservadores, sino palanca de apo-
yo para la evolucién razonada, armdnica y con equidad de la sociedad.
Sin embargo, algunos grupos la han intentado usar para evitar cambios
que sean contrarios a sus creencias. Algunas instituciones académicas pri-
vadas han impulsado a la bioética, en parte para intentar frenar avances
en temas de controversia como clonacién y otros enlistados por diversos
autores. Se entiende que la sociedad, la comunidad y la familia traten de
mantener la estabilidad y frenar los cambios, las innovaciones, sobre todo
cuando las experiencias demuestran que el desarrollo, los bienes, el em-
pleo, los servicios, los avances cientificos y tecnolégicos no se distribuyen
con equidad a toda la poblacién y se generan desequilibrios, distorsiones,
presiones sociales y se afecta el medio ambiente. La importancia de la
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educacién radica en crear certidumbre para el cambio, la innovacién, para
abandonar lo establecido, lo acostumbrado, pero siempre que se logre un
cambio constante, crecientemente favorable. Hay que inducir los cambios
para que sean positivos, para que induzcan desarrollo para todos y no sélo
crecimiento para unos cuantos, para que beneficien a toda la sociedad.

Los modelos de organizacion social tienden a perpetuarse ante el
temor, no infundado por cierto, de que los cambios representan un riesgo.
El trabajo en equipo y con atencion especial a los grupos vulnerables de la
sociedad da certidumbre a los procesos de aplicacion de politicas publicas
con mejor impacto en la sociedad.

Ante dilemas, muchos toman decisiones que protegen sus intereses,
lo que provoca antagonismo, egoismo y pérdida de valores. El resultado es
que a pesar del progreso aparente hay mayor inequidad.

La desigualdad que aqueja a nuestra sociedad es provocada cuando
los avances cientificos y tecnoldgicos son accesibles sélo a grupos privile-
giados de la sociedad; todos debemos comprometernos a evitar las distor-
siones y, para el caso de que ya se han presentado, remediarlas (11).

En virtud de que toda accion relacionada entre humanos y entre hu-
manos y la naturaleza o biosfera es susceptible de analizarse y definirse con
el enfoque bioético, esta disciplina se ha ampliado de su espacio original
y es ahora necesariamente multidisciplinaria, interdisciplinaria, transdisci-
plinaria y ante problemas complejos, intersectorial y multiinstitucional.

2. Bioética y desarrollo sustentable

El crecimiento demografico, el desarrollo econémico y la preservacion del
medio ambiente se dirigen en sentidos opuestos y se generan distorsio-
nes, por lo que en busca del bien comun el informe Brundtland de 1987
instrumento el término desarrollo sustentable adoptado por la Comisiéon
Mundial del Medio Ambiente y Desarrollo (12). El desarrollo sustentable
satisface las necesidades actuales sin poner en riesgo la capacidad de ge-
neraciones futuras para satisfacer sus propias necesidades. El desarrollo,
para que sea sustentable, requiere de la integracion de las tres dimensio-
nes: econdémica, social y medioambiental, en forma indisociable.

La economia es un elemento importante a tomar en cuenta en las
decisiones, pero no el Unico. Muchas distorsiones sociales se han provoca-
do por decisiones macroeconémicas contrarias a la justicia distributiva que
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no toman en cuenta las repercusiones negativas de mediano y largo pla-
zos en razén de las condiciones sociales, ambientales, sanitarias, tomando
en cuenta a los grupos vulnerables.

Ha prevalecido hasta ahora una vision sectorial de los problemas y
las politicas orientadas a su atencién y solucién han empleado indicadores
independientes para el medio ambiente, laeconomiay la sociedad; los pro-
blemas se han visto como si estuvieran en compartimentos separados, con
frecuencia las soluciones han resultado parciales y contraproducentes.

Al buscar el desarrollo, a menudo no se tiene cuidado de analizar y
prever las consecuencias de los impactos, el deterioro ambiental se genera
por la suma de las acciones negativas colaterales promovidas por la ex-
pansién agropecuaria, pesquera, industrial, por el crecimiento urbano, por
las grandes obras de ingenieria cuando provocan daio a los ecosistemas,
a la armonia social y que frecuentemente son trastornos accidentales en
aras de un crecimiento econémico. Para lograr el desarrollo sustentable se
requiere que las acciones respeten el medio ambiente, sean socialmente
equitativas y econdmicamente viables.

3. Organismos internacionales

Ante el surgimiento de los problemas y las posibilidades de su atencién
por la bioética, los organismos internacionales, especialmente los vincula-
dos al sistema de la Organizacion de las Naciones Unidas, han creado gru-
pos de estudio para apoyar a los paises a hacer mejor uso de la bioética:

Q La Organizacién Panamericana de la Salud (OPS/OMS) reunié
a grupos de expertos para que discutieran el tema y desarrolla-
ran una agenda comun, edité en 1990 una publicacién pionera,
Bioética, temas y perspectivas, y en 1998 cre6 el Programa Regional
de Bioética de la OPS, dirigido por Lolas en asociacion con la
Universidad de Chile.

Q La Organizacion de las Naciones Unidas para la Educacién, la Ciencia
y la Cultura (UNESCO) ha desarrollado vertientes de la bioética en
varias direcciones. Destacan los grupos de estudio denominados
Comité internacional de bioética y el Comité intergubernamen-
tal de bioética. Las principales declaraciones emitidas incluyen:
Declaracién universal del genoma humano y los derechos humanos,
de 1997; Declaracién internacional de datos genéticos humanos, de
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2003. A nivel regional, la UNESCO, en mayo de 2003, constituyé en
Cancun, México, la Red Latinoamericana y del Caribe de Bioética,
para atender a mas de 525 millones de habitantes; ésta ha impul-
sado a la bioética con reuniones de expertos realizadas en México
y en otros paises, asi como publicaciones varias. También se ha pre-
ocupado por formar recursos humanos en bioética. Mencién aparte
merece la Declaracién universal sobre bioética y derechos humanos
adoptada por aclamacion el 19 de octubre de 2005 (2).

Q La Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO) ha incluido los aspectos éticos en produccion,
semillas, tecnologia, ecologia y pobreza (13).

Q La Organizacién Mundial de la Salud Animal (OIE), constituyé un
Comité internacional que organizé una conferencia mundial que
emitié recomendaciones para adoptar directrices para el bienes-
tar animal y las ha incluido en el Cédigo Zoosanitario Internacional
2006 (14).

lll. Antecedentes de la bioética y su evolucion
en México

La bioética, como inicialmente la concibio Potter hacia 1970, tiene su ori-
gen en la ética, la ciencia, el humanismo y los valores de estas ramas del
conocimiento (15). En México, dichos valores entre nuestros antepasados
estaban bien arraigados, como lo demuestra Rocha (16); es grato reco-
nocer el profundo pensamiento de los aztecas en torno a temas como
dignidad de la persona, libertad, traicién, tradicién, virtud, vicio, autode-
terminacién, mujer, familia. Las descripciones encontradas en los cédices
Mendocino, Telleriano-Remensis y Florentino, destacan lo mucho que los
aztecas tenian como valores universales. Desde esos tiempos, los mexica-
nos nos movemos en forma ambivalente entre la ignorancia, el desprecioy
el olvido a nuestras raices, asi como el reconocimiento de nuestra fortaleza
original y mestiza.

Por lo anterior, no debe sorprendernos que los esfuerzos seminales
para divulgar los principios de la bioética en México hayan contado con se-
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guidores esperanzados de encontrar en esta disciplina opciones para limi-
tar ambiciones personales y canalizar acciones hacia el bienestar comun.

1. Comision Nacional de Bioética

La promocién visionaria de la Bioética como un instrumento conceptual
primordial para guiar las decisiones en el sector salud, se inici6 con la
constitucién de la CNB tanto por el doctor Jesis Kumate, quien presidia
el Consejo de Salubridad General (CSG), como por Manuel Velasco Suérez
y sus seguidores. La creacién de la CNB se llevé a cabo el 30 de marzo de
1992 en el CSG. Desde ese espacio se pugné por renovar la misién del mé-
dico y defender los derechos del paciente, impulsando siempre el respeto
a la dignidad humana para dar calidad a la vida.

México fue el primer pais de América Latina que contdé con una
Institucion gubernamental para promover la bioética a nivel nacional.

La bioética no es facilmente comprendida por los ultraespecialistas,
expertos en un componente, pero aun incapaces de enfocar los problemas
de forma sistematica, integral, interdisciplinaria. Su comprension se facilita
con la madurez que alcanzan quienes han luchado por superar las condicio-
nes de la sociedad y tienen visién y compromiso social marcados. En bioética
destacan aquellos que tienen perspectivas, disciplinas y enfoques amplios.

Hombres de ciencia con visién de filésofos y filésofos con compro-
miso social, preocupados por mejorar el presente y construir un mejor
porvenir fueron los pioneros en México. Su preocupaciéon por la bioética
surgié del contrasentido entre el deslumbrante progreso producto de la
ciencia en beneficio de la humanidad y algunas aplicaciones inadecuadas,
abusivas, dafinas a los enfermos e inequitativas para la sociedad.

En 2002, por acuerdo presidencial, la CNB se independiza del CSG y
se constituye con caracter permanente como 6rgano desconcentrado de
la Secretaria de Salud.

Algunas de las actividades relevantes desarrolladas por la CNB des-
de su creacién, incluyen reuniones ordinarias del cuerpo directivo, sesio-
nes académicas, seminarios, talleres y congresos nacionales y latinoame-
ricanos y del Caribe, asi como la promocién para la conformacién de co-
mités de bioética en servicios de salud e instituciones académicas y, de
manera destacada, la conformacién de las primeras comisiones estatales
de bioética.
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Los académicos de la CNB participaron en congresos y sesiones aca-
démicas tanto en México como en el extranjero, incluyendo sesiones en la
Academia Nacional de Medicina en 1992, 1993, 2004 y 2005.

Los congresos de bioética promovidos por la CNBy difundidos conla
edicibnde susmemorias, serealizaronentre 1994y 2003, en cinco ocasiones,
en la ciudad de México y uno en las ciudades de Guanajuato, Guadalajara,
Tuxtla Gutiérrez, en 2002, y Monterrey, en 2003, respectivamente.

Debido al fallecimiento del doctor Velasco Suarez, en 2002 el doctor
Cano Valle retoma las actividades de la secretaria ejecutiva con nuevo im-
petu. Sus acciones iniciales consistieron en ampliar la convocatoria a nivel
institucional e impulsar un enfoque holistico. Se orienté a pasar de la eta-
pa inicial de difusién de una mera bioética descriptiva, hacia una bioética
analitica y estratégica.

La bioética Inicialmente estaba orientada sélo a la salud individual,
como parte de la medicina clinica, pero dejaba fuera el rol creciente de la
salud publica, del medio ambiente, del sector rural, de la pobreza, areas en
las que se toman las grandes decisiones que afectan, para bien o para mal,
a poblaciones enteras. Como consecuencia de lo anterior, se buscé pasar
de la bioética orientada exclusivamente a atender a individuos enfermos
en mal estado, a una bioética orientada a establecer politicas publicas para
beneficio de las mayorias.

En febrero de 2003, en la ciudad de Monterrey, Nuevo Ledn, el
Consejo Nacional de Salud acordd que en cada entidad federativa se
integrase una Comisién Estatal de Bioética. En forma interina, el doctor
Juan Garza Ramos ocup6 en junio de 2003 la Secretaria Ejecutiva de la
CNB; después de que se cred el Instituto Nacional de Medicina Gendémica
y desaparecié la Comisién Nacional del Genoma Humano, el doctor
Guillermo Soberdén tomé la responsabilidad en agosto de 2004; en este
contexto, la CNB se convirtid, en septiembre de 2005, en 6rgano descon-
centrado de la Secretaria de Salud (3).

La Comision Nacional de Bioética (CNB) ha realizado acciones nor-
mativas, consultivas, de investigacion, educacion, informacién y difusion,
asi como la ediciéon de los Cédigos de Bioética y de Conducta para el
Personal de Salud, con el fin de difundir entre la sociedad y los profesiona-
les, técnicos y auxiliares de la salud los principios y valores que deben regir
el ejercicio de su actividad, fomentando el respeto y observancia de los

17



18

BioETica EN LA EDUCACION VETERINARIA

principios éticos en los servicios de salud; difusién de la bioética mediante
Summa Bioética; seminarios, uno de ellos sobre“Prospectiva de la bioética”
y el otro sobre “Bioética, desarrollo sustentable y salud”; asimismo, pro-
movio la Conferencia Internacional “Responsabilidad Cientifica y Bioética:
Llamado a los Cientificos”, organizada en 2003 por la Comisién Nacional
de Bioética y el Movimiento Universal por la Responsabilidad Cientifica
(MURS), Rama México.

De las discusiones y recomendaciones de los seminarios y eventos
y de la realidad misma de las condiciones de nuestro pais, se desprendié
la necesidad de construir un modelo de organizacion tipo “Red nacional
de bioética” que permita un desarrollo estratificado de las acciones que
impulsen de manera articulada y coherente a la bioética.

Se busca lograr la articulacion de la bioética en los diferentes nive-
les de atencién a la salud (central, estatal, en las unidades operativas de
salud y en otras instituciones como las educativas y de investigacion). El
modelo de la “Red Nacional de Bioética” presentado en los foros de dis-
cusién de expertos convocados por la UNESCO en el camino a desarrollar
la Declaracion de los Derechos Humanos y Bioética; responde ademas al
acuerdo del Consejo Nacional de Salud en el sentido de que “se creard en
cada entidad federativa una Comisién Estatal de Bioética”.

La Red Nacional de Bioética se concibe como un sistema organizado
normativo, consultivo, de informacion, difusion, ensefianza e investiga-
cion de la Bioética en la cual se integrarian las acciones de las comisiones
y comités en sus diferentes niveles.

Operan crecientemente en muchos espacios comités de bioética que
tienen como propdsito apoyar a quienes deben tomar las mejores decisio-
nes ante problemas y dilemas, grupos de estudiosos que se apoyan en los
principios y valores de la bioética para servir mejor a la sociedad.

La necesidad y conveniencia de contar con grupos organizados para
el conocimiento, discusion, analisis, recomendaciones, operacién y emi-
sién de politicas sobre temas de indole diversa de interés para la sociedad
data de la antigliedad. Para quienes toman decisiones de indole profesio-
nal o tienen posiciones directivas, escuchar opiniones y recomendaciones
de expertos resulta necesario y util.

Las caracteristicas de las comisiones y comités de bioética incluyen:
ser independientes del cuerpo de gobierno de la institucion; estar consti-
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tuidos en forma interdisciplinaria por personal de reconocida probidad y
criterio e incorporar la participacion de personal de salud, representantes
de los trabajadores y personas externas a la instituciéon (miembros de la
sociedad civil: abogados, pacientes o familiares); asesorar a otros comités
de la institucion (analisis de casos, investigacién, morbimortalidad, higie-
ne y seguridad, transplantes, calidad de la atencién); coordinarse con la
Comision Nacional de Bioética, las comisiones estatales y los comités ins-
titucionales, segun sea el caso, para armonizar sus tareas; las comisiones
podran organizarse de manera idénea de acuerdo con las particularidades
y prioridades: autonomia, condiciones geograficas, politicas econémicas.
Sus programas y acciones estratégicas pertinentes se han de jerarquizar
para hacerlos congruentes con las necesidades sociales prioritarias a fin de
promover la armonia y el desarrollo social.

Cuando los comités de bioética se dedican a la atencién de proble-
mas de salud publica, desarrollo social, combate a la pobreza, educacién,
cultura, ciencia y tecnologia, produccion y abasto de alimentos inocuos,
preservacion y uso racional del medio ambiente, del agua, la biodiversi-
dad, cuando su objeto de estudio va mucho mas alla de la atencién a indi-
viduos, cuando la responsabilidad de la bioética es hacia las poblaciones,
se les ha llamado comités de macrobioética (2).

La Ley General de Salud y la legislacién mexicana obliga a la crea-
cion de comités institucionales y de investigacién sobre temas de bioé-
tica en diversas instituciones con enfoques varios (Ley General de Salud:
Arts. 100, 316; Reglamento en materia de investigacion para la salud: Art.
14 y demas relativos).

Ademas, la bioética resulta primordial en otros esfuerzos como
los educativos, ambientales, alimentarios, normativos y de proteccion
social. Se requiere que la poblacion en general y en particular los servi-
dores de la salud, hagan conciencia de que la bioética incluye la medici-
na pero rebasa sus linderos, se necesita difundir sus alcances, integrar la
red de comisiones de bioética en las instituciones sanitarias y de educa-
cién y lograr que las instituciones que aplican, investigan, ensefian bioé-
tica o requieren de ella para la toma de mejores decisiones, formen parte
de dicha red.

La bioética requiere entrar en una etapa de diseminacién académi-
ca, profesional e institucional; ahora debe estimular acciones y programas
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para propiciar el desarrollo de valores y actitudes en los servidores publi-
cos y privados de la salud y campos afines.

Se estima que para mejorar la atencion médica y en salud es necesa-
rio, indispensable e impostergable la creacion de comités de bioética en las
unidades hospitalarias, asi como comités en otros espacios de salud, aca-
démicos y de toma de decisiones, publicos o privados, que tendrian como
funciones esenciales educar, aconsejar y dar directrices sobre los conflictos,
dilemas y deliberaciones para alcanzar un verdadero desarrollo humano.

2. Bioética en investigacion

Debe asegurarse, que cumpla con las disposiciones de la OMS y de otros
organismos internacionales y con las leyes, reglamentos y normas mexi-
canas, no debe producir efectos dafiinos en los seres sujetos de investi-
gacion, sean aquéllos fisicos, psicolégicos y sociales, pero tampoco dafos
econdmicos ni politicos (17).

La ciencia es objetiva y tiene normas éticas y protocolos que deben
adecuarse a las condiciones nacionales y regionales, las de los paises cen-
trales no siempre se pueden aplicar en Estados periféricos o semiperiféri-
cos. La barrera educativa provoca que la problematica fundamental esté
constituida por la diferencia de informacién entre el médico-investigador
y el enfermo-investigado. Otros casos son la experimentacion farmacolo-
gica, la utilizaciéon de elementos prohibidos en otros paises o la experi-
mentaciéon como promesa de otorgar servicios de salud.

La aplicacion de las normas bioéticas en la investigacion en seres
humanos, debe hacerse y practicarse todo el tiempo, que se acepten por
convicciéon y no por imposicion.

3. Rol de los académicos en investigacion

Ha habido confusién en el sector académico del mundo, y de México en par-
ticular, ya que algunos sectores consideran que la ciencia sélo puede estar
orientada a la obtencion de nuevo conocimiento; quienes se dedican a la
aplicacion del conocimiento a la solucién de problemas, son considerados
por el sector “purista” como “no cientificos”y de hecho son menospreciados
y excluidos de los programas de apoyo a investigadores, como el Sistema
Nacional de Investigadores (SNI). Cientificos distinguidos han expresado la
necesidad de establecer un nuevo contrato social de las comunidades acadé-
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micas que implica que la comunidad de ciencia y tecnologia habra de inver-
tir ademas de su tradicional atencidn a la investigacion basica, un creciente
esfuerzo a la busqueda de respuestas a problemas de la sociedad, en espe-
cial aquellos orientados en lograr un desarrollo crecientemente sustentable
(18). En el Foro internacional entre la CNB y el MURS sobre Responsabilidad
Cientifica y Bioética, se recomendd que la comunidad académica participe
en la toma racional de decisiones, de politicas publicas (19).

Integrar un modelo que permita una fluida canalizacion tanto de las
demandas sociales hacia los sectores cientificos como de las aportaciones
de las comunidades a la solucién de sus problemas y que éstas se distribu-
yan con equidad a todos los sectores. La ciencia no sélo debe desarrollar
nuevos conocimientos, ademas debe orientarse a la solucion de proble-
mas, que esta aplicacién busque el beneficio colectivo, que la ciencia se
desarrolle con responsabilidad, fueron otras propuestas. Se incluyé una
llamada de alerta, de precaucién, no se trata de hacer las cosas diferentes
sino mejor. No todo cambio es crecimiento, no todo movimiento es un
avance, procurando lo mejor a menudo estropeamos lo que esta bien.

Esta problematica estd siendo abordada por la comunidad mundial
de cientificos y en diversas sesiones convocadas por la UNESCO; en este con-
texto, el Consejo Internacional para la Ciencia (ICSU) se ha adoptado que la
ciencia tiene diferentes objetivos y dimensiones: a) Ciencia para el conoci-
miento, conocimiento para el progreso; b) ciencia para la paz; ¢) ciencia para
el desarrollo; d) ciencia en la sociedad; e) ciencia para la sociedad.

Con esa clasificacion, los cientificos que realizan sus actividades en
cualquiera de los campos sefalados deberian tener el mismo reconoci-
miento de sus comunidades, instituciones y la sociedad.

Siendo la bioética un campo emergente, los grupos de estudio que
la impulsan en el mundo son predominantemente académicos y los prin-
cipios que la rigen se conocen y aplican en forma desarticulada, dispersa
y con una cobertura parcial, debido a que los intereses corresponden a
individuos. Las instituciones son las que deben desarrollar sus trabajos
para que sean creativos, rigurosos, relevantes, pertinentes, de acuerdo con
prioridades y que retroalimenten a los contenidos educativos.

Los cientificos de México se han caracterizado con valiosas excep-
ciones por trabajar de manera inconexa, descoordinada; para que sus
esfuerzos dispersos y aislados tengan congruencia, por ello este autor ha
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propuesto un modelo para la investigacion en la UNAM, aplicable al resto
del pais, que eslabona los esfuerzos de la investigacién basica, aplicable, el
desarrollo tecnolégico y la innovacion junto con la formacion de recursos
humanos desde los niveles de licenciatura hasta el doctorado.

Modelo de investigacion en la UNAM 5

Licenciatura

Especializacion

\ Actualizacion

Institutos Facultades
Centros Escuelas

El impacto en la sociedad y en la naturaleza de la ciencia y de la tec-
nologia impone responsabilidades y deberes no sélo a cientificos, tecné-
logos e innovadores, sino también a gestores, profesores y comunicadores
de la ciencia, tanto como a los responsables de las politicas publicas y pri-
vadas sobre la ciencia y la tecnologia, a los gobernantes, a los empresarios
e industriales y a los miembros de la sociedad civil.

La ciencia y la tecnologia dependen de la sociedad que las sostiene,
y la afectan tanto que no hay justificacion ética para que los ciudadanos
queden al margen de la discusidn y de la gestién de las politicas de desa-
rrollo, y de vigilancia y control de los riesgos que generan. Lo que justifica
alacienciay a latecnologia es su contribucion al bienestar de los seres hu-
manos, a la satisfaccion de sus necesidades, mientras no produzcan dafos
innecesarios a los animales ni al ambiente.

México tiene cientificos que requieren abordar a la ciencia con emo-
cién y con la conciencia de nuestros valores morales, dar certeza, certidum-
bre en el modelo de la ciencia que se aplique en México, ciencia por el cono-
cimiento, por la paz, por el desarrollo, en la sociedad, que busque el benefi-
cio colectivo, dentro de lo previsible, lo necesario y lo posible, que la ciencia
se desarrolle con responsabilidad, es el contenido de esta propuesta.
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4. Aplicaciones de la bioética en otros campos

En México la bioética surgié dentro de la medicina en el sector salud y fi-
losofia (20), pero pronto se disemind a otras disciplinas, educacion, medio
ambiente, odontologia, biomedicina y medicina experimental y medicina
veterinaria y zootecnia (21-23).

En el sector privado, las industrias farmacéutica transnacional y na-
cional han incorporado a la bioética en sendos comités de bioética, in-
fluenciadas por sus corporativos y el entorno que genera la competencia,
en lo referente a los aspectos médicos, de investigacion y otros espacios.

Otro tanto ha ocurrido en las empresas en lo referente a los aspec-
tos administrativos en los que por corrupcién y falta de transparencia
imperantes, se introdujeron temas de bioética con gran aceptacién. Las
bolsas de valores del mundo exigen ahora que las empresas cumplan re-
quisitos de transparencia y controles internos. Los elementos objeto de
estos analisis sobre el comportamiento empresarial incluyen largas lis-
tas, como ejemplos: los fines de las empresas, su responsabilidad social,
organizacion, equilibrio entre sus dimensiones social (seguridad laboral,
salarios, prestaciones, mercadotecnia), econdmica, legal, fiscal, ambiental,
desde los puntos de vista de trabajadores, directivos, accionistas, usuarios
o consumidores, Esta de moda, diria afortunadamente, la certificacion de
las empresas en lo administrativo y aun mas alla, como industrias limpias, o
industrias socialmente responsables.

Otro tanto ha ocurrido con las dependencias de los sectores ptblico,
federal, estatal, municipal y organismos paraestatales. En el gobierno fede-
ral, los cambios recientes en la Secretaria de la Contraloria que fue transfor-
mada a Secretaria de la Funcién Publica, asi como la creacién del Instituto
Federal de Acceso a la Informacién (IFAI) corresponden al cambio adminis-
trativo, estructural y legal que se vive en el mundo y en nuestro pais.

IV. Antecedentes y evolucion de la bio¢tica en
medicina veterinaria
Ademas de las relaciones histéricas en la medicina antigua ya descritas, los

conceptos de una sola salud y una sola medicina (24), obligan a aplicar las
inquietudes surgidas en el medio de la salud humana al campo de la me-
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dicina veterinaria. En efecto, las une de manera clara la salud publica vete-
rinaria con sus estudios comunes de zoonosis, enfermedades transmitidas
por alimentos (ETA), medicina experimental, biomedicina, saneamiento
ambiental, entre otros.

En la medicina experimental, los estudios con animales de laborato-
rio han provocado expresiones de alerta por el respeto que merecen los
seres que han permitido los principales avances médicos.

Las preocupaciones por desarrollar una buena medicina se enrique-
cieron cuando surgieron expresiones de respeto y aprecio a los animales
que en aras de la ciencia frecuentemente eran sometidos a crueldades in-
necesarias. Algunos dichos lo documentan: “La cuestién no es si los ani-
males pueden razonar ni tampoco si pueden hablar, sino ;pueden sufrir?’,
segun Jeremy Bentham, hacia1780. En México destaca: “La proteccién a
los animales forma parte esencial de la moral y de la cultura de los pueblos
civilizados’, expresada por Benito Juarez, en 1849.

Algunos hitos histéricos sobre los esfuerzos por aumentar el respeto
y evitar la crueldad a los animales incluyen:

Qa 1822: Ley del Parlamento britanico prohibiendo el trato cruel a los
animales de tiro.

Q 1876: La ley britanica sobre la crueldad para con los animales regula
la experimentacién animal.

a 1938: Primera normativa elaborada por la agencia Food and Drug
Administration, exigiendo la investigacion, durante un mes, en ratas
de cualquier producto destinado al tratamiento de seres humanos.

a 1951: Christine Stevens funda en Estados Unidos de América el
Animal Welfare Institute.

Qa 1959: William M.S. Russell y Rex L. Burch proponen en The Principles
of Humane Experimental Technique la regla de las “tres R” de la expe-
rimentacién animal: reemplazar los animales por métodos alternati-
vos in vitro, reducir racionalmente el nimero de animales utilizados
en cada experimento y refinar las técnicas para evitarles a éstos, en
lo posible, cualquier sufrimiento.

Q 1966: Se aprueba en los Estados Unidos de América la Animal
Welfare Act.
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1978: Declaraciéon Universal de los Derechos del Animal por la UNESCO.

1979: El H. Consejo Técnico de la FMVZ-UNAM aprueba la Guia para
el buen trato de los animales de experimentacién y ensefanza.

Q 1981: Ley de proteccion a los animales para el Distrito Federal. DOF.
Enero 7 de 1981.

Q 1985. Se publica en el DOF la Ley General de Salud, que establece
comités de ética en investigacion que incluyen el cuidado de los ani-
males de experimentacion.

Q 1993: Se publica en el DOF la Ley Federal de Sanidad Animal que
incluye el capitulo lll. Del trato humanitario, cuidado zoosanitario y
técnicas de sacrificio de animales. Articulo17.

Qa 2006: La OIE edita dentro del Cédigo Zoosanitario Internacional
el Anexo 3.7.1. Introduccion a las directrices para el bienestar de
los animales.

Como se ha sefalado, reglamentos y guias para el buen trato de
animales de experimentacién y ensefianza se han publicado en muchos
paises del mundo (14, 25).

En México, el liderazgo de la primera escuela de medicina veteri-
naria de América desde 1853 se ha hecho evidente por sus iniciativas en
este campo como en otros. En 1978, el H. Consejo Técnico de la FMVZ de
la UNAM aprobé la Guia para el buen trato de los animales de ensefianza
y experimentacion.

Elimpulso de algunos profesores lideres por dar buen trato a los ani-
males ha trascendido el campo profesional tradicional de la medicina ve-
terinaria y zootecnia. Schnaas y Schunemann, en la Academia Nacional de
Medicina, hicieron presentaciones impulsando el rol de nuestra profesion
en la biomedicina y buscado su superacion (26). Otros MVZ, miembros de
dicha Academia, han seguido su ejemplo.

La Academia Veterinaria Mexicana también ha realizado acciones
de impulso a la incorporacién de la bioética al quehacer cientifico y pro-
fesional, entre ellas destaca la reunién interdisciplinaria e institucional
convocada junto con la Academia de la Investigacion Cientifica, por sus
presidentes, Aréchiga y Garza, en 1991, para el buen trato de los animales
de experimentacion.
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Schunemann ha dedicado su vida y obra a causas tan nobles como
la introduccion de métodos apropiados de sacrificio en rastros, que final-
mente se han reflejado en la legislacién y en otros temas no menos impor-
tantes relacionados con nuestra responsabilidad para con los animales.

En este sentido, el papel de las sociedades de proteccién de anima-
les ha sido buscar también el respeto y proteccién de los animales pero de
manera emocional, compasiva, en ocasiones alejada de los fundamentos
cientificos. Han determinado que se debe proteger a todos los animales,
sin separar a aquellos que por ser responsables de la produccién o trans-
mision de enfermedades y no vivir en equilibrio con el resto de los seres
vivos, son nocivos para la salud animal, la salud humana o el equilibrio
ecoldgico. Los ejemplos mas evidentes estan en los animales transmisores
de enfermedades (murciélagos hematdfagos infectados con virus rabico e
insectos como mosquitos), parasitos (cisticercos), reptiles venenosos (27).

La obligacién de respeto a los animales tiene un fundamento cienti-
fico y ha quedado cubierta en el cuerpo legislativo construido en los afios
recientes en leyes, reglamentos y normas, en los ambitos nacional e inter-
nacional (25, 28).

1. Campos de aplicacion de la bioética en medicina
veterinaria y zootecnia

Incluyen, entre otros, bienestar animal, individual, colectivo, biomedicina,
investigacion, ensefanza, producciéon, medio ambiente, fauna, salud pu-
blica veterinaria, economia, administracion, industria, comercio. Si todas
las relaciones entre el hombre con sus semejantes y entre los humanos y
el resto de los seres vivos son objeto de estudio y analisis por la bioética,
se entiende que las actividades profesionales de la medicina veterinaria y
zootecnia estén comprendidas.

El riesgo ambiental de actividades pecuarias merece mencion espe-
cial, basta sefalar que algunos de los impactos ambientales mas graves
ocurren por los residuos en alimentos, la contaminacién que los hace no
inocuos, impactos negativos por inadecuada operacién de granjas, co-
rrales de engorda, rastros, empacadoras, industria peletera, cadaveres de
animales muertos o sacrificados en epidemias, desechos de la industria
farmacéutica cuando no son sometidos a los tratamientos y manejo sefia-
lados en las leyes, reglamentos y normas. La mayoria de las enfermedades
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emergentes que aquejan a las regiones del mundo y amenazan en con-
vertirse en pandemias son zoonosis. Algo similar ocurre con los agentes
infecciosos que pueden utilizarse en bioterrorismo. Su aparicion se explica
por alguna de las siguientes causas o sus combinaciones: calentamiento
global, invasion por humanos o animales productivos de territorios de re-
serva de la biodiversidad, caza de fauna silvestre, globalizacién, migracién
y viajes de personas, animales y mercancias pecuarias, hacinamiento de
personas y de personas con animales de distintas especies juntas, merca-
dos de animales vivos, carencia de saneamiento basico y de bioseguridad,
entre otros aspectos.

La preocupacion de los lideres profesionales por impulsar un ejerci-
cio profesional ejemplar les ha motivado a organizarse en diferentes for-
mas. Una de ellas es a través de un Comité de Honor y Justicia, otra mo-
dalidad ha sido preparar y publicar cédigos. Destacan el Cédigo de ética
profesional del MVZ en México, de 1999, y el Cédigo de ética y bioética del
MVZ de la Federacién de Colegios y Asociaciones de Médicos Veterinarios
Zootecnistas de México.

Especial mencion puede hacerse a la aplicacion de la bioética a la
solucién de dilemas en los zooldgicos de la ciudad de México. Ante el es-
tado lamentable en que se encontraba la coleccidn por descuidos inacep-
tables y falta de decisiones cientificamente sustentadas (29), se cred una
Comision de Bioética para asesorar a la Direccion General de Zoolégicos
del Gobierno del Distrito Federal, de reciente conformacion, en la toma de
decisiones sobre los animales que debian conservarse, desecharse e im-
pulsar su reproduccion. La Comision fue integrada con representantes de
diversas instituciones académicas, normativas, expertos, y sus resultados
fueron tan favorables que en la reorganizacién de 2001 se incluyé en la es-
tructura una Direccidn de Area de Bioética. Las funciones y recomendacio-
nes de dicha Comision se orientan a asegurar que estos museos vivos, que
son de los mas visitados del mundo, cumplan en equilibrio las funciones
basicas: educacidn, investigacion, conservacién y recreacion.

Otras profesiones también tienen sus propios cédigos que regulan
el ejercicio profesional tendiendo un puente entre los aspectos legislativos
y los compromisos de los profesionales con la sociedad. Practicamente to-
das las profesiones de la salud tienen sus c6digos vigentes, ya que en este
campo las exigencias sociales son vastas.
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En la profesion médico veterinaria hay especial interés por impulsar
estos temas. En recientes congresos y reuniones de la Academia Veterinaria
Mexicana, de la Fed.MVZ, del Consejo Técnico Consultivo Nacional de Salud
Animal (Conasa), de la AMEFMVZ, AMMVEB y otras destacados organismos
se han incluido presentaciones sobre temas de bioética.

V. Educacion de la bioética

La educacién, seguida por el ejemplo, es el principal elemento contra la
corrupcién y simulacién que aquejan a la sociedad.

Impulsar la ensefianza de la bioética en las distintas carreras del area
de la salud, fue una tarea fundamental de la CNB en sus primeras etapas.
Se impulsé una Liga Estudiantil de Bioética, que en muchas universidades
estimuld a los propios académicos a atender esta disciplina. El resultado
es que en muchas carreras la bioética se ha integrado formalmente en los
planes de estudios como asignatura y como contenidos de bioética inte-
grados a las asignaturas del plan de estudios, en otros casos, como asigna-
tura extracurricular o como seminarios de integracion.

La ensefanza de la bioética permitira estandarizar perfiles profesio-
nales y planes de estudio por carrera en el pais, lo que serd un maximo
ético dentro del ideal de la educacidn profesional.

Para que la ensefanza de la bioética sea util y aprehendida realmen-
te por los estudiantes, es necesario que los conocimientos y habilidades
éticos se ensefien en sincronia y se integren a los conocimientos, habili-
dades, actitudes y competencias profesionales; ademas, las instituciones
académicas deben ser congruentes con sus planteamientos.

Las evaluaciones de la ensefanza de los temas de la bioética se to-
man en cuenta en los procesos de acreditacion y certificacion en varias
carreras de la salud, entre ellas medicina, odontologia, enfermeria y aho-
ra también en medicina veterinaria y zootecnia; el Consejo Nacional de la
Educacion de la Medicina Veterinaria y Zootecnia (Conevet) ya recomienda
la inclusién de la asignatura de bioética en el primer semestre en todas las
facultades y escuelas de MVZ de México (30).

Atendiendo a la importancia creciente de la bioética en diversos
ambitos del mundo contemporaneo, como son la atencién médica y
hospitalaria, la investigacién genética y biomédica, los avances de la
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tecnologia en general y de la biotecnologia, en particular, el Programa
de Posgrado en Ciencias Médicas, Odontoldgicas y de la Salud, ofre-
ce en la UNAM, desde 1999, los estudios de maestria y doctorado en
ciencias con campo de estudio principal en bioética. Este posgrado
tiene como entidades participantes a las facultades de Medicina, de
Filosofia y Letras y de Psicologia. El titulo otorgado es maestria o docto-
rado en ciencias. Todos los postulantes necesitan cursar un propedéu-
tico. También participan en él tutores del Instituto de Investigaciones
Filoséficas, del Instituto de Investigaciones Juridicas, de la Facultad de
Psicologia y de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, todas
de la UNAM.

VL. Evolucion de la enseiianza de la medicina
veterinaria en México

En el periodo 1853-1929, la ensefanza de la veterinaria en México se
hizo primero en la misma institucién académica, en conjunto con la de
agricultura y a partir de 1916 se independizé como Escuela Nacional de
Veterinaria, y en 1918 como Escuela Nacional de Medicina Veterinaria,
cambio de denominacion de gran trascendencia, al hacer explicitos dentro
de la profesion los aspectos médicos y de salud publica, pero ain dentro
del Ministerio de Agricultura y Fomento.

Alincorporarse a la Universidad Nacional Auténoma de México en
1929, lariqueza de la interdisciplina, el didlogo con los temas cientificos
y humanistas, enriquecieron el compromiso social de la institucién y sus
egresados. Como institucién y profesidn universitarias, los estudiantes
se formaron con juicio orientado a satisfacer las necesidades de la so-
ciedad ademas de impulsar los aspectos productivos, médicos y de la
higiene y salud publica. Al celebrarse los 25 aflos como institucién inde-
pendiente, Sarvide, en 1941, narré la busqueda del beneficio colectivo,
la utilidad social de la profesién, la capacitacion para actuar juiciosa-
mente en la resolucién de los problemas. Todos estos propdsitos forman
parte de la bioética actual, pero no estaban explicitamente reflejados
en los nombres de las asignaturas, sino distribuidos en los diferentes
contenidos programaticos.
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En 1969 se incorporaron en el plan de estudios de la carrera las asig-
naturas de Filosofia de la medicina veterionaria y zootecnia, Historia de la
medicina veterinaria y zootecnia, Teoria de la dialéctica y la retdrica con
contenidos claramente orientados a imbuir el humanismo en los estudian-
tes. En 1979 se inici6 la ensefianza para preparar a los futuros egresados a
contender con los graves rezagos tecnoldgicos y sociales en el medio rural
con la asignatura de Extensionismo.

En el plan de estudios de 1993 esas asignaturas desaparecieron y sus
contenidos se concentraron en la materia de Introduccién a la medicina
veterinaria y zootecnia para dar a los alumnos desde el primer semestre
una panoramica de lo que representa el campo de trabajo y las responsa-
bilidades de los egresados de la carrera. Los temas de corte humanistico
estaban incluidos en dicha asignatura.

En el plan de estudios aprobado por el Consejo Académico del area
de la Ciencias biolégicas y de la salud, de la UNAM en 2005, se ha incluido
como asignatura independiente Seminario de bioética.

El origen de la incorporacién de esa asignatura como materia inde-
pendiente se sustenta en el trabajo creciente institucional sobre los temas
de esta disciplina y el caracter excepcional, pionero de profesores com-
prometidos, como Aline Schunemann y Aurora Veldzquez, ambas profe-
soras eméritas de la UNAM. Ademas, el H. Consejo Técnico de la Facultad
comisiond al autor de este escrito a la Comision Nacional de Bioética (CNB)
en 2002 y desde ahi, después de dirigir un seminario de bioética, salud y
desarrollo sustentable, y como encargado de la Secretaria Ejecutiva de la
propia CNB de la SSA, propuso al Dr. Luis Zarco, presidente del H. Consejo
Técnico de la Facultad, en enero 21 de 2004, la incorporacién de manera
explicita en el plan de estudios de una asignatura de bioética.

Desde hace mas de 15 aios se puso a discusion si la bioética debe-
ria ser una materia independiente en los planes de estudio universitarios.
En algunas carreras como la de medicina, la solucion ha sido incorporar
los temas de bioética dentro del curso de Historia de la medicina. En otras
carreras como medicina veterinaria y zootecnia, la solucién ha sido tener
una asignatura como seminario de bioética. La discusion estriba en que
en una sociedad tan tecnificada como la actual, los temas filoséficos pu-
dieran resultar aridos y, por tanto, susceptibles de rechazo por la comuni-
dad estudiantil.
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Cuando se hizo la consulta a la comunidad de la FMVZ para la modi-
ficacion del plan de estudios, se ratificé la propuesta en junio 14 de 2004,
con una guia tematica de tipo tedrico-practico para que los alumnos re-
cibieran los fundamentos de la bioética como puente del saber entre las
ciencias y las humanidades y aprendieran a analizar los dilemas éticos que
se presentan en los diferentes campos del ejercicio profesional. De acuer-
do con la legislacién universitaria, los profesores de la nueva asignatura
deben ser inicialmente los de la asignatura equivalente en el anterior Plan
de estudios.

El enfoque consiste en preparar a los futuros MVZ como actores so-
ciales para que puedan debatir de manera ordenada los dilemas relevan-
tes para lograr su esclarecimiento, de manera que identifiquen los diferen-
tes enfoques, sefialando las vias para alcanzar consensos o acercamientos.
Como sefala Soberdn: “Se trata de encontrar puentes de entendimiento,
férmulas aceptables para una convivencia tolerante, respetuosa de las di-
vergencias, en beneficio de la sociedad”. Se pretende desarrollar una acti-
tud de reflexion, deliberacion y discusiéon multicultural, multidisciplinaria
e intersectorial de temas relevantes inherentes a la vida humana, animal
y a la biosfera, en un clima de pluralidad, tolerancia y respeto. La bioética
en medicina veterinaria y zootecnia procura impulsar la vocaciéon social
que atienda los dilemas que se generan a partir de la polarizaciéon econé-
mico-cultural de nuestra sociedad y del enorme impacto que tienen los
altos indices de pobreza de un porcentaje inadmisible de mexicanos y dar
prioridad a la atencion de los grupos que se encuentran en desventaja,
que son vulnerables.

La descripcién de la asignatura de Seminario de bioética puede con-
sultarse en:

http.//www.fmvz.unam.mx/fmvz/p_estudios/Asignaturas/Obligatorias/
20%20semestre/SEMINARIO%20DE%20BIOETICA.doc

Los temas que sefala el temario que actualmente sirve de guia di-
dactica en forma resumida incluyen:

1. PROGRAMA DE LA ASIGNATURA: Seminario de Bioética.
2. SEMESTRE: Segundo.
3. CICLO: Basico.

31



BioETica EN LA EDUCACION VETERINARIA

4.  AREA:Medicinay salud animal, produccién y economia pecuaria, sa-
lud publica, proteccién del ambiente y cuidado de los ecosistemas.

5. AREA: CARACTER: Obligatorio.
6. CLAVE: 1214
7. HORAS/SEMANA/SEMESTRE:

Tedricas: 1  Practicas: 1
7.1 CREDITOS: 3

8. MODALIDAD: Seminario.
8.1 TIPO DE ASIGNATURA: Teérico-practico.

9. ASIGNATURAS CON LAS QUE HAY SERIACION:
Antecedentes:
Manejo y Aprovechamiento de los Recursos Naturales;
Comportamiento, Manejo y Bienestar Animal.
Subsecuentes:
Nutricion Animal; Marco Legal de la Medicina Veterinaria 'y

Zootecnia.

10. OBJETIVOS GENERALES:
Q Fomentar el desarrollo del espiritu humanista en la profesion
veterinaria.

Q Al finalizar el curso el alumno adquirira una conciencia de res-
peto hacia todas las formas de vida, desarrollara habilidades
para analizar y resolver los problemas éticos que se presentan
en la practica profesional, y estara mejor capacitado para tomar
decisiones responsables, que beneficien tanto al ser humano
como a los animales.

Bibliografia
Metodologias de la ensefianza y de aprendizaje:

a Se permite la invitacion a expositores con amplio conocimiento
del tema.

Q Exposicion del profesor (oral, con imagenes y videos)
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Qa Lecturas comentadas y noticias periodisticas relacionadas con

los temas.

Qa Revision y estudio de casos.

a Discusién guiada en grupos.

Q Solucién de problemas teéricos y practicos.
Analogias.

Practicas

Consistiran en lecturas y planteamientos de casos en los que el alumno se
enfrentara a dilemas éticos que se presentan en el ejercicio cotidiano de la
medicina veterinaria y zootecnia.

Dichos casos se analizaran y discutirdn en equipos, posteriormente
se expondran ante el resto del grupo junto con propuestas bien funda-
mentadas de las soluciones que sean éticamente adecuadas.

La imparticion del seminario debe evitar un desarrollo disparejo en
virtud de que algunos docentes estdn motivados para hacer un énfasis m
uy elevado en la aplicacion de la bioética orientada al buen trato y bien-
estar de los animales. Esto ultimo es correcto, pero las aplicaciones de la
bioética son mucho mayores a ese importante campo, por lo que los pro-
fesores deben abordar otros temas relevantes que requieren un anlisis
bioético, como inocuidad de alimentos, aplicaciéon de farmacos, vacunas,
antiparasitarios, mercadotecnia, atencion a clientes, grupos vulnerables,
pobreza, salud publica veterinaria. La decision del H. Consejo Técnico de
la FMVZ-UNAM, en 1993, para que quienes impartieran Introduccién a la
medicina veterinaria y zootecnia fueran personas con experiencia, dentro
y fuera de la UNAM, con visién amplia de la problematica y campo de ac-
cién del gremio (varios exdirectores y funcionarios universitarios, guber-
namentales y del sector privado) es, por supuesto, igualmente vélida para
la imparticion del Seminario de bioética.

Desde el punto de vista didactico, los grupos deben ser reducidos,
ya que se trata de un seminario en el que los alumnos juegan un papel
primordial y se requiere estimularles para que participen activamente en
el desarrollo de la clase.

Las leyes, normas, codigos, ensefanza, reglamentos de la FMVZ,
otras entidades académicas de la UNAM como el [IBM (31), conforman un
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cuerpo doctrinario y legal que sirve de base para enfrentar algunos retos
aun pendientes.

La formacion en bioética no termina con la imparticion del semina-
rio de bioética en el segundo semestre. En las materias aplicadas desde
la propuesta original de enero de 2004 se establecié que “en las asigna-
turas aplicadas de los campos clinico, de produccién animal, de ecologia,
de economia y administracion y de salud publica se incluyan estudios de
casos que permitan a los alumnos realizar andlisis ordenados para la solu-
cién practica de dilemas que habran de resolver una vez que ejerzan como
MVZ'". Reuniones periddicas del personal académico responsable de la en-
sefianza de la bioética y de las aplicaciones de la bioética, armonizan la
imparticion de los temas tanto en el seminario de bioética como su aplica-
cion en el resto de las disciplinas mediante estudios de casos.

Para el caso de la FMVZ-UNAM, la aprobacién de la bioética con la
modalidad de seminario permite alos alumnos aprender el abordaje de mé-
todo de estudio de casos en forma practica, que puede ser sobre dilemas
sencillos simulados o participando en el analisis de situaciones reales bajo
una guia que permita alcanzar las mejores recomendaciones de acuerdo
con las circunstancias para cada uno de los casos analizados; por ejemplo,
sobre el perfil de las condiciones sanitarias de alimentos expendidos en la
zona metropolitana de la ciudad de México.

El estudio de caso implica una metodologia que facilita la solucion
de problemas aparentemente complejos, que pueden ser analizados de
manera secuiencial, de preferencia por un equipo de trabajo que puede
constituir un comité permanente o temporal, segun corresponda, para
analizar un caso o diversos dilemas que se presenten en una institucion
o comunidad. Rollin (32) incluyd en su libro sobre ética médico-veterina-
ria un importante numero de casos que requieren adaptarse y enrique-
cerse con las condiciones que ocurren en Latinoamérica y otros paises en
desarrollo. Las estrategias didacticas de la técnica de estudio de casos se
pueden consultar en varias publicaciones (33, 34) y en la aplicacién a la
ensefianza de las ciencias en la Universidad de Buffalo en:

http://ublib.buffalo.edu/libraries/projects/cases/case.html

La estructura académica para la ensefianza de la bioética estd aun
en desarrollo, como ejemplo se muestra en la figura el modelo desarrolla-
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do en Dinamarca, que estd siendo adoptado y adaptado en otros paises de
la Unidén Europea (35).

Estructura del Curso

Semana 1h/sem 1 h/sem

Teoria

coONOULLh WN =

el

10
11
12
13

En la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM se
ha establecido la sana tradiciéon de que los futuros egresados al concluir
los trdmites para su titulacion lean el juramento profesional y se compro-
metan a cumplirlo permanentemente. Este documento ha evolucionado
de acuerdo con los cambios en la visidon y mision de la profesion médico
veterinario zootecnista. La version actual es la siguiente:

Consciente de la obligacién que acepto

como profesional, en este momento solemne,
juro que emplearé mis conocimientos

y habilidades en beneficio de la sociedad,

a través de la proteccion y cuidado de la salud

de los animales, procurando siempre su bienestar
y salvaguardando la salud publica y la seguridad
e inocuidad alimentarias.

Me esforzaré en incrementar, dentro de

lo posible, la produccién animal y en conservar
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los recursos naturales, evitando el deterioro ecolégico.
Cumpliré con la legislacion, los reglamentos

y las normas que nos rigen.

Transmitiré con generosidad mis experiencias 'y
conocimientos a los miembros de esta profesiéon y
a sus aspirantes. Acepto la obligaciéon de mejorar
continuamente mis conocimientos y competencias
profesionales. Guardaré gratitud a mi Facultad

y a mi Universidad.

Me conduciré con honradez, dignidad y prudencia,
observando siempre los principios éticos, a fin

de llevar con honor el titulo de Médico Veterinario
Zootecnista que ahora recibo de la Universidad
Nacional Auténoma de México.

Propuesto por la Comisién de exdirectores y profesores eméritos y aprobado por
el H. Consejo Técnico de la FMVZ-UNAM en diciembre de 2005.

Otros espacios de la bioética

La Academia Nacional de Medicina, la Academia Veterinaria Mexicana, la
Academia Nacional Mexicana de Bioética, el Colegio de Bioética, A.C., son
algunas de las organizaciones no gubernamentales que se han constitui-
do especificamente o tienen grupos organizados para el estudio y la pro-
mocion de la bioética en México. En todas ellas han destacado egresados
de la medicina veterinaria y zootecnia.

a) Bioética y legislacion

La bioética propone decisiones, recomendaciones, soluciones prudentes,
no sanciona, su actuar no es deontolégico. Sin embargo, se complementa
con la legislacion, que establece compromisos y determina cudles son de
caracter obligatorio; ambas deben sumarse. En este contexto, ciertos sec-
tores de la sociedad, en particular algunas empresas y ciertos profesiona-
les, no cumplen con las disposiciones y lamentablemente las posibilidades
de la autoridad para hacer cumplir las disposiciones no se ejercen por un
sinnumero de motivos. Ahi surge una oportunidad para la bioética, para
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que mas allad de lo que establecen las leyes, de hacer las cosas bien, co-
rrectas por obligacién, surge una necesidad intrinseca del ser humano por
hacer lo correcto, lo bueno, no necesariamente lo conveniente para uno
mismo o los intereses que representa, sino para el bien comun; ahi entra
la aplicacién de la bioética por conviccion. Todos tenemos en nuestro ser
un contrapeso y una guia para hacer el bien, para aplicar genuinamente a
la bioética; se trata de la conciencia. Sin embargo, quienes estan prepara-
dos profesional y académicamente tienen las metodologias, capacidades
y sensibilidad para hacerlo de manera apropiada.

VII. Propuestas y retos

Se propone a los profesionales de la medicina veterinaria y zootecnia e
instituciones relacionadas con esta disciplina, que faciliten y se integren
redes del capital social, hoy desarticulado, que se incluya en su forma de
trabajo siempre la atencion a los principios de la bioética, que se formen'y
trabajen los comités o grupos de trabajo como verdaderos contrapesos de
los sectores poderosos, de los intereses creados, los que procuran influir
en su beneficio propio.
En particular, la aplicacion de la bioética permite:

Qa Atraer a los diversos actores e instituciones publicas y privadas para
que se sumen al didlogo, la discusion, la deliberaciéon, y tomen sus
decisiones con fundamento bioético.

Q Sugerir que grupos de trabajo, como el Comité institucional, para el
cuidado y uso de los animales de experimentacién (CICUAE) de la
FMVZ-UNAM evolucione a un comité de bioética formal, y que direc-
tamente o mediante un subcomité ad hoc atienda las necesidades
de los aspectos de ensefianza y no sélo los de investigacion.

Q Consolidar la institucionalizacién de la bioética, formando comités
de bioética, iniciando en facultades y escuelas de medicina veteri-
naria y zootecnia, instituciones académicas, de investigacion, orga-
nizaciones gremiales, formando una red de bioética en medicina
veterinaria y zootecnia.
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Qa Promover la divulgacion de guias informativas, esquemas de orga-
nizacion de los comités de bioética, disefiar una metodologia de
ponderacién de elementos éticos para la toma de decisiones, orien-
taciones metodoldgicas para integrar expedientes y desarrollar los
casos de estudio.

Q Impulsar que las politicas publicas en el campo de la medicina vete-
rinaria y zootecnia y afines, se definan de acuerdo con los principios
de la bioética, buscando equidad social.

Q Lograr que la bioética se incorpore a los esfuerzos del quehacer
cotidiano para la toma de decisiones a nivel institucional, empre-
sarial, gremial, individual y que las politicas publicas evolucionen
a politicas de Estado; es decir, que sean adoptadas y seguidas por
toda la sociedad.

Los valores humanos y la ética deben convertirse en una fuente de
movilizacion politica y contribuir al cambio social. Kliksberg(36) ha publi-
cado la agenda ética pendiente en América Latina.

El mayor reto es lograr en el mediano plazo que la Bioética llegue a
ser ademas de un objeto de estudio, una herramienta para la mejor toma
de decisionesy a través del conocimiento colectivo trascienda en todos los
servidores de la salud y campos relacionados, por los académicos investi-
gadores y educadores y por los usuarios de los servicios y se aplique en
las decisiones ante los dilemas cotidianos. Se buscan cambios de actitud
que se reflejen mas alld del conocimiento y rompan la brecha entre ideas
y acciones.

Sélo una llamada de alerta, de precaucion, no se trata de hacer las
cosas diferentes sino mejor. No todo cambio es crecimiento, no todo movi-
miento es un avance, procurando lo mejor a menudo estropeamos lo que
estd bien. Se trata de pasar de las propuestas a las soluciones. Sabiduria es
conocer lo que se debe hacer pero virtud es hacerlo, la accion es mas sig-
nificativa que las palabras. La propuesta busca transformar positivamente
el rumbo mas alla de laingenua idea de administrar las inercias o de cons-
truir a base de discursos un futuro imaginado, una realidad virtual.

Recordando con orgullo a nuestros antepasados, esta frase de sor
Juana Inés de la Cruz, nos indica el rumbo:“No es saber, saber hacer discur-
sos sutiles, vanos, que el saber consiste sélo en elegir lo mas sano”.
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BIOSEGURIDAD EN LAS GRANJAS PORCIINAS

l. Introduccion

La bioseguridad se define como el conjunto de acciones que se ins-
trumentan en una explotacion, para que los cerdos estén menos ex-
puestos a los agentes de enfermedades, ademds de que sus productos y
subproductos sean inocuos para los humanos y otros animales, y que no
afecte la ecologia de la regién ni alos humanos que la habitan. En las déca-
das de 1960y 1970 la bioseguridad se limitaba a tener la granja cerrada, y
el personal o visitantes cambiarse el overol y las botas para entrar, aunque
los vehiculos entraban a las instalaciones, y en un mismo dia el veterina-
rio visitaba varias granjas (1). El incremento del tamafo de las granjas y la
necesidad de que los productos y subproductos de los animales sean ino-
cuos y que la explotacion no afecte el entorno, han hecho que se adopten
otras medidas de bioseguridad.

Hay varios manuales que ayudan a impulsar la bioseguridad en las
granjas porcicolas, que se basan en la experiencia y opinién de los pro-
ductores y veterinarios (2-4). Debido a que hoy los protocolos se han em-
pezado a revisar y evaluar cientificamente (5), el objetivo de este trabajo
consiste en presentar algunas de las metodologias y los resultados que se
han obtenido. La informacién sera de utilidad para que los técnicos mejo-
ren sus programas de bioseguridad.

Il . Evaluacion e intrumentacion de la biosequridad
1. Derechos de los animales

La manera como se reconoce que los animales de una explotacién se en-
cuentran en buenas condiciones es cuando se observa que estan sanos
y ganan peso. Asi, cuando se aplica un programa de bioseguridad deben
cuidarse los derechos de los animales (6, 7):

Acceso al agua y buena alimentacion.

Q Lugar donde puedan descansar y protegerse del medio ambiente.
Q  Mantenerlos sanos y atender cualquier enfermedad inmediatamente.
Q  Suficiente espacio para que expresen su comportamiento normal y

compafnia de animales de la misma especie.

Q  Mantenerlos libres de estrés y miedo.
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2. Analisis de peligros y puntos criticos de control

El método mds recomendable para impulsar la bioseguridad en la gran-
ja es el analisis de peligros y puntos criticos de control (APPCC)-(HACCP,
Hazard Analysis and Critical Control Points). Esta disefado para prevenir la
incidencia de problemas, pues establece controles en las diferentes etapas

del sistema de produccién donde pudieran surgir situaciones riesgosas o
criticas y no sélo al final del proceso. El método se puede instrumentar en
una granja de cualquier tamafo, se recomienda:

a

Tener un responsable encargado de la bioseguridad, de preferencia
médico veterinario, entrenado en bioseguridad, y que soélo realice
esa funcion.

Involucrar al duefio y a todo el personal.
Describir el proceso de bioseguridad.

En un diagrama de flujo, anotar cada proceso para que se cumpla
con los objetivos o productos de la empresa. Estos pueden ser criar
animales sanos, que la granja no contamine y cumplir con la politica
de buen vecino.

Describir qué es un punto critico de control (PC) como el momento
durante el proceso en que existe un riesgo, e involucrar al personal
para que sefale como se controla.

Para cada punto de control se debe instrumentar:

1. Andlisis de riesgos. Se define como riesgo la probabilidad de
que ocurra un peligro microbioldgico, quimico o fisico para la
salud de los humanos y animales, los consumidores, los opera-
rios, el equipamiento de la granja y el medio ambiente.

2. ldentificar los puntos criticos de control que puedan controlar-
se para eliminar el riesgo o reducirlo a un nivel aceptable para
garantizar los objetivos del proceso.

3. Establecer los limites criticos que separan lo que es aceptable
y seguro, de lo que no lo es. Se definen como los valores maxi-
mo o minimo hasta donde un riesgo fisico, quimico o bioldgico
deba ser controlado en un PC para prevenir, eliminar, o reducir
a un nivel aceptable un posible riesgo que afecte el proceso.
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Deben ser facilmente detectables y medibles, pues constituyen
el sistema de alarma para actuar rapidamente.

Vigilancia. En cada PC se debe aplicar la forma de darle seguimiento.

Medidas de control. Son acciones correctivas que se efectian
cuando se ha detectado que un PC no cumple con los crite-
rios establecidos.

Sistemas de registro y archivo. Todos los eventos y procedi-
mientos que se realicen se deben registrar en hojas apropiadas
y archivarlas. Para el caso de que aparezca un problema, serd
mas facil determinar su posible causa y controlarlo.

Auditoria o verificacion. Consiste en la certificacion de que los
procedimientos establecidos en los PC en la explotacién estan
instrumentados y funcionando. Para que la bioseguridad sea
efectiva, es recomendable que sea impulsada y evaluada por
personal especializado de la granja o personas externas a ésta.

3. Evaluacion de la bioseguridad en granjas porcinas de México

Existe la norma 20:80 que indica que si se controla 20% de los PC mas im-
portantes, se controla el 80% restante o la mayoria (8). En los Cuadros 1
A, B, Cy D, se anotaron los PC mds importantes y se hizo una encuesta
para cuantificar la frecuencia con que estaban aplicados en 120 granjas
de nuestro pais. Se anotd que estaba impulsado el PC cuando se efectua-
ba; por ejemplo, en ocasiones estaban construidos los pediluvios, pero no
contenian agua ni desinfectante, entonces se anotaba que no habia.

Cuapbro 1. A

Frecuencia con que estaban aplicados los puntos criticos de control
mas importantes para evitar la entrada de gérmenes a la piara, en 120

granjas de mas de mil hembras

Puntos criticos de control Granjas %

Se da entrenamiento sanitario al duefo y al personal 5 4.2

La explotacion se localiza a mas de 3 km de otras piaras 8 6.7

Existe una barda perimetral externa a mas de 20 mde la barda 25
que rodea la granja. '

La densidad de poblacién porcina en el municipio donde se ) 17

encuentra la granja es menor a 10 cerdos/km?
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Puntos criticos de control Granjas %
La piara de origen de los reemplazos y semen tiene certificado
. . 87 725
libre de Aujeszky
Se ponen en cuarentena a los animales de reemplazo, antes de 7 60
ser introducidos a la granja.
Se efectuia la serologia al inicio, cada mes y al final de la 34 283
cuarentena.
El centro de inseminacion se localiza a mas de 3 km de la granja. 6 5
Cada seis meses se analiza que los machos del centro de
. S o . . 8 6.7
inseminacion estén libres de PRRS, Aujeszky y Ojo Azul.
La zona de lavado y desinfeccion de vehiculos se localiza a mas 5 17
de 1 km de la granja. '
Se lava con agua a presion la carroceria, llantas y parte inferior 17
del vehiculo '
Al chofer del vehiculo se le proporcionan botas o cubrebotas 0 0
y overol.
La zona de carga y descarga de la granja se localiza en el 27 295
perimetro externo de la cerca.
La zona de carga y descarga de la granja se lava y desinfecta % 80

cada vez que se utiliza.

Los empleados utilizan vestimentas y botas de la granja. 92 76.7

Hay comedor en la granja y se verifica que los empleados no
introduzcan comida a las instalaciones.

Los visitantes a la granja utilizan vestimentas y botas de la granja. 98 81.7

(Carvajal y Morilla, datos no publicados)

Cuabro 1.B

Frecuencia con que estaban instrumentados los puntos criticos de
control mas importantes para reducir la contaminacion de la piara, en
120 granjas de mas de mil hembras

Puntos criticos de control Granjas %
Cada caseta tiene sus propias palas, escobas y carretillas 16 133
A la entrada de cada caseta hay un lavador de botas y un 6 5
pediluvio con desinfectante
El personal de maternidades se lava las manos o cambia los 0 0
guantes, entre cada parto
Los animales se manejan en grupos con el sistema todo 7 58

dentro/todo fuera.

Los cadaveres se eliminan inmediatamente. 28 233

47



48 BIOSEGURIDAD EN LAS GRANJAS PORCIINAS

Puntos criticos de control Granjas %
Los cerdos enfermos se sacrifican. 15 12.5
Se utiliza una aguja por cada animal para las inyecciones 0 0
No se utilizan tejidos para inmunizar a las hembras 27 225
La temperatura del refrigerador nunca pasa de 10°C 3 2.5
No hay perros ni gatos en las instalaciones 34 283
Se controlan los roedores con cebos 120 100
Las ventanas de las casetas y bodegas tienen malla pajarera 14 11.7
Se efectuia control de moscas dos veces a la semana 0 0
Se analiza el alimento que esté libre de micotoxinas 88 733
Se clorina el agua. 92 76.7

Se efectta y analiza un seroperfil completo de las

. - 8 6.7
enfermedades de la piara una vez al afio.

(Carvajal y Morilla, datos no publicados)

Cuapro 1.C

Frecuencia con que estaban impulsados los puntos criticos de control
mas importantes para evitar la contaminacion de la carne, en 120
granjas de mas de mil hembras

Puntos criticos de control Granjas %

El alimento no contiene productos de origen animal 4 33

No se alimentan a los cerdos con desperdicios de comida 120 100
Se prohibe el uso de antibidticos un mes antes del sacrificio. 0 0
Se evalUa que no haya personal con teniasis. 0 0

(Carvajal y Morilla, datos no publicados)

Cuapro 1.D

Frecuencia con que estaban implementados los puntos criticos de control
mas importantes para que la piara no contamine el medio ambiente, en
120 granjas de mas de 1000 hembras

Puntos criticos de control Granjas %
Existe una caja aislada de la granja para colocar los despojos 0 0
de los animales.
Los despojos de animales se entierran, incineran o transforman 105 87.5
en composta.
Las excretas van a una laguna de oxidacion o se hace composta. 116 96.7

(Carvajal y Morilla, datos no publicados)
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Los resultados de la encuesta concordaron con otras llevadas a cabo
en México y que también demuestran que el nivel de bioseguridad en las
granjas porcinas es muy bajo. Por ejemplo, Estrada et al. (9) informaron que
en 43 granjas porcinas del altiplano, de una escala de 1 (mala) a 5 (excelen-
te), las granjas de pie de cria tuvieron un nivel de bioseguridad de 3.4y las
comerciales de 2.5. Mdjica (10) informd que la bioseguridad en 24 granjas
en Morelos, México, en tres (12.5%) era elevada, en 16 (67%) era media y
en cinco (21%) era baja; asimismo, Zamora et al. (11) notificaron que en 18
granjas de Hidalgo, México, en tres (17%) tuvieron un nivel elevado, en 12
(67%) medio y en tres (17%) bajo. En Chile, Espafia y Bélgica también se
ha informado que el nivel de bioseguridad en las granjas era deficiente y
existia el peligro de que se difundiera alguna enfermedad exdtica en caso
que entrara al pais (12-15).

4. Densidad porcina

Es comun que una piara se contamine con los gérmenes que hay a su al-
rededor confirmando el dicho de que “en la piara existen las enfermeda-
des que tiene el vecino” Esto implica que las enfermedades infecciosas se
difunden en una regién alcanzando en ocasiones todo el pais. Entre los
ejemplos se encuentra el de PRRS en México, el brote de FPC en Holanda,
en 1997/1998. En Taiwan, en 2000, cuando aparecio el virus de la fiebre
aftosa se tenian registradas 26000 granjas porcinas y la velocidad con que
se difundio el virus se calculé en 260 granjas cada dia (16). De manera se-
mejante, Lozada et al. (17) evaluaron la difusion del virus de FPC en una
zona porcicola de México localizada en el altiplano, donde en cuatro me-
ses alcanzé la mayoria de las granjas.

Es recomendable que la explotacién se localice en una regiéon donde
la densidad de poblacién no sea mayor de 10 cerdos/km?y esté a por lo
menos 3 km de distancia de otras granjas o fuentes de contaminacion.

Algunos métodos para evaluar la densidad porcina de la regién y la
localizacién de la granja son:

1. La densidad de la poblacién porcina en el municipio donde se halla
la granja se obtiene dividiendo el nimero de cerdos en el munici-
pio entre los kilbmetros cuadrados del municipio. La SAGARPA en
1988 considerd que el promedio nacional era de siete cerdos/km?,
en Veracruz en 2002 se encontrd una concentracién promedio de
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22 cerdos/km?. Goémez et al. (18) informaron que en varias zonas de
Jalisco, Guanajuato y Michoacan la concentracién variaba de 194 a
334 cerdos /km?. Lozada et al. (17) en una encuesta hecha en 2001 en
una zona de Guanajuato, cuantificaron alrededor de cinco mil cerdos/
km?. En el ambito internacional, en Taiwdan habia 1 922 cerdos/km? an-
tes del brote de fiebre aftosa.

Se puede tener una perspectiva desde las posibles fuentes de conta-
minacién para la piara mediante: http.//www.google.com/downloads/.
Se puede hacer un mapa de riesgos en donde se localiza la explota-
ciény se calcula la distancia a otras granjas, poblaciones, rastros, basu-
reros, ciudades, carreteras de elevado transito, entre otros (19).

Efectuar visitas periodicas en los alrededores de la granja para bus-
car explotaciones de cerdos, rastros, basureros, poblaciones, etc. De
manera practica, existe peligro de contaminacién si desde la explo-
tacion se pueden ver otras explotaciones de cerdos, incluyendo las
de traspatio.

5. Animales de reemplazo y semen

La introduccion de cerdos de reemplazo y el semen a una piara es la forma
mas comun de introducir gérmenes patdgenos, por lo que deben seguirse
los siguientes pasos:

1.

Solicitar certificado oficial de libre de enfermedad de Aujeszky en la
piara de origen, asi como los resultados de la serologia para conocer
si la piara esta infectada con Ojo Azul, FPC, GTC-CRP y PRRS, entre
otras enfermedades. Para el caso de semen se deben solicitar los re-
sultados de cada lote con RT-PCR para detectar virus de PRRS.

Poner en cuarentena los reemplazos en instalaciones fuera de la
granjay efectuar serologia. Con la aparicién del virus de PRRS la cua-
rentena debe de ser por lo menos de tres meses, pues aunque los
animales se compren seronegativos, durante la cuarentena pueden
desarrollar anticuerpos y nuevamente tornarse seronegativos. En el
Cuadro 3, donde se presentan los resultados de la evaluacién sero-
I6gica de un lote de seis machos que eran seronegativos al virus de
PRRS cuando se compraron. Debido a que se iban a utilizar en una
granja libre de PRRS, se sometieron a cuarentena. Cuando entraron
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eran seronegativos, pero durante la cuarentena algunos desarrolla-
ron anticuerpos y al final de nuevo fueron negativos, por lo que se
descarté el lote.

Cuabro 3

Resultados de la evaluacion seroldgica durante 120 dias de seis machos
en cuarentena

Dias de cuarentena

Animal
1 45 90 120
1 0* 0 0 0
2 0 0.6 0 0
3 0 0 0 0
4 0 1.1 0.5 0
5 0 0 0 0
6 0 0 0 0

* Valores S/P obtenido por medio de la prueba de ELISA (datos
no publicados)

6. Vehiculos

Los vehiculos facilmente pueden transportar gérmenes que provocan
brotes muy costosos. El brote de fiebre porcina cldsica en Holanda du-
rante 1997-1998 parece ser que se debid a un camién que se contaminé
en Alemania, y debido al invierno riguroso no pudo ser lavado adecuada-
mente y acarre6 el virus a Holanda. Se demostré que 24% de la difusién
del virus en Holanda sucedié mediante los transportes, para detenerlo se
sacrificaron casi 13 millones de cerdos con costo aproximado de 3.2 mi-
les de millones de doélares (20). En México en una piara localizada en una
region libre de FPC ocurrié un brote pues los camiones transportaban
cerdos de engorda a un rastro fuera del estado, donde llegaban animales
infectados de FPC. Debido a una falla en el lavado y desinfeccion de los
camiones, el virus fue introducido a la piara con graves consecuencias
econdmicas (21).

Para evitar que los vehiculos de cualquier tipo entren a las instalacio-
nes de la granja, debe haber un estacionamiento alejado de la entrada de
la unidad, una zona de lavado y desinfeccidn de vehiculos y otra de carga
y descarga retirada de la granja.
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7. Desinfeccion de llantas

Para desinfectar las llantas de los vehiculos en la granja se puede poner un
rodoluvio con desinfectante. Recientemente se introdujo un aparato para
limpiar las llantas; el chofer los activa antes de entrar y al salir de la granja
y rocia durante 15 segundos a un minuto un desinfectante sobre las llan-
tas. Amass et al. (22) evaluaron su efectividad utilizando agua sola o agua
conteniendo 2% de un desinfectante formulado con acidos organicos, pe-
roxidos, surfactantes y amortiguador inorganico estabilizado (Virkon S).
Utilizaron el aparato con dos rociadores por llanta, que vertieron 500 mL
por 15 segundos a 45 psi sobre el dibujo de la llanta y las paredes. Los
resultados mostraron que rociando sélo agua no hubo disminucién del
numero de bacterias y s6lo se eliminaron cuando se adiciond el desinfec-
tante y se dejé actuar por 30 segundos.

8. Secado de vehiculos

Los vehiculos se deben lavar y desinfectar en una zona especifica locali-
zada a por lo menos un kildmetro de la granja. Se ha determinado que un
factor esencial para la descontaminacién de los vehiculos es permitir que
se sequen durante uno o dos dias. Debido a que los vehiculos se quedan
parados varias horas o dias y representa un costo, se desarroll6 el secado
asistido térmicamente para acelerar el proceso (23, 24). Para evaluar este
sistema se utiliz6 un modelo de contaminacién viral y bacteriano. De ma-
nera experimental se contaminé el equivalente a la caja de un camién con
5 x 10° TCID50 de virus de PRRS, se lavé, desinfecto y se secé utilizando
cuatro métodos; consistieron en introducir aire caliente a 71°C por 30 mi-
nutos (SDC), un ventilador, sélo lavado sin secar y secado toda la noche.
La sobrevivencia del virus fue evaluada mediante toma de muestras con
hisopos a diferentes tiempos que se probaron por RT-PCR; ademas se in-
trodujeron cerdos centinelas susceptibles a las cajas 7 y 14 dias después,
permanecieron por dos horas y luego se determiné la infeccién por medio
del aislamiento del virus en cultivos celulares. Los resultados se presentan
en los cuadros 4 y 5.
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Cuabro 4

Efecto sobre la viabilidad del virus de prrs evaluada por RT-PCR, de cuatro
tratamientos para secar la caja de camiones que transportan cerdos.

Tiempo de secado

Tratamiento . . . p
0 min 10 min 20 min 30 min 8 horas
spC! 10/10* 7/10 0/10 0/10 NSH
Ventilador? 10/10 9/10 6/10 6/10 NSH
Lavado? 10/10 10/10 10/10 10/10 NSH
Secado* 10/10 NSH NSH NSH 10/10

I"Secado y descontaminacion por calor. Se introdujo aire caliente a 71°C por
30 minutos para hacer mds rdpido el proceso de secado del vehiculo.

2 Ventilador. No se uso calor, sélo aire por 30 min.

3 Solo lavado a 300 psi por 72 sequndos a 20°C sin permitir que se seque.
# Lavado y se dejo secar toda la noche (8 horas). NSH = No se hizo.

* Muestras donde se detecté el virus/total de muestras (23, 24).

Cuabro 5

Efecto sobre la viabilidad del virus de PRRS, evaluada con cerdos
centinelas y cultivos celulares, de cuatro tratamientos para secar la caja
de camiones que transportan cerdos.

Aislamiento en

Tratamiento Cerdos centinelas * .
cultivos celulares
SDC! 0/3 Negativo
Ventilador? 2/3 Positivo
Lavado? 3/3 Positivo
Secado* 0/3 Negativo

Secado y descontaminacion por calor. Se introdujo aire caliente a 71°C por
30 minutos para hacer mds rdpido el proceso de secado del vehiculo.

2Ventilador. No se uso calor sdlo aire por 30 min.
3Sdolo lavado a 3 000 psi por 72 sequndos a 20°C sin secar posteriormente.
“Lavado y se dejé secar toda la noche (ocho horas).

*Los cerdos se introdujeron en las cajas por dos horas y se probaron 7 y 14
dias después (23, 24).
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Pieters et al. (25) evaluaron el secado asistido térmicamente (SDC) en
relacién con la disminucién de la concentracién de bacterias. Después de
lavar la caja del camidn colocaron gel contaminado con bacterias y los so-
metieron al secado y descontaminacion por calor por 120 minutos. Luego
determinaron la concentracion residual de bacterias (Cuadro 6).

Cuabro 6

Promedio de la concentracion de bacterias después del tratamiento

Tratamiento CFU/

Bacterias ml Réplicas
No SDC SDC1 SDC?2
S. suis 1.78 x 10 2.32x 10° 2.03x 10*
E. coli 9.13x 10" 9.5x 108 7.58x 10°
S. typhimurium 493x 10" 2.55x 10’ 8.0x 10°

(25).

La conclusién fue que el secado con aire caliente fue rdpido y eficaz
para eliminar la contaminacion del virus de PRRS y, en el caso de las bacte-
rias, fue capaz de reducir al menos dos logaritmos la concentracién en la
caja de los camiones.

9. Personal

Empiricamente se ha sospechado que el personal puede acarrear gérme-
nes patégenos dentro de la granja en sus vestimentas, calzados, manos
sucias, etc. Alvarez et al. (26) notificaron que fue posible transmitir el virus
de la gastroenteritis a cerdos susceptibles, por medio de una persona que
estuvo en contacto con cerdos infectados por 10 minutos, dos veces al dia,
diariamente por dos semanas, y no efectuaba ninguna medida de biose-
guridad. En otro experimento, Amass et al. (27) inocularon cerdos con E.
coli enterotoxigénica, luego que éstos presentaban diarrea, los empleados
los manipulaban y después atendian a cerdos susceptibles. Demostraron
que el lavado de las manos no impedia la transmision, fue necesario que
los trabajadores se bafiaran y cambiaran la ropa. Concluyeron que las bac-
terias contaminaban ademds de las manos, el pelo, piel y vestimentas del
trabajador. Un resultado semejante informaron Batista et al. (28), quienes



CienciA VETERINARIA 10 -2007

demostraron que para impedir que se transmitiera M. hyopneumoniae, fue
necesario que los trabajadores se cambiaran la ropa y las botas después de
haber manipulado animales enfermos, pues de otra manera infectaban a
los cerdos susceptibles.

10. Lavado y desinfeccion

Las instalaciones, instrumentos y vehiculos deben ser lavados y desinfec-
tados para eliminar a los gérmenes y evitar que infecten otros animales.
Se considera que la mayoria de las enfermedades de los animales son de-
pendientes de la cantidad de microorganismos, por lo que al reducir el
grado de exposicion por medio del lavado y desinfeccion del ambiente, los
cerdos creceran mejor y de manera mas saludable.

Los gérmenes son excretados por los animales dentro de medio
organico como el excremento, orina, secreciones nasales, saliva, se mez-
clan con desechos de comida y pasan al agua donde contintian prote-
gidos por el medio organico. Asi, para limpiar y desinfectar un objeto
importa el lavado con agua y jabdn o detergente, pues se elimina mas
de 95% de la contaminacién. Los jabones y detergentes neutralizan las
cargas eléctricas, despegan la biopelicula de materia organica donde se
encuentran los gérmenes en las superficies y con el agua del enjuague se
elimina. Luego se procede a la desinfeccién, que elimina el 5% restante
de gérmenes. Cuando el objeto tiene materia orgdnica los desinfectan-
tes se neutralizan y no son eficaces contra los gérmenes. Para que los
desinfectantes sean eficaces se utilizardn de manera correcta. Ademas se
debe evaluar el procedimiento cuantificando el nivel de contaminacion
por diversos métodos.

lll. Evaluacion de campo para determinar la
dilucion del desinfectante

Para determinar si estan bien hechas las diluciones en banos de botas,
rodoluvios y paredes, se pueden utilizar kits: Dilution Testing Kits, que
evaltan la concentracién de desinfectantes y detergentes como Biosolve,
HD3, Virudine, Longlife 250S, Virkon S, Hyperox, Ambicide, DSC 1000, Farm
Fluid S y Traywash.
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A) Superficies y equipo

Para determinar la concentracion de bacterias residuales existen va-
rios métodos:

A. Conteo de bacterias en unidades formadoras de placa (UFP) por cm?.

Asi, se utiliza un hisopo empapado en solucién salina fisiolégica estéril,
que se pasa sobre 10 cm? de las superficies y utensilios desinfectados
como comederos, bebederos, pisos, paredes, etcétera; se coloca en un
tubo estéril; se siembra en placas de cultivo. En el mercado se consiguen
placas RODAC (Replicate Organism Detection and Counting-BD Diagnostic
Systems, Sparks, Maryland, USA) para determinar bacterias aerdbicas en
el ambiente. Se pueden utilizar con D/E Neutralizing Agar (BD Diagnostic
Systems) que neutraliza el desinfectante residual. Se incuban a 37°C por
48 horas (http://www.bd.com/ds/); se cuenta el nimero de colonias; este
procedimiento se repite diez veces.

La desventaja es que tarda 48 horas para obtener los resultados. El
objetivo es que después de lavar, se tenga una concentracion de 103 UFP/
cm? en la superficie que se va a desinfectar y después de ello que la cuenta
bacteriana no exceda de 1 UFP/cm?(29, 30).

El Cuadro 7 presenta los limites criticos para la concentracion de
organismos después del lavado y desinfeccién de acuerdo con DuPont
Animal Health Products (http.//www.antecint.co.uk/main/spanish.htm).

Cuabro 7

Limites criticos de concentracion de bacterias después del
lavado y desinfeccion

Satisfactorio Dudoso .NO .
satisfactorio
Pisos (UFC) 0-100 100-500 | 500-1000 | 1000-2500 +2500
Paredes, postes,
comederos 0-10 10-50 | 50-100 | 100-300 +300
y bebederos
(UFQ)
Salmonella Negativa | Positiva | Positiva | Positiva Positiva

UFC = Unidades formadoras de colonia por cm2.
http://www.antecint.co.uk/main/spanish.htm
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B. Bioluminimetria (Bioluminiscencia-Lighting test method)

Cuantifica la adenosina-trifosfato residual (ATP) sobre una superficie
con un luminimetro en una muestra tomada con un hisopo (BioControl
Systems, Inc. www.biocontrolsys.com). El ATP se halla en bacterias, hon-
gos, parasitos, pero no en virus. La luminimetria, en teoria, debe correla-
cionar con la cantidad de microorganismos. La ventaja es que el resulta-
do se obtiene 11 segundos después que la superficie de la muestra fue
obtenida (31).

C. Determinacion de proteina

Con este método se cuantifican los niveles de proteina de las superficies,
como indicador de residuos contaminantes. Un incremento de color indica
mas proteina y los resultados se obtienen en casi 20 minutos. BioClean
(Biovet, St. Anthony, Minnesota) es una prueba que utiliza este método
(http://www.biovet.ca consultado el 26 de agosto de 2006).

Cuando se compararon ambos métodos se hallé que la biolumini-
metria era muy sensible pero poco especifica y la concentracién de protei-
na era altamente especifica pero poco sensible (32).

IV. Evaluacion de diferentes métodos de
lavado y desinfeccion

Instalaciones

Para mejorar la limpieza se humedecen superficies, objetos, equipo, e ins-
talaciones antes de empezar el lavado; el agua a presién funciona bien en
superficies dsperas pero no en las muy lisas como PVC, plasticos laminados
o acero galvanizado, porque el agua rapidamente se desliza, sin que arras-
tre la mugre (33). Se ha demostrado que el uso del agua a presion para
lavar los pisos de las jaulas de paricion tuvo el mismo efecto en el grado
de limpieza, comparado con la adiciéon de un detergente (34). Ademas el
agua caliente con detergente ayuda a la reduccion del nimero de bacte-
rias (Cuadro 8).
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Cuabro 8

Nuamero de bacterias presentes en las casetas después de diferentes
pasos de limpieza y desinfeccion

Proceso Bacterias viables/cm?

Caseta después de sacar a los cerdos 50000 000
Lavado con agua fria 20000 000
Lavado con agua caliente y detergente 100 000
Modificado de 35.

En estudios en México, Jasso evalud la contaminacion del bebede-
ro, fosa y pared de una caseta de destete después de que fue lavada sélo
con agua, encontré que el bebedero y la fosa eran los mas contaminados
(Cuadro 9).

Cuabro 9

Medicion de la contaminacion mediante luminimetria de diversas
superficies de la caseta de destete solo lavada con agua

Superficie Contaminacion

Bebedero 28367
Fosa 25987
Pared 6527

Jasso A., datos no publicados.

Hurnik (36) us6 40 corrales para evaluar el tiempo que tomé al em-
pleado, nimero de bacterias residuales y ganancia de peso de los animales
utilizando diferentes protocolos de lavado. Determiné que cuando se hu-
medecia el local antes de lavar, el empleado ahorré 39% de tiempo, con el
uso de detergentes 12%, y con agua caliente 23%. Cuando se combinaron
los tres procedimientos se ahorré casi la mitad del tiempo (Cuadro 10).
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Cuabro 10

Efecto de humedecer el local antes de lavarlo, utilizar detergente y agua
fria o caliente sobre el porcentaje de tiempo que ahorra el empleado

Procedimiento Ahorro de tiempo

Humedecer Detergente Agua (%)

No No Fria 0

No Si Fria 12

Si No Fria 39

Si Si Fria 47

No No Caliente 23

No Si Caliente 32

Si No Caliente 38

Si Si Caliente 46

36.

Una vez lavadas las casetas se evaluaron dos desinfectantes (1y 2)
y se determind el niumero de colonias bacterianas. Se notificé que la des-
infeccién redujo la contaminacion residual y el desinfectante 1 fue mejor
que el 2 (Cuadro 11).

Cuabro 11
Efecto de la desinfeccion sobre el niimero de colonias bacterianas residuales.

Promedio de colonias bacterianas/

Desinfectante

hisopo
Ninguno 284
1 13.2
2 19.6

36.

Posteriormente se comparé el efecto de los procedimientos de lava-
do y desinfeccion de los corrales sobre los dias al mercado de los cerdos y
se encontro que el uso de detergentes y desinfectantes redujo los dias al
mercado (Cuadro 12).
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Cuabro 12

Efecto del uso de detergentes y desinfectantes para lavar los corrales
sobre los dias que tardaron los cerdos para alcanzar 110 kg

Método de lavado Dias al mercado (25 kg a 110 kg)

Sin desinfectante 98.14
Desinfectante 1 95.40
Desinfectante 2 95.11
Detergente s6lo 95.59

Detergente y desinfectante 1 92.96
Detergente y desinfectante 2 92.66

36.

Los estudios de Jasso se evaluaron por bioluminimetria, y diferentes
procedimientos de limpieza y desinfeccidn. Realizd también hisopado de
comederos, bebederos, fosas y paredes de casetas de destete y de jaulas
de maternidad que fueron sélo lavadas o lavadas y desinfectadas. Los re-
sultados se miran en los cuadros 13y 14.

Cuapro 13

Efecto de dos desinfectantes sobre el grado de contaminacion en
corrales de engorda determinada por bioluminimetria

Sin lavar Desinfectado con Desinfectado con
Superficie sosa caustica Farm Fluid S
---
Piso (slats) 13463 100 3663 -73 -96.5
Piso 44286 |100| 7212 | -84 197 -99
(cemento)

Cortina 6454 100 4243 -34 274 -96
Techo 18 949 100 6912 -63 719 -96
Pared 4223 100 1060 -75 305 -93

Bebedero 24 487 100 15589 -36 3704 -85
Comedero 27171 100 43988 +162 7 554 -72

(a) Unidades relativas de luz (Jasso A., datos no publicados).
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Cuabro 14

Efecto de varios procedimientos de lavado y desinfeccion sobre la
reduccion del nivel de contaminacion en las instalaciones de una granja
de cerdos determinada por bioluminimetria

Lavada
Lavado con
, Lavada con agua con aguay
Lavada con solo agua y un . .
. aqua e y desinfectada  desinfectada
Superficie g (Biosolve) con TH4+® con Farm
Fluid S
Piso (slats) 4970 100 1273 -74 8548 +172 1173 -76
Pared 4241 100 1453 -66 2685 -37 934 -78
Bebedero 4110 100 1283 -69 4956 +120 813 -80
Bebed
GOeCeIO | 1960  [100| 1246 |-36| 6185 |+315| 912 |53
lechon

Comedero 8573 100 5448 |-36| 6348 -26 966 -89

(a) Unidades relativas de luz (Jasso A., datos no publicados).

Jasso concluyd que en las condiciones en que se efectuaron los tra-
bajos el mejor resultado se obtuvo con Farm Fluid S. Llamé la atencién la
falta de actividad de la sosa cdustica, quiza se debi6 a que no se lavé y la
materia organica neutralizo la actividad del desinfectante.

El efecto de la contaminacion reflejé un mal crecimiento de los cer-
dos. Esto se observé cuando se usaron casetas que por 2.5 afos se man-
tuvieron con animales en flujo continuo, por lo que no se habian vaciado
ni lavado. Grupos de cerdos fueron introducidos a la caseta sucia, y otros
a casetas lavadas y desinfectadas. Los animales fueron pesados al inicio
y al final y se hallé que en las casetas lavadas y desinfectadas los cerdos
tuvieron nueve dias menos para alcanzar 90 kg en comparacion con los de
las casetas sucias. Con grupos de cerdos que eran mantenidos hasta 40 kg
la ganancia de peso era 633 g y después de instituir un programa de lim-
pieza y desinfeccion se alcanzé 662 g. En otra granja la ganancia de peso
de nacimiento al mercado era de 530 g y después de que se establecieron
protocolos de limpieza y desinfeccién se alcanzé6 569 g (37).
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Vestimentas

Enrelacion con laropa contaminada, Blaser et al. (38) no encontraron diferen-
cia entre lavarla con agua a 7°C o 22°C para reducir el nimero de bacterias.

Botas

En las granjas se usa la desinfeccién de las botas antes de entrar a las
instalaciones y casetas de los animales, para evitar el acarreo de gérme-
nes. En México, Ramirez (1) informé que de 22 granjas con mas de 100
hembras, en seis (27%) los tapetes estaban vacios; de las 16 donde el ta-
pete tenia agua con desinfectante, en 13 (81%) estaba diluido con agua
de lluvia y en 3 (19%) existia un puente de madera para evitar pisar el
pediluvio. Estos datos indicaban que aunque en todas las granjas habia
pediluvios para limpiar las botas, casi en ninguna cumplian su funcién.
Mujica (10) informé que de 24 granjas porcinas, en 11 (45%) habia tape-
tes sanitarios a la entrada de los corrales y edificios y de éstos sélo dos
(20%) tenian desinfectante.

Amass et al. (39) evaluaron el método de limpieza y desinfeccion
en los pediluvios que contenian seis desinfectantes (gluteraldehido, dia-
cetato de clorhexidina, hipoclorito de sodio, povodine, fendlico, o-fenol,
o-benzil-p-cloro, y p-terciario-amil-fenoles, cloruro de dodecil dimetil
amonio. Concluyeron que los desinfectantes eran eficaces si las botas se
lavaban primero; si no se lavaban, la desinfeccion era pérdida de tiempo
y dinero.

Jeringas, agujas y frascos

Cuando se usan agujas para vacunar a grupos de animales se corre el ries-
go de transmitir el virus de la FPC, PRRS, salmonelas, erisipelas, entre otros
gérmenes (21, 40). Costa et al. (41) efectuaron andlisis bacterioldgicos a las
jeringas, agujas y frascos usados de hierro dextran y hallaron que estaban
contaminados en 75% de las granjas donde hicieron el muestreo. Ademas
compararon el método de la ebullicién y del alcohol para mantener estéri-
les las agujas y notificaron que las agujas que se habian desinfectado por
ebullicién se contaminaban facilmente, en comparacién con las manteni-
das en alcohol.

Para evitar la transferencia de gérmenes a través de la aguja conta-
minada con sangre existe en el mercado una jeringa que utiliza una aguja
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que se autodesinfecta, con la que se pueden inyectar hasta 100 animales
antes de cambiar la aguja. Hoy se usa la inyeccién transdérmica por pre-
sion de aire en que el antigeno se deposita debajo de la piel en pequenas
particulas sin danar los tejidos. Los animales se vacunan en la piel del peri-
neoy los lechones en el cuello. El sistema es util para vacunar gran ndmero
de animales, sin que se rompan las agujas ni pase sangre contaminada de
un animal a otro (http.//www.intervet.com.mx/novedades/020_vacunado-
ra_idal.asp consultado el 19 de septiembre de 2006). Wilson (42) comparé
el sistema de inyeccion intradérmica a 220 psi con | inyeccién con aguja,
usando la vacuna Pleurostar APP. Informé que la respuesta serolégica y
protectora después del desafio fue similar en ambos casos indicando que
la inmunizacién transdérmica fue muy eficaz. Resultados similares se obtu-
vieron con la inmunizacion transdérmica contra micoplasmosis, enferme-
dad de Aujeszky y PRRS (43).

V. Fauna nociva

Existen métodos cuantitativos para evaluar el impacto de los métodos de
control de los roedores y las moscas.

Indice de roedores

Este valor se utiliza para evaluar el grado de infestacidon en una explo-
tacion. Primero se observa y después se colocan 12 trampas distribui-
das apropiadamente.

Q Se efecttia inspeccion visual mediante una caminata de 30 a 90 minutos
por el edificio durante el dia, ayudandose con una lampara de mano.

Q Se colocan 12 trampas en dreas donde haya habido actividad recien-
te de roedores. Esto es generalmente cerca de las paredes, atras de
objetos, lugares oscuros y arriba de las repisas.

Se pone cebo en las trampas.

Se revisan las trampas en los dias dos y cuatro y se cuenta el nUmero
de roedores atrapados.

Qa Se mueven las trampas a una nueva localizacién a por lo menos 15
metros de distancia.
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Qa Se revisan las trampas el dia 7.

Qa Se anota el nimero de roedores capturados en la semana.

La estimacion de la poblacién o indice de roedores (IR), se basa en el
numero de roedores que se capturaron en las 12 trampas durante los siete
dias y se utiliza para determinar la severidad de la infestacion.

Para obtener el IR se utiliza el siguiente cuadro:

Numero de roedores

indice de roedores Poblacion
capturados
0-10 1 Baja
11-25 2 Moderada
Mas de 26 3 Elevada

Modificado de 44.

Si no se utilizan 12 trampas o no se hace por siete dias entonces se
calcula la poblacién de ratones de acuerdo con la siguiente férmula (mo-
dificado de 44):

Numero , ;
i Numero de dias
de ratones Numero de . .
que estuvieron Numero
capturados  + trampasque + X12x7=
. puestas las de ratones
en todas las se pusieron
trampas
trampas
Moscas

Para evaluar el tamafo de la poblacién de moscas se usan tarjetas blancas
plastificadas de 12 x 20 cm. Las tarjetas se mojan con solucién de azucar, se
secan, se cuelgan del techo de cada caseta por 48 horas y se cuenta el nu-
mero de puntos de regurgitacion y heces de las moscas. Cada semana se
repite el procedimiento y los valores que se obtienen se usan para evaluar
la poblacién de moscas, su variacidn estacional y el efecto de los métodos
de control.

Rubio et al. (45) evaluaron en una granja de aves un programa de
control contra la mosca doméstica. Administraron el larvicida Larvakill®
Premix 500 (ciromacina) en el alimento de las aves durante cuatro semanas
y luego lo suspendieron. Al mismo tiempo evaluaron el efecto de la asper-
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sion en las semanas 2, 4y 7 de los mosquicidas Ticoff® o de Garraban® para
controlar las moscas adultas. Utilizaron 10 tarjetas blancas que cambiaban
cada semana después de contar el nimero de manchas de regurgitacion
y fecales. Los resultados mostraron que los tres tratamientos dieron bue-
nos resultados, siendo mejores cuando también se controlaron las moscas
adultas (Cuadro 15).

Cuapbro 15

Numero de manchas en las tarjetas para evaluar un
programa de control de moscas

Semanas

Tratamiento Tratamiento con Larvakill® . .
Antes Premix Sin Tratamiento

0 1 2* 3 4* 5 6 7* 8

Testigo 486ab | 659a | 973b | 937b | 902b | 568b | 524b |392b | 294b
Ticoff® 435a | 748a | 646a | 373a | 350a | 180a | 198a | 159a | 113a
Garraban® | 628b | 512a | 482a | 326a | 212a | 143a | 144a | 119a| 93a

Diferentes literales entre renglones denotan significancia estadistica
(P < 0.001).
* Semana en que se asperso el mosquicida Ticoff® o Garraban® (45).

VI. Conclusiones

En los ultimos afos se han revisado los protocolos de bioseguridad para
que sean mas eficientes. Con el fin de que los técnicos evalien con ma-
yor certeza los procedimientos que se efectian en las explotaciones, aqui
se presentaron varias técnicas para evaluar los resultados. Sin embargo,
se considera que el problema de la instrumentacién y el seguimiento de
las medidas de bioseguridad no es técnico sino humano. El aspecto mas
importante de la bioseguridad consiste en que el duefio, gerente y em-
pleados estén conscientes de la importancia de la bioseguridad, pues sélo
cuando los animales estén en 6ptimas condiciones, libres de enfermeda-
des, los productos y subproductos sean inocuos y que no se afecte al me-
dio ambiente, la empresa sera redituable.
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INFERTILIDAD EN LA VACA LECHERA

l. Introduccion

La baja fertilidad o el bajo porcentaje de concepcion es actualmente el
problema reproductivo mas importante en los hatos lecheros. En los
ultimos 40 afos se ha observado en el ambito mundial, una disminucidn
significativa de la fertilidad que ha coincidido con un incremento en la
produccién de leche. En Estados Unidos (1) se ve una clara reduccién del
porcentaje de concepcion en los ultimos 40 aios; asi, en 1951 se lograba
gestar 65% de las vacas servidas y en 1996 sélo alcanzaba 40%. Hace 30
anos en México, mas de 50% de las vacas servidas quedaban gestantes, ya
sea mediante inseminacion artificial o monta natural, mientras que actual-
mente es dificil llegar a 40% (2) (figura 1; cuadro 1). Esta tendencia de la
caida en la fertilidad también se ha observado en Europa y Australia, don-
de el sistema de manejo no es tan intensivo como en América del Norte.

Ficura 1
Porcentaje de concepcion en vacas Holstein en México durante el periodo
1957-2000
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Cuabro 1

Porcentaje de concepcion de vacas de primer servicio, vacas repetidoras y
vaquillas holstein de primer servicio

Numero de Gestantes  Vacias Porcentajf:'de
animales Concepcion
.Vacas de. . 4102 1412 2690 34.4°
primer servicio
Vacas repetidoras 1818 630 1188 34.6°
Vaquill
/aquilas de 900 531 369 59.0°
primer servicio

a,b: Valores que no comparten la misma literal son diferentes estadisticamente
(P < 0.05) (Morales et al., 2000).

Aunque es evidente una relacion entre la alta produccién de leche
y la fertilidad, la alta produccién por si misma no disminuye la fertilidad,
sino son los cambios metabdlicos que impone la produccion de grandes
volimenes de leche, asociados con un manejo inadecuado de la alimen-
tacién, con la industrializacion de la produccién lechera en especial con el
aumento del nimero de vacas por hato (3-5).

La baja fertilidad es provocada por la alta incidencia de muerte em-
brionaria temprana. Se ha observado que cerca de 80%-90% de los ovo-
citos son fertilizados; sin embargo, una alta proporcién de los embriones
muere antes de los 16-17 dias posinseminacién (6-8). De esta forma, dado
que la muerte del embrién ocurre antes del reconocimiento materno de
la gestacidn, las vacas regresan al estro en un periodo equivalente a un
ciclo normal. En algunos casos la muerte del embrion sucede después de
los dias 16-7 y las vacas retornan al estro mas alla del dia 21 posinsemi-
nacion (9).

La causa de la baja fertilidad obtenida en cada servicio es de natura-
leza diversa y esta asociada con diferentes condiciones. Se conoce que la
fertilidad puede ser afectada por la alta produccion de leche, el intervalo
parto a primera ovulacion, la profundidad del balance energético negati-
vo, condicidn corporal antes y después del parto, problemas del puerperio,
momento de la inseminacion artificial, técnica de inseminacion, caracte-
risticas de la dieta, estrés calorico y factores genéticos. En este articulo se
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revisan los factores asociados con la baja fertilidad en ganado lechero bajo
sistemas intensivos de produccién y se presenta, en lo posible, informa-
cién generada en las condiciones de los hatos lecheros de México.

Il. Algunas caracteristicas fisiologicas de las vacas
altas productoras

La vaca especializada en la produccion de leche se ha transformado en los
ultimos 40 anos. El mejoramiento genético logrado a través de la insemi-
nacién artificial (IA), la utilizacién de dietas con mayor concentracién de
nutrimentos y el mejoramiento de los sistemas de manejo han permitido
un aumento impresionante de la produccién de leche.

Metabdlicamente la vaca de hoy dia, con potencial genético capaz
de producir 12 mil kg de leche al afio, es distinta a la vaca de hace 30 afos.
Se ha observado que las vacas con mérito genético mas alto tienen con-
centraciones sanguineas de hormona del crecimiento (GH) mas elevadas
que las vacas menos seleccionadas (10, 11), y esta diferencia es indepen-
diente de los cambios en balance energético (10). Mas aun, en estudios
realizados en becerras prepuberes con alto o bajo valor genético se en-
contré que el pulso de GH en respuesta a su factor liberador fue mayor en
los animales con mas mérito genético (12, 13). Igualmente, en animales
altamente seleccionados las concentraciones de insulina en respuesta a
la alimentacion con carbohidratos son mas altas (14) y el tiempo de elimi-
nacion de la insulina y la glucosa son mas largos (15) que en animales no
seleccionados. Adicionalmente, los animales con alto valor predicho para
produccién lactea tienen mayor concentracion de acidos grasos libres en
suero en respuesta al ayuno, que los animales con bajo valor predicho (13).
En consecuencia, el metabolismo de vacas altamente seleccionadas difiere
del de las vacas menos seleccionadas, de modo tal que parece hacerlas
mas adaptadas para movilizar reservas energéticas corporales, para en-
frentar las altas demandas de energia, como aquellas propias de lactancia.
Estos cambios en el metabolismo animal, que asegura la disponibilidad
adecuada de nutrimentos para el mantenimiento de la produccién lactea,
pueden propiciar efectos negativos para la funcion reproductiva, particu-
larmente cuando se asocian a mal manejo de la alimentacion.
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lll. Produccion de leche e infertilidad

Se ha observado clara asociacion entre el nivel de produccién de leche y
la disminucién de la fertilidad. En los ultimos 10 afos, la produccién de
leche en Estados Unidos de América se ha incrementado 20%, al mismo
tiempo aumentaron los dias abiertos y el nimero de servicios por con-
cepcion (17). Es frecuente que, partiendo de esta informacion, se conclu-
ya que hay un efecto negativo de la produccién de grandes volumenes de
leche en la fertilidad. Sin embargo, en estudios en que se ha evaluado el
efecto de diversos factores en la fertilidad, se encontré que la participa-
cién relativa de la alta produccion de leche es menor que otros factores,
por ejemplo, los problemas posparto (16). En México, en un andlisis que
incluyé la informacién de 72 hatos (26 676 vacas) con rango de produc-
cion de 7 503-12 225 kg (365 dias, Control de produccién de la Asociacion
Holstein de México), se observo que la produccién de leche no afecté el
intervalo entre partos, servicios por concepcién ni dias abiertos.

La alta produccion de leche por si misma no afecta la fertilidad. Asi,
es frecuente encontrar hatos con vacas que producen niveles altos de le-
che y que tienen pardmetros reproductivos mejores, que hatos con me-
nores producciones de leche, ello indica que un hato con alta produccién
exhibe mejores practicas de alimentacion, salud y manejo reproductivo.
Sin embargo, la produccién puede afectar la fertilidad si se asocia con
practicas inadecuadas de manejo de la alimentacion. Las vacas lecheras
después del parto caen en un balance energético negativo, lo cual signifi-
ca que la suma de la energia necesaria para su propio mantenimiento y la
que requieren para la produccién es mayor que la energia consumida, por
lo que se ven obligadas a utilizar sus reservas corporales (figura 2). Estas
vacas llegan a su punto mas bajo de balance energético (nadir) entre los
dias 10y 20 posparto, y siguen en balance negativo hasta los dias 70u 80y
en algunos casos (vacas de primer parto) hasta el dia 100 posparto (3, 4).
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FiGuRa 2.

Las vacas llegan a su punto mas bajo de balance energético (nadir) entre los dias
10y 20 posparto, y siguen en balance negativo hasta los dias 70 u 80 y en algunos
casos hasta el dia 100 posparto. En los primeros 20 dias posparto se observan
ondas foliculares; sin embargo, ninguin foliculo termina su maduracién debido
a que se carece de un patron adecuado de secrecidon de LH. Cuando el balance
energético cambia de direccién, aumenta la frecuencia de LH, que conduce a la
maduracion del foliculo y a la primera ovulacién posparto.

20| PRODUCCION DE LECHE

/

BALANCE ENERGETICO (McAL)
o

- /&) O OO
NADIR Oeo Oe o
O e O eg
Op ) Op LH
090 o
0%0%0%0%0%0%00%0%0%0%0°0°0
[ 15 30 40 80
Parto

Dias PosPARTO

Cuabro 2

Caracteristicas de las fases luteas de la primera ovulacion posparto
en vacas de raza Holstein

Duracion (dias) Nimero Porcentaje
Fases luteas normales 11-20 15 34.8
Fases luteas cortas <10 8 18.6
Fases luteas largas 21-52 10 232
Anestros 70 dias posparto 10 23.2
Total 43 100

Lara et al. (2002).
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El balance energético negativo afecta el control neuroendocrino de
la reproduccion, lo cual se ha asociado con retraso en la primera ovulacion
pospartoy con la baja fertilidad (3, 5). Todas las vacas caen en balance nega-
tivo de energia durante el periodo posparto y tienen capacidad para adap-
tarse a esos cambios. No obstante, algunos animales fallan en este proceso
de adaptacion y aunque todavia no se pueden explicar las causas de ello,
pueden ser secundarias a un bajo consumo de nutrimentos provocado por
problemas de salud, periodos secos prolongados que favorecen la obesi-
dad o por complicaciones durante el parto (17). También se ha observado
que la funcién hepdtica durante el periodo posparto temprano puede ser
un factor clave en el proceso de adaptacién durante el posparto (18).

1. Numero de vacas por hato

En México se carece de bases de datos confiables y accesibles referentes
a la produccion de leche, poblacion de vacas especializadas, poblacion
por sistemas de produccién y nimero de vacas por hato. En datos obte-
nidos de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacién (Sagarpa) se observa que de 1989 a 1999 hubo un incremen-
to global en la produccién de leche de 36.8% (19). Al revisar los estados
que contribuyeron mas con este incremento, es claro que fueron principal-
mente los estados que cuentan con cuencas lecheras y que tienen sistemas
intensivos de produccién con ganado Holstein, como Durango, Coahuila,
Aguascalientes y Chihuahua. Indudablemente este incremento lo propicié
un aumento en la produccién de leche por vaca, pero principalmente se
debid a un incremento del nimero de vacas por hato o a la creacién de
nuevos hatos con gran numero de vacas.

En Estados Unidos de América el aumento del nimero de vacas por
hato en los Ultimos 10 afos estd bien documentado. En este pais ha habi-
do incremento en el nimero de hatos con mas de 200 vacas y actualmente
30% de los hatos son de mas de 500 vacas, ello indica que hay tendencia
en la transformacion de esta ganaderia hacia la concentracion de gran po-
blacién de vacas por hato (17).

El tamano del hato conlleva otro tipo de problemas asociados con
el manejo general. Al ser el hato mas grande y al tener practicas de mane-
jo mas intensivas (hatos con tres ordenos) el ganadero y los trabajadores
pierden mas facilmente el control de las vacas. Asimismo, el confinamiento
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de las vacas en grandes grupos también puede afectar la fertilidad, pues se
sabe que el confinamiento se asocia con la incidencia de diferentes afec-
ciones que afectan la reproduccion (retencion de placenta e infecciones
uterinas) (16).

El incremento en el tamaio del hato se asocia con la disminucién de
la eficiencia reproductiva. En el andlisis de la informacién de 72 hatos mexi-
canos (hatos de 44 a 2 191 vacas) se observd que el nimero de animales
por hato no afecto el intervalo entre partos ni los dias abiertos. No obstante,
fue evidente un efecto significativo (P < 0.05) en el nimero de servicios por
concepcion, observandose que por cada 100 vacas que aumenta el tamaro
del hato hay incremento de 0.05 servicios por concepcion. Esta informacion
coincide con diversos estudios en los cuales es claro que la produccion de
leche, como tal, no afecta la fertilidad sino son los factores asociados con el
manejo en donde el nimero de vacas es determinante (17).

2. Inicio de la actividad ovarica posparto

La primera ovulacion posparto es uno de los pardmetros que se han corre-
lacionado con la fertilidad. Se conoce que el periodo del parto a la primera
ovulacién ha aumentado. En 1964 era de 29 + 3 dias y actualmente es de
43 + 5 dias (17). En México, el intervalo entre parto a primera ovulacién en
ganado lechero en sistemas de produccién en pequena escala (hatos de 5
a 20 vacas), es de 32.3 + 2.3 dias (20). En contraste, en un hato bajo condi-
ciones de produccién intensiva con 1 150 vacas, el intervalo del parto a la
primera ovulacion es de 45.8 £+ 2.7. Cabe sefalar que en este ultimo estu-
dio, 21.2% de las vacas auin no habian ovulado al dia 70 posparto (21).

Se han observado en vacas altas productoras cambios en las carac-
teristicas de las fases luteas de la primera ovulacién. En México (21) se ob-
servd que 23.2% de las vacas presentaron fases luteas largas durante el
posparto, lo cual coincide con lo encontrado en otros trabajos (23, 24). En
estos estudios es evidente que la incidencia de fases luteas anormales es
mayor en las vacas actuales que en vacas de hace 20 anos.

El intervalo del parto a la primera ovulacién es afectado principal-
mente por los cambios metabdlicos que ocurren durante el periodo de
transicion. Se ha observado que la pérdida de condicién corporal de mas
de 1 punto (escala 1 a 5) durante las primeras cuatro semanas posparto
alarga el periodo del parto a la primera ovulacién (5).
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3. Alteraciones hormonales

La funcién Idtea se ha asociado con la baja fertilidad, algunos estudios
muestran que las vacas subfértiles tienen afectada la funcién del cuerpo
[uteo. Se ha observado que las vacas altas productoras tienen menores
concentraciones séricas de progesterona, lo cual se asocia con baja fertili-
dad (25). Estudios recientes demuestran que las vacas en lactancia tienen
un flujo sanguineo hepdtico mayor que las vacas no lactantes, lo cual se
asocia directamente con mayor capacidad hepatica para metabolizar las
hormonas esteroides (26). Asi, tasas altas de flujo sanguineo hepdtico de-
terminadas por alto consumo de nutrimentos (20 a 25 kg de materia seca
al dia), puede causar bajos niveles de progesterona, lo cual puede afectar
el establecimiento y mantenimiento de la gestacién. Si bien existe eviden-
cia de un metabolismo de la progesterona mas rapido en vacas en lactan-
cia, la relacién de los niveles séricos de esta hormona con la fertilidad no
es muy clara. En diversos estudios no se ha encontrado evidencia de que
la baja fertilidad esté asociada con bajas concentraciones circulantes de
progesterona (2). Ademas, los resultados de tratamientos en los que se ha
administrado progesterona o se ha tratado de estimular la funcion lutea
con GnRh o hCG, son variables (27).

En este contexto, también se ha observado que las vacas altas pro-
ductoras tienen menores concentraciones séricas de estradiol, lo que se ha
asociado con una disminucién en la intensidad de la conducta estral (28).

4. Genética

Datos de Estados Unidos de América muestran que en este pais se ha in-
crementado la consanguinidad en forma dramatica desde 1980, lo cual
también se ha asociado con disminucidn de la fertilidad (29). Si bien en
México no se cuenta con informacion acerca de la consanguinidad del ga-
nado lechero, se debe recordar que la genética del ganado lechero mexi-
cano tiene su origen principalmente en Estados Unidos.

En el pasado, las caracteristicas reproductivas habian sido considera-
das como no heredables debido a que se asumia, en forma absoluta, que
éstas obedecian mas a factores ambientales y menos a la expresién de los
genes. En evaluaciones recientes se ha confirmado su baja heredabilidad;
sinembargo, es evidente una amplia variaciéon genética, lo que permite pro-
poner que es posible su mejoramiento relativo a través de seleccion (30).
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Se conoce que algunos parametros reproductivos no tradicionales
como el intervalo del parto a la formacién del primer cuerpo luteo (perio-
do del parto a primera ovulacion) tienen una heredabilidad de h?=0.13
a 0.28, considerada como moderada (31, 32). La condicién corporal tiene
una heredabilidad también moderada (h*= 0.2-0.3) (33) y esta variable se
asocia con el balance energético posparto y con el periodo de parto a pri-
mera ovulacién. Se debe recordar que cuando las vacas caen en severos
balances energéticos negativos pierden mas condicién corporal y tardan
mas en ovular (5); ademas, el inicio de la actividad ovérica posparto esta
correlacionado positivamente con incremento de la fertilidad y que por
cada dia de retraso a la primera ovulacion se ha observado aumento de
0.24 y 0.41 dias abiertos (32). Bajo estas circunstancias no resulta aventu-
rada la inclusion de pardmetros reproductivos en los criterios de seleccién,
ya que es probable que se hayan seleccionado vacas para producciones
altas, descuidando su fertilidad. Actualmente se tiende a incorporar a los
indices de seleccidn, caracteristicas que permitan evaluar la fertilidad, tales
como condicién corporal, dias abiertos, intervalo entre partos, patrones de
funcién ovarica medidos mediante los niveles de progesterona, asi como
desafios de GnRH en animales jovenes (30, 34); de esta forma se intentan
reducir los efectos negativos de la seleccién por produccion.

Aunque la reduccion de la fertilidad es un problema global, ésta ha
sido mas aguda en las vacas de raza Holstein en sistemas de produccion
en estabulacién (Norteamérica) que en las vacas Holstein en sistemas de
produccién en pastoreo (Nueva Zelanda, Australia y Uruguay) (17, 35-37).
Esta diferencia quiza obedece al sistema de produccion, a las diferencias
genéticas de estos tipos de ganado Holstein o a efectos de interaccién ge-
notipo-ambiente. Se ha observado que en condiciones de pastoreo, las va-
cas Holstein de origen neozelandés tienen mayor fertilidad que las vacas
Holstein estadounidenses (37, 38). Sin embargo, en un estudio (39) en el
que se compard la fertilidad de vacas de raza Holstein de diferente origen
(Estados Unidos, Australia y Uruguay) en condiciones de estabulacion, se
observo que el porcentaje de vacas gestantes al dia 150 posparto fue igual
(P> 0.05) para las de origen estadounidense (50.1%) y australiano (57.5%);
mientras que las uruguayas (43.9%) fueron iguales a las estadouniden-
ses pero menores (P < 0.01) a las australianas. Estos resultados muestran
que, no obstante que las vacas australianas y uruguayas tienen en sus
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respectivos ambientes, mejor fertilidad que las vacas de raza Holstein en
Norteamérica (17, 36, 37), su fertilidad disminyue a niveles similares a las
vacas de origen estadounidense, cuando son manejadas en condiciones
intensivas de produccién en estabulacion.

5. Nutricion

Independientemente del efecto de los cambios metabdlicos provocados
por el balance energético negativo, las dietas ofrecidas a las vacas de bue-
na producciéon también pueden afectar su fertilidad. Este efecto sucede
cuando se administran dietas con alto contenido de proteina en relacién
con el consumo de energia.

Las dietas con contenidos de proteina cruda de 17% a 19 % llegan
a ocasionar disminucion de la fertilidad; se ha demostrado que las vacas
alimentadas de esta forma tienen altas concentraciones de urea en sangre
y en los fluidos uterinos, lo cual afecta la viabilidad de los espermatozoi-
des, 6évulo y embrién. En condiciones de campo es frecuente la medicion
de las concentraciones de urea en sangre o en leche, ello permite evaluar
las dietas. Las concentraciones de urea mayores de 20 mg/dL en sangre se
asocian con baja fertilidad (1).

Proveer todos los nutrimentos a las vacas con niveles importantes
de produccion propicia que se ofrezcan dietas ricas en energia, basadas
en proporciones altas de granos. Es frecuente que se presenten alteracio-
nes subclinicas en el pH ruminal, lo cual se ha asociado con baja fertilidad.
Un factor de riesgo en la pérdida de gestaciones tempranas es la acidosis
ruminal (40).

La semilla de algodén se utiliza extensivamente en las dietas de las
vacas bajo sistemas intensivos de produccidn. Esta semilla, ademas de ser
una excelente fuente de energia, proteina y fibra, contiene altas concen-
traciones de gosipol. Esta sustancia es muy toxica en especies monogastri-
cas; sin embargo, el rumiante es relativamente resistente al gosipol debido
a que este pigmento es inactivado en el rumen. No obstante, en machos
las dietas con contenidos altos de gosipol ocasionan infertilidad. Las dietas
comunes ofrecidas a las vacas lecheras (10% de la MS) provocan concen-
traciones de gosipol en plasma dentro del margen de seguridad (< 5 pg/
mL de gosipol). Sin embargo, el uso de mayores cantidades de semilla de
algoddn o la utilizacién de variedades con mayor contenido de este pig-
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mento (Pima), generan concentraciones plasmaticas de gosipol mayores
(> 5 pg/mL), que afectan la fertilidad. Observaciones recientes de Santos et
al. (41), en vacas lecheras con dietas que contenian semilla de algodén con
mayor contenido de gosipol, mostraron disminucién significativa de ferti-
lidad. Ademas, estudios in vitro demuestran un efecto negativo del gosipol
en el desarrollo embrionario (42). Asi, la adicion de 10 pg/mL de gosipol al
medio de cultivo provoca disminucion de la proporciéon de embriones que
alcanzan el estado de blastocisto.

6. Estrés calorico

El ganado lechero es susceptible a las altas temperaturas, prueba de ello es
la reduccion de la fertilidad cuando el ganado se encuentra en climas cali-
dos o durante la época del afilo con mayor temperatura. Asi, la concepcién
llega a caer de 40%, obtenido en los meses templados o frios del afio, hasta
15% durante el verano (43).

Los efectos del estrés caldrico en la reproduccidn del ganado leche-
ro se han incrementado en los ultimos afos, lo que ha coincidido con el
incremento en la produccion de leche (44). Se ha observado que el au-
mento en la produccion de leche se refleja en un incremento de la ge-
neracion de calor metabdlico. Esta generacion de calor se asocia con el
incremento del peso vivo de las vacas lecheras. Asi, vacas mas grandes
tienen mayor aparato digestivo, lo que les permite consumiry digerir mas
alimento. Durante el metabolismo de los nutrimentos se genera calor, el
cual contribuye con el mantenimiento de la temperatura corporal, condi-
cién favorable en climas frios. Sin embargo, en climas calidos el calor se
debe eliminar para mantener la temperatura corporal dentro de los ran-
gos normales. La capacidad de termorregulacién de la vaca lechera es in-
suficiente, lo cual ocasiona incremento de la temperatura rectal. En vacas
con estrés caldrico es comun que la temperatura corporal alcance valores
entre 39.5 a 41 °C (45).

El aumento de la temperatura corporal tiene efectos negativos en
la reproduccién. En México hay regiones en donde es evidente el efecto
negativo del estrés caldrico en la fertilidad; asi, en las cuencas lecheras de
Aguascalientes, Torredn, Chihuahua y Mexicali, se observa reduccién del
porcentaje de concepcién en los meses célidos (46). En otras regiones del
centro del pais, como Querétaro, San Luis Potosi o Guanajuato, todavia no
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se observa reduccién de la fertilidad debida a al estrés calérico; sin embar-
go, dado que las vacas llevan tendencia ascendente en la produccién de
leche y, en consecuencia, en la generacion de calor, es posible que en los
préximos anos comience a ser evidente este fendmeno. Una reduccion de
la fertilidad se ha observado en regiones de Estados Unidos y Canada, en
donde hasta hace pocos aios no era evidente el efecto del estrés caldrico,
y actualmente éste se presenta durante el verano (47).

En condiciones in vivo, el estrés caldrico durante los dias 1 al 7 des-
pués del estro afecta el desarrollo embrionario en vacas superovuladas. En
condiciones in vitro, la exposicion de los embriones a temperaturas equi-
valentes a la temperatura rectal de las vacas bajo estrés calérico (41 °C),
disminuye la proporcién de embriones que llegan a la etapa de blastocis-
to (45). La susceptibilidad de los embriones al estrés calérico disminuye
conforme éstos avanzan en su desarrollo (48). Asi, los embriones de dos
células son mas susceptibles que los embriones en la etapa de mérula.
Independientemente de la etapa del desarrollo en que los embriones son
susceptibles al estrés térmico, el resultado final es un aumento de la muer-
te embrionaria. Asimismo, el estrés calérico puede afectar el mecanismo
de reconocimiento materno de la gestacion. Las altas temperaturas com-
prometen la capacidad de los embriones para producir cantidades su-
ficientes de interferon-t (IFN-T) u otros productos celulares necesarios
para el reconocimiento materno de la gestacion (49).

En este sentido, el efecto del estrés calérico no sélo se observa du-
rante los meses mas calurosos, también es evidente un efecto a largo plazo
(efecto residual) ya que las vacas sometidas a estrés calérico mantienen
afectada su funcion reproductiva aun después que termino el periodo mas
caliente del afo. Este efecto se explica por el efecto detrimental de las altas
temperaturas en los ovocitos durante las diferentes etapas del desarrollo
folicular (50).

7. Estrés oxidativo

Las vacas lecheras que son buenas productoras tienen un metabolismo in-
tenso; bajo estas condiciones, 1% a 2% del oxigeno metabolizado se con-
vierte en especies reactivas de oxigeno, las cuales danan el ADN y las pro-
teinas (51). Las especies reactivas de oxigeno son removidas por sistemas
bioquimicos presentes en las células y en los fluidos extracelulares, estos
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mecanismos se conocen como sistemas antioxidantes. Estos sistemas in-
cluyen moléculas como el B-caroteno y la vitamina E, que actdan a nivel de
la membrana celular hidrolizando peréxidos para mantener la integridad
de los fosfolipidos. En este mecanismo también participan enzimas como
la glutatién peroxidasa, la cual depende del selenio (52).

Un incremento en la generacion de radicales libres puede superar
a los mecanismos antioxidantes y comprometer a la funcién celular; este
problema es mas drastico cuando existe deficiencia en el consumo de sus-
tancias antioxidantes. La produccion excesiva de radicales libres puede
afectar la fertilidad debido a que los tejidos esteroidogénicos del ovario,
los espermatozoides y los embriones en etapas tempranas de desarrollo,
son muy sensibles al dafio causado por ellos (53).

La suplementacién con antioxidantes es una forma de enfrentar
el problema de la baja fertilidad y en varios estudios, en los cuales se
han administrado -caroteno o vitamina E y selenio, se ha mejorado la
fertilidad (52).

8. Deteccion de estros y momento de la

inseminacion artificial

La baja eficiencia en la deteccién de estros es la causa mas importante de
ineficiencia reproductiva en el ganado lechero. Este problema lo padecen
todos los hatos lecheros en todo el mundo. En México se detecta, en el
mejor de los casos, 60% de las vacas en estro y hay casos extremos en los
cuales escasamente observan 30% (54).

La mala deteccion de estros no sélo afecta la fertilidad a través de
disminucién del numero de vacas inseminadas, también lo hace mediante
la alteracion de la relacion temporal entre el momento de la inseminacion
artificial y el momento de la ovulacion. Desde hace mas de 50 afios se ha
aplicado el esquema de inseminacion AM-PM y PM-AM, lo que significa
que las vacas que presentan el estro en la mafiana son inseminadas en
la tarde y las de la tarde se inseminan en la mafiana siguiente (55). Este
esquema da buenos resultados en fertilidad, siempre y cuando se cuente
con una eficiente y precisa deteccién de estros. En condiciones deficientes
en la observacion de estros, no se sabe si la vaca observada en estro se en-
cuentra en las primeras o en las ultimas horas del periodo de aceptacion.
De tal forma que si se programa lainseminacion 12 h después, es probable
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que se realice cuando ya ocurrié la ovulacién (inseminacién tardia). Esta
situacion aumenta la probabilidad de encontrar évulos viejos, ya que la
viabilidad de éstos es de 10 h. De esta forma, el 6vulo es fertilizado, pero
da origen a un embrién que muere en los siguientes dias (56). Otro error
consiste en inseminar a las vacas cuando no estan en estro; este problema
es frecuente y contribuye en forma significativa con baja fertilidad en ha-
tos lecheros.

Algunos de los factores que afectan la eficiencia en la deteccion de
estros son el poco tiempo dedicado a esta actividad, mala capacitacion del
personal, falta de motivacion e instalaciones con pisos de cemento mal
disefiadas. Otro factor que disminuye significativamente la expresién del
estro es el tratamiento con la somatotropina bovina recombinante (bST),
que se administra cada 14 dias para aumentar la produccién de leche.
Existe evidencia en vaquillas ovariectomizadas que la bST disminuye la ex-
presién del estro (57).

IV. Conclusiones

La reduccion de la fertilidad de las vacas lecheras es el problema repro-
ductivo mas importante. Las causas de esta condicién son de naturaleza
diversa y estdn asociados factores genéticos, factores de manejo inheren-
tes a la industrializacién de la produccion de leche y factores ambienta-
les. La seleccion para la produccion de leche, como criterio Unico, trajo
consigo la seleccion de vacas menos fértiles. Actualmente se tiende a in-
corporar a los indices de seleccién, caracteristicas asociadas con la repro-
duccion, como condicién corporal, dias abiertos, intervalo entre partos
y patrones de funcién ovarica. Dentro de los factores de manejo que se
asocian con la infertilidad, destacan el aumento en el niumero de vacas
por hato, confinamiento, practicas de alimentacién inadecuadas, errores
en la técnica de inseminacién y baja eficiencia en la deteccién de estros. El
factor ambiental mas importante es el incremento en la temperatura, ello
ocasiona alteraciones en la funcidn reproductiva y muerte embrionaria
temprana. Cualquier intento para mejorar la fertilidad en el ganado leche-
ro deberd considerar a todos los factores en forma integral para obtener
buenos resultados.
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FITOESTROGENOS Y SUS EFECTOS EN LA REGULACION ENDOCRINA

l. Introduccion

xiste un gran nimero de publicaciones recientes que se refieren a los be-
Eneﬁcios potenciales de los fitoestrégenos (Fest) en la salud animal y hu-
mana. En este sentido, se han identificado componentes de la soya que tienen
propiedades en la prevencién del cancer, entre éstos destacan los inhibidores
de proteasas y los fitoestrégenos conocidos como isoflavonas (1-4).

Asimismo, se ha documentado que algunos Fest pueden tener efec-
tos nocivos sobre la fertilidad en animales (5-10).

Los Fest se clasifican en tres categorias principales: a) Los flavonoi-
des que se encuentran principalmente en la soya y el trébol; b) los cumes-
tanos que son abundantes en la alfalfa; y ¢) los lignanos (3, 11).

La mayoria de los fitoestrégenos pertenecen al grupo de los flavo-
noidesy éstos se clasifican en subgrupos (2). Las isoflavonas son el grupo
de fitoestrogenos mas conocido y son abundantes en soyas, tallos de alfal-
fay legumbres (2, 3).

Debido a que la harina de soya es una fuente proteinica muy uti-
lizada en la alimentacién de animales de granja y de laboratorio, se ha
considerado que los animales que son alimentados con este producto
pudieran experimentar a largo plazo efectos similares a los producidos
por los estrogenos enddgenos a partir de los metabolitos de los fitoes-
trogenos (6).

El contenido de los fitoestrégenos en las plantas varia dependiendo
de la zona geogréfica y de la estacion del afio, ello hace ain mas complejo
su estudio. Asimismo, se ha informado que la concentracién del fitoestré-
geno cumestrol en los ensilados de alfalfa varia de acuerdo con cultivo y
madurez de la planta (12).

La presente revision tiene como propésito ofrecer una panorami-
ca sobre el estado actual de la investigacién respecto del efecto de los fi-
toestrogenos dietarios en la regulacion endocrina del aparato reproductor
en algunas especies de mamiferos domésticos.

Il. Estudios en animales de laboratorio

La mayor parte de lo que se conoce sobre los efectos de los estrégenos
ambientales en el tracto genital femenino proviene de estudios efectua-
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dos en animales de laboratorio. En general, estos efectos pueden dividirse
en anomalias de desarrollo, alteracidn del ciclo estral y de la fertilidad (5).

Los fitoestrogenos pueden ejercer su actividad bioldgica a través de:
a) mimetizar la accion de los estrégenos enddégenos, b) comportarse como
antagonistas estrogénicos, y ¢) modificando el patrén de sintesis y meta-
bolismo de las hormonas enddgenas.

Se ha observado que la dieta seleccionada para estudios de toxici-
dad endocrina en roedores puede influir en el resultado de los estudios.
Segun esto Ultimo, existe interés por investigar los tipos de dietas que exis-
ten para animales de laboratorio con base en sus ingredientes. Algunas
dietas para ratas pueden afectar el desarrollo sexual de machos y hembras,
por ello es necesario conocer la composiciéon de las dietas de roedores y
seleccionar una dieta con baja concentracién de fitoestrégenos, como die-
tas libres de soya a base de cereales o dietas con poca soya (10).

En este sentido, se ha informado que el contenido de isoflavona en
las dietas puede afectar directamente el peso uterino de ratas jovenes y
algunos procesos reproductivos dependientes de estrogenos (13).

En un estudio efectuado en ratones ovariectomizadas carentes del
receptor funcional a estrégenos a que recibieron tratamiento con coumes-
trol en la dieta, se encontré que el coumestrol tiene efectos antiestrogéni-
cos en la hipdfisis y en el cerebro y que el receptor a estrégenos de tipo a
media dichos efectos, de este estudio se concluyé que el coumestrol pue-
de antagonizar los efectos neuroendocrinos de los estrégenos (14).

En otro estudio se evaluaron los efectos interactivos del cumestrol
en las respuestas a concentraciones bajas de estradiol en ratones ovariec-
tomizados que recibieron este fitoestrogeno en el agua de bebiday se de-
mostré que el coumestrol actia como un estrégeno convencional y solo
tiene efectos aditivos con el estradiol (15).

En este contexto, se hainformado que una sola inyecciéon de coumes-
trol (3 mg) en ratas en etapa neonatal es suficiente para suprimir los meca-
nismos inductores de ovulacion y e induccién de lordosis (16).

En un estudio efectuado en ratas ovariectomizadas se evalué la ac-
tividad estrogénica y antiestrogénica de extractos de trébol rojo (Trifolium
pratense) en el Utero, células vaginales y glandula mamaria. El extracto se
administré en tres dosis (250, 500 y 750 mg/kg/dia) en presencia y en au-
sencia de 17B-estradiol (50 pg/kg./dia). De este estudio se concluyé que
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el trébol rojo tiene efectos estrogénicos en el Utero y en la células vagi-
nales de la rata, no obstante que dichos efectos no se observaron en la
glandula mamaria. Asimismo, el extracto del trébol rojo no indujo efectos
estrogénicos aditivos o antiestrogénicos cuando se administré junto con
17 B-estradiol (17).

El fitoestrégeno genisteina tiene actividad potente in vivo e in vitro
(6), su estructura quimica es parecida a la de los estrégenos enddgenos;
sin embargo, muestra menor afinidad que el estradiol por los receptores a
y B; en consecuencia, la genisteina puede competir con el estradiol por los
sitios de union al receptor de estrégenos (18). También se ha evaluado el
efecto de la genisteina en ratones CD-1 hembra administrado en la etapa
neonatal sobre el inicio de la pubertad, en la funcién ovdérica y la gesta-
cién. Al respecto se ha informado que este fitoestrogeno tiene efectos de-
leterios sobre el sistema reproductivo murino en desarrollo. Dentro de los
efectos adversos identificados con dosis elevadas, destacan la presencia
de ciclos estrales irregulares, alteracion en la funcion ovarica, senescencia
reproductiva temprana y subfertilidad e infertilidad (8).

En este sentido, se ha estudiado el efecto de las isoflavonas de la
leche de soya sobre la expresion de los receptores a estrogenos, a proges-
terona y al antigeno nuclear de proliferacién celular en el Utero de ratas
sexualmente maduras. En este estudio se demostré que la exposicion a
isoflavonas en concentraciones comparables a los rangos de exposicion
en humanos, modifican la expresién del receptor a progesterona regulado
por estrogenos en el Utero. La expresion aumentada del receptor a proges-
terona sugiere que la exposicion a los fitoestrégenos de la soya durante el
desarrollo reproductivo puede tener consecuencias en la salud reproduc-
tiva en el largo plazo (19).

Los efectos de los isoflavonoides en el comportamiento animal son
de tipo antiestrogénico, se ha demostrado que aun a concentraciones
fisiolégicas los fitoestrogenos pueden alterar la expresién de genes de-
pendientes de estrégenos en el cerebro y en la conducta animal de roe-
dores (20).

Hoy dia existe mucho interés por estudiar la utilidad de los fitoestro-
genos como hormonas de reemplazo para el manejo de las alteraciones
que se presentan en la fisiologia 6sea y reproductiva en mujeres en la eta-
pa de la menopausia. En este sentido, se ha evaluado el efecto estrogé-
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nico de una planta originaria de Asia occidental conocida como Pueraria
mirifica y Pueraria lobata en modelos animales. Recientemente se compa-
ré la actividad estrogénica de tres cultivos distintos de Pueraria mirifica
colectados de diferentes localidades en Tailandia en ratas de raza Wistar,
hembras, adultas, utilizando un ensayo de citologia vaginal. En este estu-
dio se encontraron resultados similares en los ensayos de citologia vaginal
al comparar los efectos estrogénicos del valerato de estradiol, genisteina,
Pueraria lobata'y Pueraria mirifica en ratas ovariectomizadas (21).

Asimismo, en conejos machos alimentados durante largo tiempo
con dieta a base de soya o con suplemento de isoflavonas de soya, se en-
contro que los animales que recibieron grandes cantidades de isoflavonas
en su dieta presentaron menor peso corporal y menor volumen seminal;
sin embargo, la espermatogénesis, la morfologia de los 6rganos genitales
y su comportamiento sexual no varié significativamente del grupo testigo;
se concluyé que el régimen dietario crénico que recibieron con soya no
tuvo efectos adversos sobre los pardametros reproductivos estudiados (6).

Se ha planteado que los estrégenos y los fitoestrégenos predispo-
nen a la disfuncion eréctil, al respecto se efectué un estudio con el fin de
evaluar el papel de los receptores a estrogenos en el cuerpo cavernoso del
pene de conejos de raza Nueva Zelanda, blancos. Para este fin a un grupo
de animales se le administré valerato de estradiol y otro recibio el fitoes-
trégeno daidzeina durante 12 semanas. Los resultados obtenidos sugieren
que el tratamiento con estradiol y la exposicidn crénica al fitoestrégeno
puede causar alteraciones en la funcion eréctil mediadas por los recepto-
resay B (22).

En cerdas gestantes se evaluaron los efectos del fitoestrogeno daid-
zeina sobre los niveles del &cido ribonucleico mensajero (ARNm) para el RE
By del gen para el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1R)
en diferentes tejidos de lechones recién nacidos. Se concluyé que la daid-
zeina inhibe la expresién del gen para el RE en el hipotdlamo del cerdo;
la regulacion a la baja de la expresion del gen para el REB en el hipotadlamo
sugiere los posibles efectos centrales de la daidzeina en el sistema neu-
roendocrino (23).

Asimismo, los fitoestrégenos genisteina y daidzeina inhiben la sin-
tesis de hCG durante la gestacién; esto ultimo se ha estudiado en células
del trofoblasto humano. La exposicion a estos compuestos similares a los
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estrogenos naturales durante los periodos sensibles del desarrollo pueden
tener la capacidad de alterar la funcién del sistema reproductivo y asi afec-
tar la fertilidad (16).

Se ha informado que el Utero de chinchillas (Eryomis laniger) implan-
tadas con el micoestrégeno zeranol presenta cambios en su estructura his-
toldgica. Entre los cambios histolégicos observados destaca el aumento
de dos a tres veces las dimensiones del Utero, congestion vascular en el
tejido conjuntivo de la mucosa uterina, presencia de leucocitos en el endo-
metrio y mayor numero de glandulas endometriales (24).

Los ratones hembra Knockout a la enzima aromatasa se caracterizan
por su incapacidad para sinteteizar estrégenos, son anovulatorios y su pro-
ceso de foliculogénesis estd detenido. Estos animales han servido como
modelo para probar los efectos del reemplazo fitoestrogénico in vivo. En
un estudio en el que se dieron dietas suplementadas con fitoestrégenos a
ratones hembra, Knockout, a la enzima aromatasa, se evaluaron sus efectos
sobre el peso de los 6rganos reproductivos, la morfologia ovarica y la con-
centracidon de gonadotropinas. Se encontré que la genisteina incrementa
significativamente el peso ovarico y uterino en los ratones Knockout utiliza-
dos; ademas incrementd la concentracion de gonadotropinas séricas con
respecto a los animales testigo sin dieta suplementada con fitoestrégenos,
estos hallazgos permitieron a los autores demostrar el efecto estrogénico
de la genisteina en el modelo empleado (25).

En este contexto, se estudio la importancia de los estrogenos en la
espermatogénesis en ratones Knockout a la aromatasa y se encontré que
concentraciones relativamente bajas de fitoestrogenos dietarios influyen
sobre el desarrollo y funcidn testicular (26).

lll. Estudios en rumiantes

Mediante estudios in vivo e in vitro se ha evaluado el papel de los fitoes-
trégenos de la soya y sus metabolitos sobre la regulacién de la sintesis
de prostaglandinas en el endometrio bovino. Las prostaglandinas son mo-
léculas que modulan la ciclicidad fisiolégica de los érganos del aparato
reproductor femenino. En este sentido, se ha encontrado que los fitoestro-
genos derivados de la soya tienen la capacidad de regular la secrecién de
la PGF,a y PGE, in vivo en el endometrio de la vaca durante el ciclo estral
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y la gestacién temprana. En algunos casos, a los metabolitos fitoestrogéni-
cos activos; equol y para-etil-fenol se les ha considerado responsables de
algunos problemas de fertilidad en vacas. Ello posiblemente asociado a la
estimulacion de la expresion del gen para la sintasa de la PGF,q, lo que
se manifiesta en aumento en la sintesis de PGF a en las células epiteliales;
ademas se ha observado que los fitoestrégenos y sus metabolitos activos
disminuyen significativamente la viabilidad de las células estromales, lo
que altera el balance fisiolégico en la sintesis de la PGF,a luteolitica y la
PGE, luteotrdpica, efectos que pueden alterar la funcién del Gtero gestan-
te y del utero ciclando (10). Este hallazgo puede estar directamente rela-
cionado con la causa de muerte embrionaria temprana que se presenta en
vacas que reciben una dieta rica en soya (27, 28, 29).

En este contexto, se efectud un estudio en vacas con el fin de deter-
minar si los metabolitos de fitoestrégenos: equol y para-etil-fenol pueden
influenciar directamente las funciones secretoras del cuerpo luteo (CL) por
medio de la estimulacién de factores luteoliticos, como PGF,_y testoste-
rona (T). En este estudio se demostré que los metabolitos de los fitoes-
trégenos utilizados estimul6 la secrecion de PGF,_en las células esteroi-
dogénicas del CL bovino via la ruta genédmica dependiente del receptor a
estrégenos (30).

Existe un problema reproductivo en vacas, conocido como “sindro-
me estrogénico”,que se caracteriza por la presencia de ciclos estrales irre-
gulares y un bajo indice de concepcién, acompafado de quistes ovaricos,
hiperplasia uterina y metritis (27, 31).

En un estudio efectuado en vacas lecheras en el Estado de México, la
concentracion de coumestrol en la alfalfa con la que se alimentaban estos
animales estaba incrementada (66.8 mg/kg alfalfa seca); no obstante que
la mayoria de los animales estudiados presentaban concentraciones fisio-
l6gicas de 173 estradiol, éstos presentaban signos sugestivos de sindrome
estrogénico, por lo que se atribuy6 a la concentracion elevada de coumes-
trol la causa del sindrome (31).

En ovejas ovariectomizadas se efectudé un estudio con el fin de de-
mostrar que la genisteina exdgena infundida en el tercer ventriculo del
cerebro, puede afectar la actividad secretora del eje GnRH/LH durante la
estacion reproductiva; se encontré que las infusiones de genisteina en
el tercer ventriculo cerebral afecta la actividad secretora de las neuronas
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GnRH en el hipotélamo, la sintesis de la subunidad LHP en las células ade-
nohipofisiarias, el almacenamiento de grdnulos hormonales y la liberacion
de LH al torrente sanguineo. El caracter bifasico de la respuesta a LH obser-
vado en los animales infundidos con genisteina es similar al inducido por
el estradiol durante la estacién reproductiva en las ovejas (32).

El efecto de la genisteina sobre la expresion de LHB, FSHB y el REa
en las células hipofisiarias también se ha estudiado recientemente en la
oveja en el periodo de ausencia de actividad sexual. A través de la infusion
de genisteina en el tercer venticulo cerebral, se observé que ésta afecta
la produccién de LH, pero no de las células productoras de FSH, en las
glandulas hipofisiarias. De acuerdo con las caracteristicas morfologicas,
se sugiere que la genisteina estimula la expresion del REa en las células
positivas a LHB, una disminucion en la cantidad de granulos secretores al-
macenados en las células productoras de LH y aumento en la sintesis de la
subunidad 3 para LH (33).

El efecto de los fitoestrégenos sobre el aparato genital femenino pa-
rece depender de la edad a la que es expuesto el individuo y del tiempo de
exposicién. Se ha observado que, como resultado de la exposicion neona-
tal a fitoestrogenos, ocurre falta de ciclicidad y se presenta un estado de
estro persistente acompanado de cornificacion vaginal. La llamada “enfer-
medad del trébol” en la oveja se caracteriza porque afecta la fertilidad de
las hembras, los fitoestrogenos de esta planta ocasionan prolapso uterino,
utero hidrépico y piometra (5).

IV. Estudios en animales de compaiiia

Se ha determinado concentracién de Fest en algunos alimentos comer-
ciales para perros, gatos y roedores; se han encontrado como principales
fitoestrogenos las isoflavonas, daidzeina, la genisteina y cumestrol. Es pro-
bable que estas concentraciones tengan efectos biolégicos en perros y ga-
tos cuando son consumidos durante periodos largos (11, 34).

En el perro la administracion de genisteina durante 4 a 52 semanas
es bien tolerada y no ocasioné efectos de toxicidad sistémica en dosis su-
periores a los 500 mg/kg/dia administrado oralmente por mas de 52 sema-
nas. Los efectos primarios con dosis muy altas de genisteina se han des-
crito en el aparato reproductor de perros machos y hembras, esos efectos
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serian esperados con un compuesto que tiene una actividad estrogénica
débil (18).

V. Conclusiones y perspectivas de investigacion

Con base en la informacion disponible hasta el momento, se sabe que los
Fest tienen efectos estrogénicos y potencialmente antiestrogénicos en los
animales domésticos. Dentro de los efectos inducidos por estos compues-
tos, destacan los cambios hormonales en el ciclo estral y en el inicio de la
gestacion, cambios en el comportamiento sexual, alteraciones en el balance
secretor de prostaglandinas, un posible papel protector contra el desarrollo
de cancer hormonodependiente, alteraciones en la actividad secretora de
gonadotropinas y en la produccion de semen. Las evidencias experimenta-
les obtenidas hasta el momento a partir de modelos animales sugieren que
es muy importante el tiempo de exposicion a los fitoestrogenos y que la
exposicidn en la etapa neonatal ocasiona los efectos mas pronunciados.

Por lo anterior, la evaluacion del contenido de Fest en las dietas co-
merciales utilizadas en la alimentacién de animales de laboratorio resulta
de gran importancia en virtud de que éstos compuestos podrian tener un
efecto en los resultados experimentales.

Con la informacién disponible hasta el momento se aprecia la nece-
sidad de evaluar otras posibles implicaciones fisiolégicas de los FEST sobre
la fisiologia de los aparatos reproductores masculino y femenino, respec-
tivamente, como sus repercusiones en el sensible balance neuroendécrino
del eje hipotalamo-hipofisis-génada.

Tomando en cuenta las multiples implicaciones fisioldgicas de los
estrégenos de origen gonadal en la regulacion de procesos fisioldgicos
fundamentales para la vida, es necesario continuar estudiando el papel de
los estrégenos dietarios en distintos procesos fisiolégicos, como el inicio
de la pubertad en las especies animales de interés zootécnico, en la im-
plantacion embrionaria, en el desarrollo fetal y en la respuesta inmunolé-
gica en los ambitos local y sistémico.

Asimismo, es importante evaluar los posibles efectos adversos de los
fitoestrégenos sobre el desarrollo y la diferenciacion celular, en virtud de
que muchas de las alteraciones que se presentan en ambos eventos se
manifestaran en el individuo recién nacido.
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En un estudio recientemente publicado se aportan evidencias sobre
el efecto de laisoflavona de soya, incluida en la dieta de ratas macho, sobre
el grado de ansiedad y liberacién de hormonas asociadas al estrés, como
la corticosterona (35). A partir de este estudio se aprecia la necesidad de
considerar el efecto de los fitoestrégenos dietarios como parte de los cri-
terios a tomar en cuenta al momento de evaluar el grado de bienestar ani-
mal y sus repercusiones en su capacidad productiva.

En la presente revision se abordan informes de investigacion recien-
tes que demuestran la importancia de los Fest; sin embargo, es necesario
continuar estudiando su impacto en la fisiologia neuroinmunoendocrina
de los animales domésticos; en este sentido, el médico veterinario zootec-
nista tiene un papel relevante en la investigacién como un vinculo entre
las diferentes especialidades de la medicina, en virtud de que sus cono-
cimientos de la fisiologia comparada le permiten relacionar e interpretar
la informacién obtenida a partir de diferentes modelos animales para la
investigacion en este topico.
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Resumen

‘E n México el pastoreo de pequenos rumiantes es una de las actividades
agropecuarias mas importantes en las regiones aridas y semiaridas,
donde los animales se crian bajo sistemas de pastoreo extensivo. En estas
regiones, la época de sequia puede prolongarse varios meses, ello dismi-
nuye la cantidad y calidad de los nutrimentos disponibles en forma na-
tural para los animales. Lo anterior implica, en animales criados con baja
utilizacion de alimentos complementarios, la presentacién recurrente de
estados de subnutricién, con pérdidas de peso y condicién corporal que
afectan su bienestar y productividad. En la presente revisién se recopila
informacion relacionada con los efectos de la subnutricidn sobre la regu-
lacién endocrina y el funcionamiento a nivel celular, del tubo digestivo,
higado, tejido adiposo y eje hipotalamico-pituitario-gonadal. El enfoque
es dirigido a estos 6rganos, tejidos y sistemas, debido a que por su contri-
bucion al metabolismo general del organismo, representan puntos impor-
tantes para el establecimiento de mecanismos de adaptacién metabdlica
al estrés nutricional.

Palabras clave: SUBNUTRICION,PEQUENOS RUMIANTES, TUBO DIGESTIVO,
HIGADO, TEJIDO ADIPOSO, EJE HIPOTALAMICO-PITUITARIO-GONADAL

Abstract

‘I n Mexico, the shepherding of small ruminants is one of the most impor-
tant agricultural activities for the arid and semiarid regions, areas where
the animals grow up fundamentally under extensive systems In these
regions, the drought can last several months, and diminishes the quan-
tity and quality of the available nutrients in natural form for the animals.
The latter implies, particularly in animals raised under extensive systems
of production with low utilization of supplementary food, the appear-
ance of states of undernutrition with losses of weight and body condition
that can affect severely their well-being and productivity. In the present
review, information is compiled on the effects of undernutrition on the
endocrine regulation and function at the cellular level, of digestive tube,
liver, adipose tissue and hipotalamic-pituitary-gonadal axis. The approach
is directed towards these organs, tissues and systems, due to their relative
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contribution to the general metabolism, which representimportant points
for the establishment of adaptive mechanisms to the nutritional stress.
Key words: UNDER NUTRITION, SMALL RUMINANTS, DIGESTIVE TUBE,
LIVER, ADIPOSE TISSUE, HIPOTALAMIC-PITUITARY-GONADAL AXIS.

l. Introduccion

Algunos aspectos de la situacion actual de la ganaderia de pequenos
rumiantes en México

La subalimentacion crénica de pequenos rumiantes es un fenémeno coti-
diano en muchas regiones en las que se conjugan dos situaciones: 1) cli-
ma arido o semidrido, donde los periodos de sequia se extienden varios
meses, afectando la cantidad y calidad de nutrimentos disponibles en for-
ma natural a partir de los pastizales, y 2) una dificil situacion econémica,
que impide hacer frente a las marcadas fluctuaciones en la disponibilidad
natural de nutrimentos, mediante la adquisicién y aporte de alimento
complementario.(1).

En México el pastoreo de pequenos rumiantes es una de las activida-
des agropecuarias mas importantes para las regiones aridas y semidridas
(2). En el perodo 1999-2001, el inventario nacional de ovinos y caprinos
fue de 5 948 764 y 9 068 435 cabezas, respectivamente, con produccion,
durante 2001, de 36 011 toneladas de carne ovina y 39 046 toneladas de
carne caprina, mas 139 900 litros de leche, de esta ultima especie.

La mayor poblacién de animales de estas especies se concentra
en Puebla, Estado de México, Oaxaca, Hidalgo, San Luis Potosi, Coahuila,
Guerrero y Guanajuato (3). En estos lugares los sistemas de explotacion
son principalmente de tipo extensivo, donde las necesidades nutricionales
de los animales se cubren mediante el consumo de forrajes disponibles en
el agostadero, y eventualmente con alimentos que les son ofrecidos en
forma complementaria por el productor (4).

Bajo las condiciones comunes de produccién de pequefios rumian-
tes en México, los animales enfrentan estados recurrentes de subnutricion,
con fluctuaciones en el peso y la condicién corporal, que comprometen
severamente su bienestary productividad. Sin embargo, los ovinos y capri-
nos domésticos, han sido capaces de sobrevivir aun bajo esas condiciones,
quiza como resultado de un largo periodo de adaptacién evolutiva, refor-
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zado por la intervencién del hombre a través de la seleccidon de genotipos
resistentes a condiciones adversas (5, 6).

Tipos de restriccion nutricional o alimentaria

Es importante distinguir entre diferentes tipos de restricciones alimenta-
rias: a) De calidad: proteinicas, energéticas o ambas. b) De cantidad: con
base en un porcentaje del consumo de materia seca observado o esperado.
¢) En relacion a una escala de tiempo: de corta, media o larga duracién, que
requieren que los animales se adapten a un nuevo equilibrio en diferente
contexto nutricional o fisioldgico para cada caso (5). Esta tltima puede pre-
sentarse tanto en las restricciones de calidad como en las de cantidad.

En general bajo circunstancias de restriccidon nutricional, los anima-
les pueden, aunque no por tiempo indefinido, hacer uso de sus reservas
corporales e incluso disminuir su tasa metabdlica basal o suspender algu-
nas funciones no esenciales para su sobrevivencia, como el crecimiento y
la actividad reproductiva (6). Después de un periodo de movilizacién de
reservas corporales, éstas deberan de ser restablecidas cuando las condi-
ciones sean mas favorables, para permitir la reactivacion de las funciones
no esenciales para sobrevivir que fueron temporalmente suspendidas. La
movilizacion de reservas corporales y el riesgo de sufrir un déficit alimen-
tario, se amplifica durante la gestacion y la lactancia, por el incremento de
los requerimientos fisioldgicos.

Para explicar lo que ocurre durante periodos de deficiencia alimen-
taria en mamiferos y aves, varios investigadores (7-12) han descrito, con
base en la forma de utilizacién de la energia y la proteina, tres fases meta-
bolicas a través de periodos prolongados de subnutricion:

Q Fase I: Periodo corto de adaptacién (1-3 dias). Se caracteriza por la
utilizacién de glucégeno y lipidos, asi como por una reduccién neta
en la utilizacién de proteinas.

Q Fase II: Corresponde a un largo periodo de ahorro proteinico. Esta
asociada con el uso de lipidos como fuente primaria de energia. La
mayor parte del gasto energético depende de la oxidacion de las
grasas, lo cual ocurre principalmente en la mitocondria del hepato-
citoy en los peroxisomas (10, 13).

a Fase lll: Es una fase que se caracteriza por un marcado aumento en
la utilizacién de proteinas (11).
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El paso entre las fases I 1 y I 1 1 no es resultado del agotamiento de los
lipidos, porque del 10% al 20% de las reservas iniciales de lipidos perma-
necen aun disponibles durante dicha transicion. (13).

En los ultimos afos se ha generado gran cantidad de informacion
acerca del efecto de la restriccion nutricional sobre el tamafo y actividad
de diversos 6rganos y tejidos, asi como sobre la tasa metabdlica basal y los
mecanismos celulares implicados en ambos casos. Aqui se recopila dicha
informacion con un enfoque dirigido a los efectos de la subnutriciéon sobre
la regulacion endocrina y el funcionamiento a nivel celular de tubo diges-
tivo, higado, tejido adiposo y eje hipotalamico-pituitario-gonadal. Dichos
organos, tejidos y sistemas fueron seleccionados debido a su importante
contribucidn relativa al metabolismo general del organismo, y a que por
ello representan puntos importantes para el establecimiento de mecanis-
mos de adaptacién metabdlica al estrés nutricional.

Esimportante sefalar que gran parte de las investigaciones relativas
a los efectos de la subnutricion sobre la fisiologia animal se han realizado
en especies no rumiantes. Por lo anterior, en los casos en que no se cuen-
ta con informacion especifica obtenida a partir de animales rumiantes, se
presentan datos de mamiferos no rumiantes. Lo anterior sin presuponer
que dicha informacién sea extrapolable a los primeros, pero si como indi-
cador de posibles mecanismos fisioldgicos que posteriormente necesita-
ran reconfirmarse, en modelos animales de especies rumiantes.

Il. Efectos de la subnutricion en el tubo digestivo
y otros tejidos

La subnutricion tiene efectos marcados en la estructura de la mucosa, asi
como sobre las funciones de transporte del intestino delgado.

El tubo digestivo es el primer sistema directamente afectado por
cambios en el consumo de nutrimentos, y es importante recordar que el
intestino delgado utiliza del 17% al 25% del consumo total de oxigeno
del organismo, es decir, es un érgano metabdlicamente costoso que se ve
afectado por disminucion en el consumo de nutrimentos (14).

Se ha visto que asociado a los cambios estructurales provocados por
la subnutricién a nivel intestinal, se presentan cambios funcionales, como
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la reduccién de la capacidad de absorcion total que actian como mecanis-
mos compensatorios favorables. Sin embargo, otros cambios funcionales,
como los asociados al transporte de iones, pueden ser no favorables, ya
que exacerban los efectos de los patégenos entéricos y de otros agentes
que estimulan la actividad secretoria intestinal (15).

Efectos sobre la mucosa intestinal

El ayuno (de 24 horas o mas)(16) y la restriccion de proteina y de proteina-
energia(17) disminuyen el volumen de la mucosa intestinal; pero se ha ob-
servado en roedores que este efecto es compensado por incremento en la
absorcion de las vellosidades y microvellosidades hasta en 80 veces (16).

En la literatura se notifican algunos resultados contradictorios, como
disminucidn de la altura de las microvellosidades en algunos casos (18) o
incremento en la altura y nimero por unidades de area (19). La restriccion
caldrica disminuye el peso corporal pero tiene poco efecto sobre la anato-
mia intestinal (15).

En ovinos cuyas madres sufrieron de desnutricién durante la gesta-
cién, se ha observado una disminucién en la masa intestinal y en la tasa de
maduracién de los enterocitos (20).

Son coincidentes las observaciones en cuanto a que existe menor
numero de células como resultado de disminucion en la proliferacion y en
la tasa de migracion celular, asi como incremento en las tasas de pérdida
celular y apoptosis (21-24).

Efectos sobre el transporte intestinal de iones

El transporte activo de iones (Na*, ClI'y HCO,) a través del intestino delga-
do provee las fuerzas electroquimicas necesarias para la absorcion de los
nutrimentos, asi como para la absorcién o secrecién neta de agua. Debido
a esto, gran variedad de agentes incluyendo hormonas locales y sistémi-
cas, neurotransmisores, toxinas liberadas por patégenos entéricos y otras
moléculas, pueden atravesar el lumen intestinal estimulando el transporte
de estos iones y del agua (15, 25, 26).

Estad claro que los movimientos netos de iones y agua a través del
intestino delgado en estados basales, varian mucho entre especies, y den-
tro de una especie, la longitud del intestino delgado es importante. Para
un segmento intestinal el transporte basal esta influenciado por factores
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como edad, estado reproductivo, fluidos corporales, balance electrolitico,
estrés, composicion de la dieta y frecuencia de alimentacion (15).

Algunos estudios han evaluado el efecto de la subnutricién sobre el
transporte intestinal de iones in vitro, midiendo para ello los cambios en
el circuito corto de corriente basal de Na* y ClI, como indicador de movi-
mientos activos de iones, se ha observado que la subnutricién y el ayuno
inducen cambios en el estado basal hacia uno de mas secrecion. En lecho-
nes se ha observado que la subnutricién produce incremento neto en el
flujo de CI(27).

Las restricciones alimentarias producen incremento en el transpor-
te de iones, en respuesta a secretagogos intestinales que son agonistas
de AMPc y GMPc, asi como los que estimulan la secrecion intracelular de
calcio (27).

En general, la subnutricién sensibiliza al intestino hacia agentes que
causan diarrea y exacerba los signos y su severidad.

Efectos sobre la permeabilidad intestinal

La subnutricién incrementa el movimiento de macromoléculas a través del
epitelio intestinal en diversas especies. Este aumento en la absorcion de
macromoléculas parece deberse a incremento en la endocitosis al nivel
de los bordes de cepillo. Este fendémeno se ha relacionado a una respuesta
adaptativa para maximizar la absorcion de proteinas (28).

Asimismo esta condicidén se ha asociado con estrés oxidativo en la
mucosa intestinal. Este estrés puede afectar la funciéon epitelial debido a
un incremento en la peroxidacion lipidica y subsecuentemente dafo a las
membranas plasmaticas de los enterocitos (29).

Efectos sobre la absorcion de nutrimentos

La subnutricion ocasiona disminucion de la masa total de la mucosa, del
numero total de células y de la superficie de absorcion; todo ello produce
disminucién de la absorcion de nutrimentos.

En el caso de los glucidos, se sabe que los transportadores de glu-
cosa se incrementan de acuerdo con el nivel de glucidos de la dieta. Sin
embargo, en diversos estudios (30, 31) se ha encontrado que en la subnu-
tricién se observa incremento (por miligramo de intestino o de proteina)
en los transportadores de glucosa a nivel del borde de cepillo, indepen-
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dientemente del decremento en el volumen de mucosa. Estos resultados
indican que la tasa de transporte de glucosa puede incrementarse aun
cuando la concentracion luminal de ésta sea muy baja. Sin embargo, los
mecanismos moleculares que regulan este paso son aun desconocidos.
Similar a lo ocurrido con los azucares, el transporte de aminoacidos y pép-
tidos se incrementa durante la restriccion alimentaria; los aminoécidos en
donde se ha visto un mayor incremento son aquellos cuyo transporte es
dependiente de Na+ (32).

Efectos en el higado

El higado es un érgano que realiza gran cantidad de funciones que se in-
terrelacionan. Las funciones basicas del higado se pueden dividir en 1)
vasculares, para almacén y filtrado de la sangre, 2) metabdlicas, que se
relacionan con gran parte de los sistemas metabdlicos del organismo y
3) secretoras y excretoras. Es una glandula exocrina arreglada en acinis,
los cuales drenan sus productos hacia el ducto biliar (sales biliares) y una
glandula endocrina (por ejemplo, factores de crecimiento parecidos a la
insulina, IGF) en la que sus productos son vertidos hacia las sinusoides.
Como 6rgano metabolico estd ordenado en dos caminos vasculares afe-
rentes, la arteria hepatica y la vena porta; con un sistema venoso Unico,
que es la vena central (33, 34).

En el higado, los hepatocitos poseen diferentes capacidades se-
gun su localizacién (pericentral o periportal). El metabolismo oxidativo de
la energia, la sintesis de glucosa, el metabolismo de lipidos y aminoacidos,
asi como la conjugacion de la glutationa y la formacién de los acidos bilia-
res se lleva a cabo en la zona periportal. En la zona pericentral se efectta
la glucdlisis, la sintesis de acidos grasos, y la cetogénesis, asi como el meta-
bolismo y destoxificacion de algunos xenobidticos (33).

En experimentos con ratas se observé disminucion del 20% de la
proteina hepdética después de periodos de ayuno de 48 horas (10). Algunos
autores (35) informan que el ayuno de 72 horas en ratas, reduce la masa de
higado e intestinos en 42% y 28%, respectivamente. También observaron
disminucién en la relacion proteina/ADN, ello significa que el higado es
fuente labil de proteina que puede ser utilizada para suplir aminodacidos a
tejidos periféricos. Asimismo, se ha observado que el consumo de oxigeno
puede disminuir entre 63% y 71%, después de 21-24 dias de restriccién
alimentaria en corderos.
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En un estudio (36) donde se midié carnitina palmitoil transferasa y
acil graso CoA oxidasa como indicadores de la actividad de B-oxidacion
mitocondrial hepatica, observaron que durante la fase de intensa utiliza-
cion de lipidos, el aumento en la oxidacion de acidos grasos estd asociado
con la remodelacion de los lipidos hepaticos. Esta puede alterar la funcion
celular, a través de sefales hormonales y de transduccién y llevar a la fase
de uso y desperdicio proteinico. Otro estudio (37) sefala que la restriccion
alimentaria de hasta 20 dias de duraciéon, produce incremento del ARN
mensajero de la enzima piruvato carboxilasa y muestran que los mensa-
jeros de fosfoenol-piruvato-carboxicinasa, carbamoil-fosfato-sintetasa,
argino-succinato-sintetasa y la ornitina-transcarbamilasa permanecieron
sin cambio.

Aunque los mecanismos involucrados en el incremento de la utiliza-
cién de proteina en la fase Ill no estan claros, se sugiere que la composicién
de los lipidos es importante; es decir, aunque esta visto que las reservas
grasas no se agotan por completo, la disposicién y composicion de los 4ci-
dos grasos libres puede afectar el uso de proteina; aunque la concentra-
cién de acidos grasos no cambia durante el ayuno, su participacion en el
recambio de proteina es cuestionable., siendo la influencia de los lipidos
de la membrana, una probable explicacién. La modificacion de la compo-
sicion de los fosfolipidos hepaticos durante la desnutricién puede ocurrir
en otros tejidos y estos cambios pueden estar involucrados en importan-
tes relaciones actividad-estructura.

En la funcién endocrina del higado existe evidencia de que en bo-
rregos subalimentados se pueden ver disminuidas sefales anabdlicas me-
diadas por IGF circulantes, lo que se pudiera deber a la disminucién en la
expresion del gen de la sub-unidad &cido labil (ALS), la cual se une en el
plasma a IGF, IGFBP-3 o a IGFBP-5 para formar complejos ternarios, prolon-
gando de esta forma la vida media de éstas (38).

Efectos en el tejido adiposo

El tejido adiposo es la mayor fuente de combustible metabdlico. Es alma-
cenado en forma de triglicéridos. En animales adultos este tejido represen-
ta 20% al 30% del peso corporal y puede ser equivalente a mas de 85% del
total de la energia almacenada. La oxidacion de las grasas rinde dos veces
mas energia que en los glucidos o las proteinas. El almacenamiento de las
proteinas y los glucidos (glucégeno) requiere de agua. La grasa es almace-
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nada mas eficientemente debido a su naturaleza hidrofébica, por ello no
requiere agua para su almacenamiento (39).

El metabolismo de los lipidos esta ligado al de gltucidos y proteinas.
Los productos de su degradacion (glicerol, alanina, lactato, glutamina y
acidos grasos) son sustratos gluconeogénicos. Luego de una comida,
los enterocitos sintetizan triacilglicéridos (TGA) que se secretan a la cir-
culacion como quilomicrones. Para que los acidos grasos invadan a los
adipocitos, se requiere accién de la lipoproteina lipasa (LPL), que induce
lipdlisis intravascular y se regula por la concentracién de insulina plas-
matica (39).

La inanicion es un proceso durante el cual existen cambios definidos
en la utilizacion de la energia. Estos cambios estan integrados en los ciclos
alimentacidn-ayuno, de tal manera que haya un continuo aporte de fuen-
tes energéticas, siendo los principales la glucosa y los acidos grasos no
esterificados (NEFAS). Sin embargo, si esta situacion continia por mas de
24 horas, las reservas de glucidos se agotan y los NEFAS se convierten en la
principal fuente de energia, junto con los aminoacidos (39).

Como ya se menciond, el tejido adiposo es fuente importante de
energia durante los periodos de escasez de nutrimentos en los rumiantes
(40); como signo de la movilizacion de las reservas de grasa corporal, se
observa incremento en los niveles de cidos grasos libres de cadena larga
y glicerol. Sin embargo, en el suero los lipidos totales y los acidos grasos
polinsaturados (PUFAS) parecen disminuir (41).

Algunos autores (42) observaron en renos (Ranginfer tarandus taran-
dus L.) sometidos a periodos de restriccion alimentaria de larga duracion
(invierno-primavera) una disminucién del 29.4% en los PUFAS (especial-
mente 18:2y 18:3n-3), asi como en el 4cido linoleico y ésteres de colesterol
séricos, lo que sugiere que éstos no son sintetizados de novo, o que su de-
gradacion es mayor que su sintesis.

Otros investigadores (43) observaron disminucion sérica de los
ésteres de colesterol-18:2 en animales restringidos (de 48% a 29%), ello
concuerda con lo informado en nifios con severa desnutriciéon energéti-
co-proteinica (46% vs. 32%). Esto se puede explicar partiendo de que en
humanos y en algunos rumiantes, los ésteres de colesterol son sintetiza-
dos por la lecitina-colesterol aciltransferasa plasmatica, la cual tiene alta
afinidad por 18:2 (44).
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La movilizacién de la grasa corporal varia de acuerdo con la seve-
ridad de la restriccion de alimento (nivel de alimentacién y duracion) y
a la grasa corporal inicial. Se informan pérdidas de 5.9 kg de grasa (equi-
valente al 28% de los lipidos totales iniciales) en ovejas vacias y secas
que tenian grasa corporal moderada (290 g lipidos/kg peso) y que con-
sumieron 40% de sus requerimientos de mantenimiento durante ocho
semanas (5).

En este sentido, se observd que ovejas con diferente cantidad de
grasa corporal (10.3 vs. 33.8 kg), que fueron sometidas a restriccion de ali-
mento de 21 semanas, perdieron cantidades similares de proteina, pero
diferentes cantidades de grasa (6.3 vs. 15.4 kg)(45), lo que podria sugerir
que la pérdida es proporcional a la cantidad de grasa inicial.

Las pérdidas de grasa durante la lactancia temprana o en los perio-
dos de desnutricidn, son variables y se ven afectadas por la produccién de
leche o el nimero de crias que esta amamantando la hembra. En hembras
lactando se observan pérdidas de 30%-40% de la grasa corporal en ove-
jas, cabras y vacas en las primeras seis semanas de lactancia, estas pérdi-
das se pueden incrementar hasta 80% si los animales se encuentran mal
alimentados (45). Las diferencias entre animales secos y en lactancia para
mantener intensa movilizacién de lipidos, quiza estan relacionadas con el
drenaje mamario de NEFAS.

Los lipidos en los rumiantes pueden ser sintetizados de novo, a partir
de acido acético y en menor grado de lactato, principalmente en el tejido
adiposo, o pueden provenir de la hidrdlisis de los triglicéridos plasmaticos
por la LPL. La disminucién en la tasa de sintesis de &cidos grasos y en la ac-
tividad de la LPL durante periodos de ayuno y el retorno a valores previos
o0 mas altos durante la realimentacién es mas lenta en rumiantes que en no
rumiantes debido al efecto amortiguador del rumen (47).

En bovinos adultos se ha observado que las enzimas lipogénicas del
tejido adiposo subcutaneo son menos responsables en periodos de res-
triccién-realimentacion que las del tejido adiposo perirenal; sin embargo,
la actividad de la LPL es igual en ambos sitios en ovinos y bovinos. Estos
cambios de deben a una regulacion pretranslacional de enzimas claves,
como LPLy la 4cido graso sintetasa (48).

La regulacion de la cantidad y la actividad de las enzimas lipogénicas
durante restricciones alimentarias de mediana duracion, es resultado de
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una disminucion en la secrecion de insulina. Estas regulaciones homeos-
taticas de la lipogénesis quiza son exacerbadas por cambios en las con-
centraciones de insulina y sustratos lipogénicos, en particular incremento
de los NEFAS, disminucién de acetato, triglicéridos y menos marcado de
glucosa (48).

Se ha asociado un incremento en la secrecién de la hormona del cre-
cimiento en periodos de desnutricion, en especial con lactancias tempra-
nas, lo cual produce disminucion del efecto lipogénico de la insulina sobre
el tejido adiposo.

El incremento plasmatico de NEFAS puede inhibir directamente la
expresion génica o la actividad de las enzimas lipogénicas, y también in-
ducir resistencia a insulina (5).

La salida de NEFAS del tejido adiposo es resultado neto de la lipo-
lisis de triglicéridos de los adipositos, inducida por la lipasa sensitiva a
hormona. Los niveles plasmasticos de los NEFAS se incrementan durante
el ayuno, hasta alcanzar una meseta (cercana a 1 mM) entre los 4-8 dias.
Probablemente esto es resultado de mecanismos de retralimentacién an-
tilipoliticos, para prolongar la sobrevivencia o para aliviar los efectos toxi-
cos de altas concentraciones de NEFAS (2mM) (5).

El aumento en la movilizacion de los NEFAS durante periodos de ba-
lance negativo en lactancia temprana y durante periodos crénicos de des-
nutricion, se debe a disminucion en la reesterificacion de los acidos grasos,
unido a un incremento en la lipolisis.

Como ya se menciond, los cambios en la movilizacion de las grasas
durante la restriccion de alimento, pueden estar ligados a cambios en la
glicemia y la insulinemia, asi como a cambios en la actividad del sistema
nervioso simpatico y en la secrecion de catecolaminas. La glucosa y la in-
sulina estimulan la reesterificaciéon de los acidos grasos, ademas de que la
insulina inhibe la lipolisis y las catecolaminas estimulan la lipolisis (47). In
vitro se ha observado en bovinos que el ayuno o la restriccién de alimento
disminuyen el nimero de receptores de adenosina (antilipoliticos) y se in-
crementan la afinidad de los receptores 3-adrenérgicos, asi como la expre-
sion del gen de la lipasa sensitiva a hormona. La respuesta [3-adrenérgica a
la desnutricion se debe a los receptores B, (48).

En cuanto al efecto de la hormona del crecimiento, ésta incrementa
el efecto lipolitico de la adrenalina. Cuando los rumiantes estan en balance
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energético positivo, los cuerpos cetdnicos provienen del metabolismo del
butirato que pasa a través de la pared ruminal; durante la desnutricion, la
cetogénesis se incrementa debido a la oxidacién de los NEFAS y los trigli-
céridos, en el higado se efectta este proceso.

Ademads de su papel como reserva energética, el tejido adiposo tiene
una funcién endocrina que secreta factores autocrinos, paracrinos y endo-
crinos. En afos recientes se ha demostrado que el tejido adiposo produce
una serie de citocinas, tales como el factor de necrosis tumoral, la leptina y
el inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1. También puede formar
hormonas como estradiol y cortisol, a partir de sus precursores. Ademas,
posee actividad monoamino-oxidasa a partir de la cual pueden metaboli-
zar catecolaminas y otras aminas biogénicas (5, 39).

La leptina es una hormona proteinica que producen los adipocitos;
es un factor lipostatico cronico que regula el apetito, el gasto energético,
la presién sanguinea, y es componente importante en la regulacién de la
actividad reproductiva.

La sintesis y secrecién de leptina estd influenciada por las reservas
energéticas en el tejido adiposo, asi como por otros factores (cuadro 1).
El tamano de los adipocitos es determinante en la sintesis de leptina; los
adipocitos mas grandes contienen mas leptina que los pequenos. Los ni-
veles de leptina en la sangre se correlacionan con las reservas grasas. Los
cambios en la concentracion de leptina como respuesta al ayuno/alimen-
tacion son proporcionales a los cambios en el peso o en la grasa corporal
(49). Se ha propuesto que la disminucién en los niveles plasmaticos de lep-
tina durante periodos de malnutricion, es importante en las adaptaciones
neuroendocrinas que aseguran la sobrevivencia animal. Esta disminucién
en la concentracion de leptina, es sefal para incrementar el consumo de
alimento, aumentar la secrecion de glucocorticoides, disminuir la activi-
dad tiroidea, bajar el gasto energético y la sintesis de proteinas, asi como
limitar la actividad reproductiva (5).

Las neuronas sensibles a leptina de los nucleos arcuato, ventro-
medial y dorsomedial del hipotalamo expresan neuropéptidos o neuro-
transmisores implicados en la regulacién central del balance de energia
(figura 1). El receptor de leptina largo (Ob-Rb) se coexpresa con el neu-
ropeptido Y.
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Cuabro 1.
Factores que regulan la expresion de leptina

Sitio Aumento Disminucion
Sobrealimentacion Ayuno
Obesidad (excepto Testosterona
mutacion ob) Agonistas 3-adrenérgicos
Tejido adiposo Insulina Tiazolidinodionas (in vitro)
Glucocorticoides Hormonas tiroideas
Infeccion aguda Exposicion al frio
Citocinas(FNT-q,IL-1, LPS)
Insulina . -
. Peso bajo al nacimiento
Placenta Glucocorticoides
Hipoxia
Glucosamina
Musculo esquelético Glucosa
Lipidos
Estdmago (region Alimentacion
fundica) Colecistocinina

Adaptado de Ahima y Flier, 2000
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Adaptado de Ahima y Flier, 2000

Ficura 1.

Papel de la leptina en la adaptacion al ayuno. La disminucién en la concentracién
circulante de leptina por ayuno o malnutricion produce a nivel del ntcleo
arcuato un incremento en la expresion del neuropéptido Y (NPY) y del péptido
relacionado al gen agouti (AGRP), asi como una disminucién en la expresion
de propiomelanocortina (POMC) y del producto de transcripcion regulado por
anfetamina y cocaina (CART). El NPY y AGRP estimulan el consumo de alimento
(orexigénicas), mientras que la hormona estimulante de los melanocitos alfa (a-
MSH, producto de POMC) y CART loinhiben (anorexigénicas).Los grupos neuronales
NPY y POMC del nucleo arcuato también proyectan hacia el hipotdlamo lateral
regulando la expresion de la hormona concentradora de melanina (MCH) que es un
potente orexigenico. Se ha visto que la disminucion de leptina también disminuye
la respuesta inmune. ObRDb, receptor largo para leptina; CRH, hormona liberadora
de corticotropina; TRH, hormona liberadora de tirotropina; GHRH, hormona
liberadora de somatotropina; GNRH hormona liberadora de gonadotropinas; SS,
somatostatina; ACTH, hormona adrenocorticotropa; Cort, Cortisol; TSH, hormona
estimulante de la tiroides; T4/T3, tetra- y triyodotironina; LH, hormona luteinizante;
FSH, hormona foliculo estimulante; GH, hormona del crecimiento.
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lll. Efecto de la subnutricion sobre el eje
hipotalamico-pituitario-gonadal

En los mamiferos la limitacion o suspension temporal de actividades no
esenciales para la sobrevivencia individual, como el crecimiento en los ani-
males jovenes o la reproduccion en los sexualmente maduros, representa
un mecanismo fisiolégico de adaptacion a la subnutricion.

En ese sentido, es importante considerar que la reproduccién y lac-
tancia en los mamiferos constituyen eventos energéticamente muy de-
mandantes (50). Por ello, la posibilidad de limitar la actividad reproductiva,
representa un mecanismo de adaptacion metabdlica de gran potencial y
utilidad para hacer frente a condiciones de restriccion nutricional (51, 52).

En condiciones ordinarias de la produccién animal, el estado ener-
gético de los individuos determina su capacidad reproductiva (53, 54).
Dicho estado depende de la relacién entre el consumo, el gasto y las reser-
vas corporales de energia y en caso de ser interpretado como deficitario,
puede afectar segun su intensidad a diferentes procesos reproductivos. En
los machos, puede retrasar la pubertad y reducir en forma permanente la
capacidad espermatogénica, cuando el déficit energético ocurre en indi-
viduos sexualmente inmaduros. En las hembras también retrasa la puber-
tad, y después interrumpe los ciclos ovulatorios, prolonga el periodo de
anovulacion posparto, disminuye la tasa ovulatoria o aumenta la mortali-
dad embrionaria temprana (54).

La via fundamental por la cual el estado energético influye sobre la
funcion reproductiva, es a partir de la regulacion de la frecuencia de secre-
cién pulsatil de la hormona liberadora de gonadotropinas hipotaldmica
(GnRH) y de la hormona luteinizante hipofisiaria (LH) (53-56). Hasta ahora,
sélo se conocen parcialmente los mecanismos fisioldgicos a través de los
cuales el estado energético es capaz de regular la secrecion de GnRH y LH;
sin embargo, la integracion a nivel del sistema nervioso central (SNC) de
sefiales metabdlicas relacionadas con las reservas corporales de energia
(estado energético estatico) y con su movilizacién o el ingreso de energia
al organismo a partir del consumo de alimento (estado energético dina-
mico) son definitorios (52). En relacién con ello, podrian existir diferencias
entre especies no rumiantes y rumiantes en cuanto a cdmo opera dicha in-
tegracion. Ejemplo de elloes la falta de consistencia en el efecto de restric-
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cién en el consumo de alimento sobre la frecuencia de secrecién pulsatil
de LH en especies rumiantes (57, 58), que comUnmente se expresa Como
disminucion en la frecuencia de secrecién de esta hormona en especies no
rumiantes (59).

Independientemente de lo anterior, en especies rumiantes existen
evidencias de la interaccion entre los estados energéticos estatico y dina-
mico en términos de la regulacién de secrecion de LH al igual que en otras
especies no rumiantes. En hembras caprinas, el ayuno por tres dias provo-
ca disminucion en la frecuencia de secrecion pulsatil de LH, pero sélo en
animales con malas reservas energéticas corporales (60). Asimismo, el ayu-
no por 60 h no afecta la secrecién de LH en vacas con buena condicién cor-
poral (58), pero si en vaquillas prepuberes en crecimiento, que a pesar de
su buena condicién corporal, presumiblemente tienen una menor reserva
adiposa que los animales maduros (61). Asimismo, las reservas energéticas
corporales son capaces de modular el significado de sefiales metabdlicas
relacionadas con la homeostasis energética. En ovinos, la dosis intracere-
broventricular de leptina requerida para ocasionar depresién del apetito
es mayor en animales con mala condicion corporal vs. animales con buena
condicién (62).

Aunque los efectos fisioldgicos de leptina son diversos, los mas rele-
vantes se relacionan con la regulacién de eventos asociados al metabolis-
mo energético (apetito y balance energético); (63) y a la funcion reproduc-
tiva (secrecién de GnRH/LH)(62, 64). En ambos casos, el hipotilamo repre-
senta el centro integrador de las sefales periféricas regulatorias. Ademas
de la vinculacion de la leptina con la ocurrencia de la pubertad en ratones
y ratas hembra (65, 66), se ha observado que el tratamiento con leptina
previene el efecto inhibitorio del ayuno sobre la secrecidon de LH en ratas
hembra (67), monos rhesus machos (68) y ovinos macho castrados trata-
dos con estradiol (69). Se ha concluido que un componente importante en
la regulacion por leptina de estos eventos reproductivos, es la modulaciéon
de secrecion de LH a partir de la regulacién de secrecién de GnRH (55). Sin
embargo, el efecto de leptina sobre la secrecién de GnRH parece ser indi-
recto, involucrando a interneuronas hipotalamicas que conectan con las
neuronas endocrinas GnRH que no expresan receptores funcionales para
leptina (52, 68). Existen firmes evidencias, que sefalan a las neuronas que
expresan neuropéptido Y (NPY) en el ntcleo arcuato, como las interneuro-
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nas mediadoras del efecto de leptina sobre la secrecion de GnRH. Sin em-
bargo, a su vez se ha sugerido la existencia de otro grupo neuronal cuyo
neuromediador no ha sido identificado, y que en conjunto con las neu-
ronas NPY conforman el camino de sefalizacion leptina-GnRH (70). Cabe
mencionar que las neuronas NPY del nucleo arcuato, estan involucradas
con el control del apetito y metabolismo energético, vinculando a su vez a
la leptina con la regulacion de esos eventos (70).

Asimismo, algunos de los efectos de leptina sobre la funcién re-
productiva son bloqueados por tratamientos que inhiben la utilizacién
celular de glucosa (55,71). Ademas, la sintesis y secrecion de leptina es re-
gulada en forma aguda por el consumo de alimento (58, 72) y por la propia
disponibilidad de combustibles metabolicos (52). Existen otros modulado-
res de la secrecion de leptina, como el fotoperiodo en ovinos (73) y se ha
demostrado un ritmo circadiano en humanos, aunque esto no se ha ex-
plorado especificamente en rumiantes. Con base en lo anterior, se sugiere
que el papel de la leptina en el control de la reproduccion es actuar como
mediador o modulador de las sefales asociadas con la disponibilidad o
utilizacién celular de combustibles metabdlicos (52, 55). Como mediador,
las fluctuaciones en su concentracion plasmética podrian ser el elemen-
to que se use para definir la calidad del estado energético, involucrando
a interneuronas como las NPY del nucleo arcuato que conectan con las
neuronas GnRH. En términos de su funcion moduladora, la leptina podria
regular la respuesta de estructuras que actian como sensores de sefa-
les metabdlicas, al alterar la disponibilidad, ingreso celular y oxidacion de
combustibles metabdlicos en esas estructuras.

La disponibilidad de combustibles metabdlicos a nivel del SNC,
particularmente glucosa, es capaz de regular la secrecion de GnRH/LH,
por ello se ha propuesto como un mediador del efecto de la restriccion
nutricional sobre la reproduccion (52,74,75,76,77). La existencia de sitios
que actuan como glucosensores a nivel central para regular el apetito y
la glicemia se ha demostrado en ratas, localizandose principalmente en la
médula oblonga (zonas ventrolateral y dorsomedial) (78). Se ha sugerido
que estructuras presentes en esa region estan relacionadas con el efec-
to supresor de la glucoprivacién inducida por inhibidores metabdlicos de
utilizacién de glucosa (2-deoxiglucosa, 2DG) sobre la secrecién pulsatil de
LH (76). El Area Postrema (AP) es un érgano circunventricular localizado
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en la zona dorsomedial de la médula oblonga, se encuentra fuera de la
barrera hematoencefélica, contiene neuronas responsivas a glucosa (79) y
es importante en la transferencia de informacion en cuanto a disponibili-
dad de glucosa a centros cerebrales superiores que controlan respuestas
de comportamiento (80). Asimismo, en la rata hembra la remocién del AP
previene el efecto inhibitorio de la hipoglicemia inducida por insulina so-
bre la secrecion pulsatil de LH, por lo que se sugiere que esta estructura
es fundamental en la inhibicién del generador hipotaldmico de pulsos de
GnRH ocasionada por el estrés hipoglicémico (81).

También se ha sugerido que el AP puede ser un sitio importante de
integracion de la sefal representada por la leptina y sefiales asociadas con
la disponibilidad y utilizacién de combustibles metabdlicos como las con-
centraciones circulantes de glucosa e insulina (52). La infusién de leptina
en el 4° ventriculo cerebral previene el anestro inducido por ayuno en ha-
msters sirios (71). En cerdos se ha identificado la expresion del ARNm del
receptor largo para leptina (Ob-R1) en el AP (82). El efecto de leptina sobre
la secrecién de LH parece depender de la disponibilidad de glucosa y de
su percepcién en glucosensores, ya que la administracion de 2DG inhibe el
efecto de leptina sobre la secrecién de LH (71) y el tratamiento con leptina
es incapaz de restaurar la secrecién de LH en ratas tratadas con 2DG (55).
La integraciéon de sefales metabdlicas a nivel del AP podria implicar que
a ese nivel la leptina fuera capaz de actuar como modulador de la sefal
asociada con la disponibilidad de combustibles metabolicos (glucosa), en
forma similar a lo propuesto para el control del apetito por leptina y el
neuropéptido Y (83). En este sentido, la leptina podria actuar a nivel del
AP estimulando la incorporacion de glucosa, mediante la modulacién de
proteinas involucradas con el transporte de este metabolito al interior de
la célula (55).

Al igual que la leptina, la insulina es una hormona que aparente-
mente vincula el estado energético con la funcién reproductiva (70). Sus
concentraciones circulantes tienen relacién con las reservas corporales de
grasa y se reflejan en las concentraciones de la hormona a nivel del SNC
(84). Aunque su funcién principal tiene que ver con la homeostasis de la
glucosa, existen evidencias de que sefalan a la insulina como un regula-
dor directo de las neuronas endocrinas GnRH y de la secrecion de LH. En
ratones el incremento de las concentraciones circulantes de insulina, man-
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teniendo condiciones controladas de glicemia (clamp hiperinsulinémico)
estimula la secrecion de LH (85). Estudios con cultivos primarios de células
neuronales hipotalamicas o con células Gnv-3 (linea celular neuronal que
expresa GnRH), indican que este efecto de insulina sobre la secrecién de
LH es mediado por la regulacién directa de la secrecién de GnRH hipota-
lamica (70). Estos y otros hallazgosincluyen a la insulina como una de las
sefales metabdlicas importantes que relacionan el estado energético con
la funcién reproductiva (70, 86).

Por ultimo, existen evidencias que involucran a sefales periféri-
cas derivadas del tracto gastrointestinal, como las hormonas Ghrelina y
Polipéptido YY (PYY, ), en el grupo de senales metabdlicas con capaci-
dad de regular la secrecion de GnRH y LH y que al integrarse determinan
la condicion del estado energético y el nivel de expresion de la funcion
reproductiva (86). Asimismo, otros mediadores centrales, como la kisspep-
tina (producto del gen Kiss1) secretada como neuromediador por grupos
neuronales en los nucleos arcuato y predptico, parecen ser parte del com-
plejo grupo de sefales que regulan el funcionamiento de las neuronas
GnRH y permiten la integracion de la funciéon reproductiva con el estado
energético del organismo (86).

IV. Conclusiones

Queda claro que la sobrevivencia de los animales subalimentados depen-
de de la duraciéon y severidad de la restriccion de alimento, y de las reser-
vas corporales previas a la restriccion, lo que modificard la cinética y los
limites fisiologicos de la movilizacién de la grasa y proteina.

Estudios en humanos, ratas y aves, muestran que en animales ma-
gros, la duracion de la restriccion estd limitada por el agotamiento de la
reserva lipidica, y depende de la capacidad gluconeogénica de los ami-
nodacidos movilizados. Sin embargo, se ha visto que ovejas gordas subali-
mentadas murieron antes de que perdieran del 25%-30% de su proteina
corporal, y que 50% de sus lipidos corporales fueron movilizados. Estos
animales dejaron de comer, quizd debido a los problemas metabdlicos
causados por el exceso en la movilizacién de los lipidos. Por tanto, la grasa
corporal no previno la movilizacién de proteina, y el exceso de grasa qui-
z4 inhibid posibles adaptaciones de la movilizacién proteinica. Esto impli-



CienciA VETERINARIA 10 -2007

ca que los mecanismos endocrinos-celulares que se desencadenan para
adaptarse a la subnutricion no son iguales en animales rumiantes que en
no rumiantes. Respecto de la funcién reproductiva, es claro que su regula-
cién representa un mecanismo metabdlico de gran potencial para enfren-
tar condiciones de subnutriciéon, particularmente en lo que se refiere al
ahorro de energia. Esa regulacion involucra a un grupo complejo de sefa-
les periféricas y centrales, que son utilizadas para interpretar la condicion
del estado energético del organismo y que directa o indirectamente con-
trolan el funcionamiento de las neuronas GnRH. La integracion funcional
de estos componentes ha sido explorada y entendida parcialmente sobre,
todo en especies no rumiantes; sin embargo, algunas evidencias indican
que podria ser diferente en los rumiantes, diferencia que seria quiza mayor
en los genotipos con estacionalidad reproductiva. Todo lo anterior, signi-
fica que se requieren mas investigaciones sobre la bioquimica adaptativa
en los diferentes tipos celulares para poder comprender los mecanismos
de recambio de lipidos y proteinas que se suceden durante los periodos de
malnutricién. Asimismo, indica que es necesario comprender cada uno de
los factores neuroendocrinos involucrados en la homeostasis de la ener-
gia, de tal forma que nos permita acercarnos al entendimiento de la fisio-
logia adaptativa de la subnutricién.

127



128

SUBNUTRICION EN PEQUENOS RUMIANTES

C6$ Referencias

10.

11.

Silanikove N. The physiological basis of adaptation in goats to harsh en-
viroments. Small Rum. Res. 35, 181-193. 2000.

Ricardi C, and Shimada A. A note on diet selection by goats on a semia-
rid temperate rangeland throughout the year. Appl. Anim. Behav. Sci. 3,
239-247.1992.

Centro de Estadistica Agropecuaria. Sistema de Informacién y Estadistica
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), SAGARPA, México D.F. 2002.

Orskov ER, and Ryle M. Energy Nutrition in Ruminants., Elsevier Applied
Science., London, UK. 1990.

Chilliard Y, Ferlay A, Faulconnier Y, Bonnet M, Rouel J, and Bocquier F.
Adipose tissue metabolism and its role in adaptations to undernutrition
in ruminants. Proc. Nutr. Soc. 59, 127-134. 2000.

Gomez-Pasten M, Mora O, Pedraza-Chaverri J, and Shimada A. The
effect of the severity of a long term feed restriction on metabolism and
hepatic and muscle tissue composition of goats. J. Agric. Sci,, Cambridge.
132,227-232.1999.

Cherel Y, Burnol AF, Leturque A, and Le Maho Y. In vivo glucose utiliza-
tion in rat tissues during the three phases of starvation. Metabolism. 37,
1033-1039. 1988.

Cherel T, Robin J, and Le Maho Y. Physiology and biochemistry of long-
term fasting in birds. Can. J. Zool. 66, 154-166. 1988b.

Goodman MN, Larsen PR, Kaplan MM, Aoki TT, Young VR, and Ruderman
NB. Starvation in the rat. Il. Effect of age and obesity on protein sparing and
fuel metabolism. Am. J. Physiol. 239, E277-E286. 1980.

Goodman MN, and Ruderman NB. Starvation in the rat. I. Effect of age
and obesity on organ weights, RNA, DNA, and protein. Am. J. Physiol.
239: E269-E276. 1980.

Le Maho Y, Vu Van Kha H, Koubi H, Dewasmes G, Girard J, Ferré P, and
Cagnard M. Body composition, energy expediture and plasma metabolites
in long term fasting geese. Am. J. Physiol. 241: E342-E354.1981.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

CienciA VETERINARIA 10 -2007

Robin JP, Frain M, Sardet C, Groscolas R, and Le Maho Y. Protein and
lipid utilization during long-term fasting in emperor penguins. Am. J.
Physiol. 254: R61-68. 1988.

Belkhou R, Cherel Y, Heitz A, Robin J, and Le Maho Y. Energy contribu-
tion of proteins and lipids during prolonged fasting in the rat. Nutr. Res.
11:365-374.1991.

Cant JP, McBride BW, and Croom WJ, Jr. The regulation of intestinal
metabolism and its impact on whole animal energetics. J. Anim. Sci. 74.
2541-2553.1996.

Ferraris RP, and Carey HV. Intestinal transport during fasting and mal-
nutrition. Annu. Rev. Nutr. 20. 195-219, 2000.

Ferraris RP, Yasharpour S, Lloyd KC, Mirzayan R, and Diamond JM.
Luminal glucose concentrations in the gut under normal conditions.
Am. J. Physiol. 259, G822-837. 1990.

Butzner JD, Butler DG, Miniats OP, and Hamilton JR. Impact of chronic
protein-calorie malnutrition on small intestinal repair after acute viral
enteritis: a study in gnotobiotic piglets. Pediatr. Res. 19: 476-481. 1985.

Waheed AA, and Gupta PD. Changes in structural and functional pro-
perties of rat intestinal brush border membrane during starvation. Life
Sci.61:2425-2433.1997.

Misch DW, Giebel PE, and Faust RG. Intestinal microvilli: responses to
feeding and fasting. Eur. J. Cell Biol. 21: 269-279. 1980.

Trahair JF, DeBarro TM, Robinson JS, and Owens JA. Restriction of nu-
trition in utero selectively inhibits gastrointestinal growth in fetal sheep.
J.Nutr.127:637-641. 1997.

Boza JJ, Moennoz D, Vuichoud J, Jarret AR, Gaudard-de-Weck D,
Fritsche R, Donnet A, Schiffrin EJ, Perruisseau G, and Ballevre O. Food
deprivation and refeeding influence growth, nutrient retention and
functional recovery of rats. J. Nutr. 129. 1340-1346. 1999.

Bayer RC, Rittenburg JH, Bird FH, Chawan CB, and Allen M. Influence
of short term fasting on chicken alimentary canal mucosa. Poult. Sci. 60,
1293-1302. 1981.

Goodlad RA, Plumb JA, and Wright NA. Epithelial cell proliferation and
intestinal absorptive function during starvation and refeeding in the rat.
Clin. Sci. (Lond). 74, 301-306. 1988.

129



130

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

SUBNUTRICION EN PEQUENOS RUMIANTES

Holt PR, Wu S, and Yeh KY. lleal hyperplastic response to starvation in
the rat. Am. J. Physiol. 251, G124-131. 1986.

Ferraris RP. Effect of aging and caloric restriction on intestinal sugar and
amino acid transport. Front. Biosci. 2,e108-115. 1997.

Ferraris RP, Cao QX, and Prabhakaram S. Chronic but not acute energy
restriction increases intestinal nutrient transport in mice. J. Nutr. 131,
779-786.2001.

Carey HV, Hayden UL, and Tucker KE. Fasting alters basal and stimulat-
ed ion transport in piglet jejunum. Am. J. Physiol. 267, R156-163. 1994.

Uhnool IS, Freihorst J, Riepenhoff-Talty M, Fisher JE, and Ogra PL. Effect
of rotavirus infection and malnutrition on uptake of a dietary antigen in
the intestine. Pediatr. Res. 27, 153-160. 1990.

Darmon N, Pelissier MA, Heyman M, Albrecht R, and Desjeux JF.
Oxidative stress may contribute to the intestinal dysfunction of wean-
ling rats fed a low protein diet. J. Nutr. 123, 1068-1075. 1993.

Butzner JD, Brockway PD, and Meddings JB. Effects of malnutrition on
microvillus membrane glucose transport and physical properties. Am. J.
Physiol. 259, G940-946. 1990.

Brot-Laroche E, Dao MT, Alcalde Al, Delhomme B, Triadou N, and
Alvarado F. Independent modulation by food supply of two distinct
sodium-activated D-glucose transport systems in the guinea pig jeju-
nal brush-border membrane. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 85, 6370-6373.
1988.

Rayo JM, Esteban S, and Tur JA. Effect of starvation on the in vivo in-
testinal absorption of sugars and amino acids in young chickens (Gallus
domesticus). Arch. Int. Physiol. Biochim. Biophys. 100, 155-158. 1992.

Sell S, and llic Z. Liver Stem Cells. Springer, Georgetown, Tx. USA. 1997.

Griffin J, and Ojeda S. Textbook of Endocrine Physiology., Oxford Press
University Inc., New York, USA. 1992.

Burrin DG, Britton RA, and Ferrell CL. Visceral organ size and hepatocyte
metabolic activity in fed and fasted rats. J. Nutr. 118, 1547-1552. 1988.

Andriamampandry MD, Bnouham M, Michard D, Gutbier G, Le MahoY,
and Leray C. Food deprivation modifies fatty acid partitioning and beta-
oxidation capacity in rat liver. J. Nutr. 126, 2020-2027. 1996.



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

CienciA VETERINARIA 10 -2007

Velez J and Donkin S. Feed restriction induces pyruvate carboxylase
but not phosphoenolpyruvate carboxykinase in dairy cows. J. Dairy Sci.
88:2938-2948. 2005.

Rhoads RP, Greenwood PL, Bell AW, and Boisclair YR. Nutritional regu-
lation of the genes encoding the acid-labile subunit and other compo-
nents of the circulating insulin-like growth factor system in the sheep. J.
Anim. Sci. 78, 2681-2689. 2000.

Samra JS. Sir David Cuthbertson Medal Lecture. Regulation of lipid me-
tabolism in adipose tissue. Proc. Nutr. Soc. 59, 441-446. 2000.

Rinberg T, White R, Holleman D, and Luick J. Body growth and carcass
composition of lean reindeer (Rangifer tarandus tarandus L.) from birth
to sexual maturity. Can. J. Zool. 59, 1040-1044. 1981.

Vayrynen P, Nieminen M, and Hyvarinen H. /n Second International
Reindeer/Caribou Symposium (Reimers, E., Gaare, E., and Skjenneberg,
S., Eds.), Roros, Norway. 1980.

Soppela P, Heiskari U, Nieminen M, Salminen |, Sankari S, and Kindahl
H. The effects of a prolonged undernutrition on serum lipids and fatty
acid composition of reindeer calves during winter and spring. Acta
Physiol. Scand. 168, 337-350. 2000.

Leichsenring M, Sutterlin N, Less S, Baumann K, Anninos A, and
Becker K. Polyunsaturated fatty acids in erythrocyte and plasma lipids
of children with severe protein-energy malnutrition. Acta Paediatr. 84,
516-520. 1995.

Noble RC. Digestion, absorption and transport of lipids in ruminant ani-
mals. Prog. Lipid Res. 17,55-91. 1978.

Pannaretto B. Body composition in vivo. VI. The composition of ewes du-
ring a prolonged undernutrition. Austr. J. Agric. Res. 15, 771-787. 1964.

Chilliard Y. Bibliographic review: quantitative variations and metabo-
lism of lipids in adipose tissue and liver during the gestation-lactation
cycle. 2: In the ewe and the cow. Reprod. Nutr. Dev. 27, 327-398. 1987.

Chilliard Y, Bocquier F, and Doreau M. Digestive and metabolic adap-
tations of ruminants to undernutrition, and consequences on reproduc-
tion. Reprod. Nutr. Dev. 38, 131-152. 1998.

Bonnet M, Faulconnier Y, Flechet J, Hocquette JF, Leroux C, Langin D,
Martin P, and Chilliard Y. Messenger RNAs encoding lipoprotein lipase,

131



132

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

SUBNUTRICION EN PEQUENOS RUMIANTES

fatty acid synthase and hormone-sensitive lipase in the adipose tissue
of underfed-refed ewes and cows. Reprod Nutr. Dev. 38, 297-307. 1998.

Ahima R, and Flier J. Leptin. Annu. Rev. Physiol. Annu. Rev. Physiol. 62,
413-437.2000.

Carey C. Energetics of Reproduction en Encyclopedia of Reproduction
Vol. 1, E. Knobil & J. D. Neill Editores. Academic Press, San Diego, CAL,
EEUUAA. 1999.

Cunningham MJ, Clifton DK, Steiner RA. Leptin’s Actions on the
Reproductive Axis: Perspectives and Mechanisms. Biol. Reprod.
60:216. 1999.

Schneider JE, Zhou D, Blum RM. Leptin and metabolic control of repro-
duction. Horm. Behav. 37:306. 2000.

Dunn TG, Moss GE. Effects of nutrient deficiencies and excesses on re-
productive efficiency of livestock. J. Anim. Sci. 70:1580. 1992.

Robinson JJ. Nutrition and reproduction. Anim. Reprod. Sci. 42:25. 1996.

Foster DL, Nagatani S. Physiological Perspectives on Leptin as a
Regulator of Reproduction: Role in Timing Puberty. Biol. Reprod.
60:205. 1999.

Wettemann RP, Bossis I. Energy Intake Regulates Ovarian Function in
Beef Cattle. Proc. Am. Soc. Anim. Sci. 1. 2000.

Rhind SM, Martin GB, McMillen S, Tsonis CG, McNeilley AS. Effect of
level of food intake of ewes on the secretion of LH and FSH and on the
pituitary response to gonadotrophin-releasing hormone in ovariecto-
mized ewes. J. Endocrinol. 121:325. 1989.

Amstalden M, Garcia MR, Stanko RL, Nizielski SE, Morrison CD, Keisler
DH, Williams GL. Central infusion of recombinant ovine leptin normali-
ze plasma insulin and stimulates a novel hypersecretion of luteinizing
hormone after short-term fasting in mature beef cows. Biol. Reprod.
66:1555. 2002.

Cameron JL. Regulation of reproductive hormone secretion in primates
by short-term changes in nutrition. Rev. Reprod. 1:117. 1996.

Tanaka T, Akaboshi N, Inoue Y, Kamomae H, Kaneda Y. Fasting-in-
duced suppression of pulsatile luteinizing hormone secretion is rela-
ted to body energy status in ovariectomized goats. Anim. Reprod. Sci.
72:185.2002.



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

CienciA VETERINARIA 10 -2007

Amstalden M, Garcia MR, Williams SW, Stanko RL, Nizielski SE,
Morrison CD, Keisler DH, Williams GL. Leptin gene expression, circula-
ting leptin, and luteinizing hormone pulsatility are acutely responsive
to short-term fasting in prepubertal heifers: relationship to circulating
insulin and insulin-like growth factor I. Biol. Reprod. 63:127. 2000.

Keisler DH, Daniel JA, Morrison CD. The role of leptin in nutritional sta-
tus and reproductive function. J. Reprod. Fert. Supp 54:425. 1999.

Harvey JG, Kaplan JM. The neuroanatomical axis for control of energy
balance. Front. Neuroendocrinol. 23:2. 2002.

Williams GL, Amstalden M, Garcia MR, Stanko RL, Nizielski SE, Morrison
CD, Keisler DH. Leptin and its role in the central regulation of reproduc-
tion in cattle. Domest. Anim. Endocrinol. 23:339. 2002.

Chehab FF, Mounzih K, Lu R, Lim ME. Early onset of reproductive func-
tion in normal female mice treated with leptin. Science 275:88. 1997.

Cheung CC, Thornton JE, Kuijper JL, Weigle DS, Clifton DK, Steiner RA.
Leptin is a metabolic gate for the onset of puberty in the female rat.
Endocrinology 138:855.1997.

Nagatani S, Guthikonda P, Thompson RC, Tsukamura H, Maeda
Kl, Foster DL. Evidence for GnRH regulation by leptin: leptin admi-
nistration prevents reduced pulsatile LH secretion during fasting.
Neuroendocrinology 67:370. 1998.

Finn PD, Cunningham MJ, Pau KY, Spies HG, Clifton DK, Steiner RA.
The stimulatory effect of leptin on the neuroendocrine reproductive
axis of the monkey. Endocrinology 139:4652. 1998.

Nagatani S, Zeng Y, Keisler DH, Foster DL, Jaffe CA. Leptin regulates
pulsatile luteinizing hormone and growth hormone secretion in the
sheep. Endocrinology 141:3965. 2000.

Gamba M, Pralong FP. Control of GnRH neuronal activity by metabolic
factors: The role of Leptin and Insulin. Mollecular & Cellular Endocrinology
254-255:133. 2006.

Schneider JE, Zhou D. Interactive effects of central leptin and peripheral
fuel oxidation on estrous cyclicity. Am. J. Physiol. 277:R1020. 1999.

Delavaud D, Bocquier F, Chilliard Y, Keisler DH, Gertler A, Kann G.
Plasma leptin in ruminants: effect of nutritional status and body fatness

133



134

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

SUBNUTRICION EN PEQUENOS RUMIANTES

on plasma leptin concentration assessed by a specific RIA in sheep. J.
Endocrinol. 165:519. 2000.

Bocquier F, Bonnet M, Faulconnier, Guerre-Millo M, Martin P, Chilliard
Y. Effects of photoperiod and feeding level on perirenal adipose tissue
metabolic activity and leptin synthesis in the ovariectomized ewe. Rep.
Nut. Dev. 38:489. 1998.

Clarke 1J, Horton RJ, Doughton BW. Investigation of the mechanism by
which insulin-induced hypoglycemia decreases luteinizing hormone se-
cretion in ovariectomized ewes. Endocrinology 127:1470. 1990.

Bucholtz DC, Vidwans NM, Herbosa C, Schillo K, Foster DL. Metabolic
interfaces between growth and reproduction. V. Pulsatile luteinizing
hormone secretion is dependent on glucose availability. Endocrinology
137:601. 1996.

Murahashi K, Bucholtz DC, Nagatani S, Tsukahara S, Tsukamura
H, Foster DL. Suppression of luteinizing hormone pulses by restric-
tion of glucose availability is mediated by sensors in the brain stem.
Endocrinology 137:1171. 1996.

Nagatani S, Bucholtz DC, Murahashi K, Estacio M, Tsukamura H, Foster
DL, Maeda K. Reduction of glucose availability suppresses pulsatile
luteinizing hormone release in female and male rats. Endocrinology
137:1166. 1996.

Ritter S, Dinh TT, Zhang Y. Localization of hindbrain glucoreceptive sites
controlling food intake and blood glucose. Brain Res. 856:37. 2000.

Adachi A, Kobashi M, Miyoshi N, Tsukamoto G. Chemosensitive neu-
rons in the area postrema of the rat and their possible functions. Brain
Res. Bull. 26:137.1991.

Edmonds BK, Edwards GL. Dorsomedial hindbrain participation in glu-
coprivic feeding responses to 2DG but not 2DG-induced hyperglycemia
or activation of the HPA axis. Brain Res. 801:21. 1998.

Cates PS, O'Byrne KT. The area postrema mediates insulin hypoglycae-
mia-induced suppression of pulsatile secretion in the female rat. Brain
Res. 853:151. 2000.

Lin J, Barb CR, Matteri RL, Kraeling RR, Chen X, Meinersmann RJ,
Rampacek GB. Long form of leptin receptor mRNA expression in the
brain, pituitary, and other tissues in the pig. Domest. Anim. Endocrinol.
19:53. 2000.



83.

84.

85.

86.

CieNciA VETERINARIA 10 -2007

Schwartz GJ, Moran TH. Leptin and Neuropeptide Y have opposing
modulatory effects on Nucleus of the Solitary Tract neurophysiological
responses to gastric loads: Implications for the control of food intake.
Endocrinology 143:3779. 2002.

Schwartz MW, Peskind E, Raskind M, Boyko EJ, Porte Jr D. Cerebrospinal
fluid leptin levels: relationship to plasma levels and to adiposity in hu-
mans. Nat. Med. 2:589. 1996.

BurcelinR, ThorensB, Glauser M, Gaillard RC, Pralong FP. Gonadotropin-
releasing hormone secretion from hypothalamic neurons: stimulation
by insulin and potentiation by leptin. Endocrinology 144:4484. 2003.

Fernandez-Fernandez R, Martini AC, Navarro VM, Castellano JM,
Dieguez C, Aguilar E, Pinilla L, Tena-Sempere M. Novel signals for the
integration of energy balance and reproduction. Mollecular & Cellular

Endocrinology 254-255:127. 2006.

135






CienciA VETERINARIA 10 -2007

Cultivo in vitro de Babesia bovis'y
Babesia bigeminay su aplicacion
para la produccion de vacuna

Oxc¢

Jestis Antonio Alvarez Martinez
Julio Vicente Figueroa Milldn

L INtroducCion ......ooinii 136
[Il. Distribucion geografica. ........c.oviiiviiiniiin it 136
lll. Ciclo biolégico de Babesiaenlagarrapata ..............ccooeven... 137
IV. Desarrolloenelbovino.........c.coouviiiiiiiniiniiiiiiiii i 137
V. Antecedentes del cultivoinvitro...............ooooiiiiiiiiii 138
VI. Control de la babesiosis bovina a partir de inmundégenos.......... 140
VII. Importanciay aplicaciones del cultivoinvitro...................... 141

VIIl. Vacunas vivas atenuadas derivadas del cultivo in vitro en México ...142
IX. Perspectivas. ........oouviuiiniiii i 145

R EIENCIAS. ..ottt 146



138

CuLTIVO IN VITRO DE BABESIA BOVIS Y BABESIA BIGEMINA

l. Introduccion

a babesiosis bovina, conocida también como fiebre de Texas, fiebre

de la garrapata o aguas rojas, es causada por protozoarios intraeri-
trociticos del género Babesia que son transmitidos por garrapatas. Son
capaces de producir un cuadro clinico caracterizado por fiebre, anemia
hemolitica, hemoglobinuria y muerte; también provocan aborto en
hembras gestantes después del primer tercio (1, 2). Los signos clinicos
varian segun la patogenicidad y virulencia de la especie y la cepa de
Babesia. Hay factores que determinan la infeccién, como edad, raza y
estado inmune del animal. Los animales afectados, al recuperarse de
lo agudo de la enfermedad, generalmente se mantienen como porta-
dores asintomdaticos durante anos, pudiendo ser vectores de infeccion
hacia los animales sanos y dificilmente alcanzan los niveles de produc-
cién perdidos (3).

II. Distribucion geografica

Existen mas de 70 especies de protozoarios del género Babesia, de és-
tas s6lo 18 causan enfermedad en diferentes mamiferos domésticos
(4). Cuatro especies destacan por su importancia econdmica al afectar
al ganado bovino; Babesia vobis (5), Babesia bigemina (6), Babesia diver-
gens 'y Babesia major (7-9). Las mas importantes, desde el punto de vista
econdémico, son B. bigemina y B. bovis, ambas ampliamente distribuidas
en areas donde existen sus vectores artropodos, que son las garrapatas
Boophilus microplus, Boophilus decoloratus 'y Boophilus annulatus. Lo an-
terior ocurre en paises localizados entre 30° S y 40° N del ecuador (10).
La babesiosis bovina es un serio problema para la ganaderia, en especial
en paises periféricos pues limitan la introduccién de ganado tipo espe-
cializado en la produccién de carne y leche a las regiones tropicales. En
México la babesiosis bovina, descrita desde el siglo XIX (11), continda
siendo una limitante para la producciéon ganadera, su distribucién se
describe en las principales regiones ganaderas tropicales en diferentes
estados. La magnitud se refleja con altas tasas de morbilidad y mortali-
dad en el ganado (12).
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l1l. Ciclo biologico de Babesia en la garrapata

El ciclo biolégico de Babesia se describe desde el momento en que las
garrapatas hembras pasan al portador ingiriendo sangre infectada con
Babesia. Los eritrocitos infectados se rompen y liberan a los parasitos que
se desarrollan en casi 36 h. Adquieren morfologia alargada con dimensio-
nes de 7.2-13.8 um por 2.6-5.6 um para el caso de Babesia bovis; las cuales
invaden a las células epiteliales del intestino de la garrapata y se reprodu-
cen por fision multiple en 96 h. Se producen los quinetos o “vermiculos”en
el lumen intestinal (13), que migran por la hemolinfa y penetran los évulos
en el ovario de la garrapata antes de ser cubiertos por quitina (14). Luego
se multiplican de nuevo por fision multiple en células intestinales del em-
brién y hay liberacion de una segunda generacién de quinetos (15). Estos
por medio de la hemolinfa llegan a las células de las glandulas salivales,
y ocurre otra fase de fision multiple, se liberan miles de cuerpos anulares
que se transforman en peras o piroplasmas (16). Estas son las formas infec-
tantes de Babesia que inoculan las larvas en el caso de B. bovis (17), o las
ninfas y adultos cuando se trata de B. bigemina (15, 18, 19).

IV. Desarrollo en el bovino

Las formas infecciosas de Babesia se hallan en las glandulas salivales de las
larvas de las garrapatas, al alimentarse se liberan al torrente sanguineo e
infectan a los eritrocitos del bovino (15). El periodo de incubacién varia se-
gun la especie de Babesia 'y de la via de inoculacién (18, 20).En condiciones
naturales el periodo prepatente puede ser de 7-35 dias. Se ha comprobado
que no existe ciclo exoeritrocitico de Babesia bigemina en portadores ver-
tebrados (21).

La penetracion de los merozoitos a los eritrocitos se resume en cinco
pasos: a) Contacto entre el merozoito y el eritrocito; b) orientacion del polo
apical del merozoito a la superficie del eritrocito; ¢) fusién de membranas
entre el merozoito y el eritrocito; d) descarga del contenido de las roptrias;
e) Invaginacion de membrana del eritrocito.

Posteriormente se forma una “vacuola parasitéfora”, que se diferen-
cia para formar los trofozoitos, en contacto directo con el citoplasma de la
célula portadora. Los merozoitos producidos en los eritrocitos abandonan
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la célula e inmediatamente invaden mas eritrocitos. Esta division asexual
continua de manera indefinida hasta que muere el portador, se elimina al
parasito o éste es ingerido por otra garrapata en la ultima fase de la reple-
cion (22).

V. Antecedentes del cultivo in vitro

La necesidad de produccién de material bioldgico para estudios bioquimi-
cos, inmunolégicos o quimioterapéuticos de la babesiosis bovina, es de in-
terés en la investigacion sobre procedimientos para establecer el cultivo in
vitro de Babesia spp (23, 24). Su instrumentacién impactaria mucho puesla
biologia de Babesia spp mantiene la interrelacién de un vector invertebra-
do (garrapata, e.g. Boophilus microplus) y un portador vertebrado (bovi-
no). Esta condicién resultaria poco practica para mantener en condiciones
controladas a animales subinoculados periédicamente con la finalidad de
disponer de parasitos en forma continua (25).

Los estudios sobre cultivo in vitro de Plasmodium fueron los antece-
dentes primordiales para el cultivo in vitro para Babesia spp. Se demostré
el crecimiento continuo exitoso de Plasmodium vivax y Plasmodium falci-
parum utilizando sangre desfibrinada de humano. En esos estudios se con-
sideraban como factores determinantes la temperatura para incubacién,
adicion de glucosa al medio de cultivo y anaerobiosis. Adicionalmente se
observo que el crecimiento ocurria sélo dentro de los eritrocitos, y que la
presencia de leucocitos causaba fagocitosis de los parasitos (26).

Posteriormente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) exhibia
la necesidad del desarrollo de una vacuna contra el paludismo (27). Para
entonces existia el antecedente de infectar con Plasmodium falciparum a
monos Aotus trivirgatus (28). Sin embargo, el cultivo parecia ser la alterna-
tiva mas apropiada para la produccién de material inmunogénico. De esta
manera, estudios previos sobre el pardsito aviar Plasmodium lophurae, que
mostraba la necesidad de suplementar el medio de cultivo con ATP y coen-
zima-A para su crecimiento, fueron retomados y se desarrollaron con éxito
procedimientos de cultivo in vitro de Plasmodium. Se logré el crecimiento
continuo de los estadios eritrociticos de P. falciparum de manera simple
y flexible. En este tipo de estudios se incluyeron pardmetros especificos
como atmoésfera provista por la combustion de una vela dentro de un de-
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secador -velobiosis- con contenido de 5% de oxigeno (O,) y niveles de 7%
de diéxido de carbono (CO,) (27).

Una de las caracteristicas fundamentales del desarrollo de esta me-
todologia fue el reconocimiento de que existe una fase eritrocitica en el
ciclo biolégico de las babesias (29, 30).

Para los ensayos de cultivo de pardsitos de Babesig, las células blanco
de Babesia spp son los eritrocitos maduros, que proporcionan los reque-
rimientos metabdlicos adecuados para el crecimiento y reproduccién de
una de las fases de su ciclo biolégico (31).

Otros estudios que usaron las técnicas sobre el cultivo de Plasmodium,
permitieron establecer cultivos en periodos cortos, a partir de hamster in-
fectados. Se demostrd que los eritrocitos de un portador de la misma es-
pecie son factor determinante, debido a que se logré la proliferacién de
Babesia microti suplementando el medio con suero fetal bovino, suero de
rata o suero de hamster (32).

De manera analoga, este tipo de estudios favorecid el inicio de los
ensayos con B. bovis bajo condiciones similares de laboratorio. Se esta-
blecié en México el crecimiento continuo del parasito por primera vez en
el ambito mundial. Los eritrocitos de bovino se mantenian suspendidos
en medio de cultivo 199 adicionado con HEPES (N-2 hidroximetilpipe-
razina N1-2 acido etanosulfénico) como amortiguador y suplementado
con 50% de suero de bovino. El pH se ajustaba a 7.0 manteniendo una
atmosfera del 5% de CO, en aire; la suspension completa se mantenia
en agitacion a 100 rpm e incubacion de 37°C (33). También para otras
especies, como Babesia divergens, se logré mantenimiento durante tres
dias en medio suplementado con 10% de suero fetal de bovino, adicio-
nando antibiéticos, como sal tampdén HEPES, utilizando células humanas
e incubando a 37° (34).

Posteriormente, al incorporar algunas modificaciones el creci-
miento continuo fue mantenido durante 32 dias, con porcentajes de
eritrocitos parasitados que alcanzaban 15%, demostrando que su vi-
rulencia en bovinos se mantenia sin efectos (35). Los mismos autores,
estudiando nuevas variables, no encontraron diferencia al usar como
medios RPMI 1640, 199 ni NCTC-135, pero demostraron que el pH me-
nor a 6.7 o mayor a 7.3 afectan adversamente el crecimiento de los pa-
rasitos (36).
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El éxito del crecimiento in vitro de B. bovis, permitié un mejoramien-
to en la metodologia y se desarrollé el proceso denominado crecimiento
en fase estacionaria microaerofilica, evitando el cultivo en suspension. En
éste, los niveles de fluidos del medio de cultivo se mantenian en una at-
mosfera de 5% de CO, en aire. La profundidad del fluido en el recipiente de
cultivo fue identificada como factor determinante. Bajo estas condiciones
incrementd la invasion de parasitos a eritrocitos normales hasta a niveles
acumulativos de 1.7 x 10 (37) en un periodo de 83 dias (38). Asimismo, se
intent6 el desarrollo de cultivos in vitro de B. bigemina 'y B. rodhaini, con
resultados positivos pero por periodos cortos (39).

Con algunas modificaciones para el cultivo de B. bovis previamen-
te descrito se sustituyé al HEPES por TES (N-Tris hidroximetil metil 2-acido
aminoetanosulfénico) como sal tampdn (38). En este estudio también se
logré la adaptacion y conservacion de diferentes cepas, y se comprobd
que B. bovis podia ser recuperado para el cultivo in vitro mediante un pro-
cedimiento de criopreservacion (40). Mas adelante se desarrollé la clona-
cion a partir de bovinos portadores y se establecieron tres lineas de B. bovis
a partir del cultivo in vitro (41).

Con el cimulo de experiencias generadas para B. bovis, se logré es-
tablecer el cultivo de B. bigemina en forma continua, alcanzando parasi-
temias del 3%-6% (42). Al igual que con B. bovis, se desarrollaron meto-
dologias complementarias al cultivo in vitro para criopreservacion (43) y
clonacién de B. bigemina (44). De tal manera que con los procedimientos
ampliamente descritos, se establece en México de manera rutinaria el cul-
tivo de B. bigemina (24) y de B. bovis (45).

VI. Control de la babesiosis bovina a partir
de inmundgenos

Con el propésito de prevenir o controlar a la babesiosis bovina el objetivo
primordial ha sido desarrollar inmundégenos. Para ello se ha destacado el
uso de vacunas vivas o recombinantes. Los procedimientos hasta ahora
utilizados y recomendados son: control del vector mediante el uso de ixo-
dicidas; movilizacion controlada de ganado para evitar que ganado porta-
dor asintomatico e infestado con garrapatas sea llevado a zonas libres; qui-
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mioterapia y quimioprofilaxis, ambos pueden ser tacticamente incluidos
en un programa integral, aunque resultan costosos y poco practicos por si
mismos; el uso de ganado resistente ha sido comun en algunos paises con
resultados no muy satisfactorios (46). La inmunizacion es el procedimiento
seflalado desde hace muchos afios como la manera més adecuada para
prevenir y controlar a la babesiosis bovina (47).

Para el control de la enfermedad se us6 sangre infectante de un por-
tador asintomatico, para la subinoculacién de animales susceptibles, ello
se denomina premunicién. Este procedimiento se ha aplicado empirica-
mente, y puede conllevar a la diseminacion de otro tipo de enfermedades
—tuberculosis, brucelosis, IBR, etc.-. Los animales premunizados pueden
enfermar clinicamente de babesiosis e incluso morir si no son tratados
oportunamente. La inmunoprofilaxis técnicamente respaldada se ha in-
tentado desde hace muchos anos. En Australia se inicié con el en el uso
de organismos vivos de reducida virulencia, que consisten en suspensio-
nes de eritrocitos con B. bovis o B. bigemina previamente atenuadas por
pasajes multiples en terneros esplenectomizados o intactos, de los que
se obtiene sangre con altas parasitemias, para su aplicacién como vacu-
na (48-51). Algunas limitaciones de este tipo de material biolégico con el
mantenimiento eficiente de la cadena fria y el riesgo potencial de contami-
nacién con otros agentes patdgenos.

VII. Importancia y aplicaciones del cultivo in vitro

La instrumentacién del cultivo in vitro ha permitido conocer mds sobre el
comportamiento metabdlico y reproductivo de Babesia spp. Entre las di-
versas aplicaciones del cultivo se pueden mencionar la obtencién de ce-
pas atenuadas para vacunacién o premunicién, la seleccién de lineas pu-
ras de diferentes grados de virulencia (52), la clonacion (53), estudios sobre
la ultraestructura (54), la produccién de antigeno para diagnéstico (55, 56),
evaluaciones de sensibilidad a farmacos, y diferentes aspectos de la biolo-
gia del parasito (57). Esimportante mencionar que para el caso de B. Boris,
las infecciones normalmente alcanzan 2% de eritrocitos parasitados en bo-
vinos, en contraste in vitro pueden ser muy superiores (10%) pero con pro-
cedimientos de concentracion en gradientes de Percoll pueden alcanzar al
menos 49% (58) e inclusive superiores con B. bigemina (44).
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Aunque hay diferentes tipos de vacunas que se han ensayado contra
la babesiosis bovina, hasta ahora el Unico procedimiento que ha ofrecido
resultados favorables en términos de proteccion e inocuidad, ha sido el
uso de vacunas vivas atenuadas (47-49). En otros paises, como Argentina,
Brasil, Uruguay e Israel, se ha producido y utilizado también este tipo de
vacunas (59).

La alternativa de vacuna viva diferente al material biolégico deriva-
do de becerros esplenectomizados ha sido el cultivo in vitro de Babesia
bovis y de Babesia bigemina. El desarrollo del cultivo in vitro de cepas de
Babesia spp en un medio definido, han sido la base para el inicio de una
fuente de parasitos y exoantigenos para una diversidad de estudios sobre
la bioguimica e inmunologia de la babesiosis.

De lo antes mencionado, destaca el uso de inmundgenos vivos
a partir de cepas atenuadas derivadas del cultivo in vitro, lo cual ha sido
propuesto como alternativa en el control de la babesiosis bovina. En di-
versos estudios, este tipo de inmundgenos aplicados a bovinos suscep-
tibles ha demostrado la induccién de proteccién al desafio heterélogo
experimental en condiciones semejantes. También han sido evaluados en
bovinos mantenidos en condiciones naturales, exponiendo a los animales
a confrontaciones en explotaciones infestadas con el vector la garrapata
Boophilus microplus (55, 60).

VIII. Vacunas vivas atenuadas derivadas del
cultivo in vitro en México

Actualmente en México no existe vacuna comercial para prevenir o con-
trolar esta enfermedad. Sin embargo, se han estimado tasas de seropreva-
lencia en diferentes regiones ganaderas del pais de hasta 96% mediante
serologia. Lo anterior destaca la necesidad para desarrollar métodos de
control de la babesiosis, particularmente en ganado que se moviliza de
zonas libre de vector a zonas de alta endemicidad (12).

En anos recientes se han publicado estudios basados en el uso de
dos cepas de Babesia mantenidas en cultivo in vitro como agentes inmu-
nogénicos. Una de B. bovis denominada BOR derivada de la cepa KBb
(40), que fue clonada por dilucion critica (41) e irradiada en una fuente
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de cobalto-60 (Co%°) a 187 Grays (Gy) (53). Del procedimiento de la radia-
cién se ha sugerido que los parasitos quedan muy debilitados como para
ejercer su accién patogénica en el portador, y pueden estimular una res-
puesta inmune bastante fuerte como para proteger al portador contra
futuras infecciones. Posterior a la irradiacién esta clona se ha multiplicado
mediante el cultivo in vitro; las funciones metabdlicas aparentemente no
provocaron cambios letales y sélo se indujo una atenuacién de su viru-
lencia y le ha permitido expresar antigenos que inducen una respuesta
inmune satisfactoria.

Asimismo, la cepa de B. bigemina, denominada BIS, se deriva de la
cepa Seed, colectada de un caso clinico de campo en México. Esta ultima
se adapto al cultivo in vitro y se ha mantenido alternadamente en conge-
lacion y propagada continuamente, asi se ha inducido su atenuacién (43).
Por lo anterior, la instrumentacion del cultivo in vitro ha permitido el uso
de inmundgenos vivos a partir de cepas atenuadas derivadas del cultivo in
vitro de los que se ha evaluado patogenicidad e inmunogenicidad de dife-
rentes clonas de Babesia spp. En los primeros estudios se traté de probar la
reducida virulencia de las clonas de parasitos cultivados y criopreservados
al serinoculados en animales susceptibles (61).

Otro de los estudios iniciales se desarrollé para determinar la dosis
del inmundgeno experimental con la clona irradiada de Babesia bovis, en
el que se inocularon diferentes grupos de bovinos a dosis crecientes de 1
x 10%a 1 x 10° eritrocitos infectados (Ei). Los pardmetros que se evaluaron
fueron volumen celular aglomerado (VCA) por el método de microhema-
tocrito, porcentaje de parasitemiay signos clinicos caracteristicos de babe-
siosis (fiebre, hemogloginuria, ictericia) o mortalidad cuando ocurrié. Un
grupo de bovinos inoculados con eritrocitos normales sin infectar (EN) se
mantuvo como grupo testigo. De manera similar, previamente se determi-
no la dosis de confrontacion.

También aplicando dosis crecientes de 1 x 10° a 1 x 10°eritrocitos in-
fectados con una cepa de alta virulencia obtenida de un caso clinico, crio-
preservada en nitrégeno liquido y reactivada en un bovino esplenectomi-
zado. Se determind que la dosis mas adecuada para la confrontacion fuera
de 1 x 102 eritrocitos infectados; el procedimiento de seleccion fue similar
para B. bovis (62) y para B. bigemina (37). De las diferentes dosis de inmu-
nizacién, ningun animal mostro la enfermedad clinica a la confrontacion,
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a diferencia de los animales del grupo testigo en los que se presentaron
severos descensos en el VCA, fiebre superior a 40°C, presencia de para-
sitos a la observacién de frotis, que ademas fueron tratados para evitar
su muerte. Se infiere que la dosis vacunal podria ser de 1 x 107 eritrocitos
infectados con la cepa atenuada para ambas especies (37, 62, 63).

Posteriormente se evalud la posibilidad de inducir inmunidad cruza-
da entre las dos cepas atenuadas de Babesia derivadas del cultivo in vitro.
En este estudio se utilizaron bovinos inoculados con el inmunégeno mo-
novalente de Babesia bigemina o de Babesia bovis y un grupo con inmuno-
geno combinado de ambas especies, las dosis utilizadas fueron de 1 x 107
eritrocitos infectados con cada cepa. Un grupo testigo recibio dosis similar
con EN. A la confrontacién, la proteccién fue de 25%, 50% y 100% en el
mismo orden; en contraste, en el grupo no vacunado todos los bovinos
fueron severamente afectados, uno murié y los restantes recibieron tra-
tamiento para evitar su muerte. Se concluye que la proteccién cruzada es
insuficiente; por tanto, para inducir inmunidad sélida es necesaria la apli-
cacion del inmunégeno combinado (64).

En estudios del inmundégeno fresco bivalentes de B. bovis y B. bigemi-
na, y aplicando un desafio controlado, se demostré la inocuidad de la va-
cuna debido a la presentacion moderada de alteraciones fisioldgicas entre
los dias 7 a 21 posvacunacion (PV). Se detecto presencia de parasitos con
valores menores a 0.01% a la observacion de frotis tefiidos con Giemsa. Al
evaluar la inmunogenicidad mediante el desafio a tres meses PV con una
cepa virulenta de cada especie, se observé ligera disminucion en el VCA,
sin cambios en temperatura rectal y con parasitemias de 0.01% a 0.06%
para B. bovis y B. bigemina, respectivamente. A diferencia del grupo no va-
cunado, en el que hubo fiebre en todos los animales, disminucién en el
VCA de 29% y parasitemias de 0.5 para B. bigeminay 0.03 para B. bovis, con
necesidad de tratamiento especifico. Se demostré de nuevo la protecciéon
adecuada inducida por la vacuna viva atenuada, combinada derivada del
cultivo in vitro (62).

La mayoria de los paises periféricos se localizan en dreas tropicales y
subtropicales, donde existe elevado potencial para la produccion pecua-
ria; infortunadamente ofrecen también condiciones ambientales propicias
para el desarrollo de parasitos que provocan pérdidas econémicas consi-
derables. Entre las enfermedades parasitarias, la babesiosis bovina es uno
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de los obstaculos de la produccion, destaca por su impacto econémico en
la actividad ganadera. Es importante mencionar que de la poblacién de
bovinos en México, estimada en cerca de 30 millones de cabezas, casi 75%
se encuentra en areas infestadas por garrapatas B. microplus; por tanto,
existe la posibilidad de infeccién por Babesia spp.

Se ha notificado hasta 89% de tasa de prevalencia de Babesia spp
por lo que se considera como un serio obstaculo para la introduccion al
trépico de bovinos de razas mejoradas genéticamente, altamente produc-
toras de carne y leche (1). En este sentido, es indispensable establecer mé-
todos como la vacunacién para el control de la enfermedad.

IX. Perspectivas

El cultivo in vitro de Babesia bovis y Babesia bigemina en México mantie-
ne un amplio nimero de aplicaciones, como fuente de material biologico
para estudios inmunoldgicos, para la produccion de antigenos para técni-
cas diagnosticas; aun mas, como metodologia indispensable para el desa-
rrollo de vacunas recombinantes. Aunque actualmente una de sus princi-
pales utilidades sea la produccion de vacuna viva atenuada. Este tipo de
vacunas no obstante haber demostrado sus bondades en términos de ino-
cuidad y proteccion, particularmente en ganado bovino susceptible intro-
ducido a regiones hiperendémicas de babesiosis. Se tienen ahora un reto
mayor, el escalamiento para su produccion y distribucién masiva, debido a
los requerimientos especificos de este tipo de vacunas.
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VVACUNAS VIVAS EN EL CONTROL DE ANAPLASMOSIS BOVINA

l. Introduccion

no de los obstaculos mas importantes para los programas de mejora-

miento de la ganaderia mexicana en zonas tropicales y subtropicales,
es la anemia hemolitica extravascular causada por Anaplasma marginale
(clase Alphaproteobacteria, orden Rickettsiales, familia Anaplasmataceae)
(1); Esta infeccion es un problema en bovinos susceptibles introducidos
a zonas endémicas. Las medidas de control son insuficientes, debido a la
variacion antigénica de esta especie y al gran nimero de vectores (artro-
podos hematoéfagos y el hombre) que participan en su transmision.

El genoma de esta especie, como el de todas la bacterias, esta orga-
nizado en un cromosoma constituido por 1 197 687 pb (cepa St. Maries), la
aparente sencillez de este microorganismo contrasta con la complejidad
de su pared celular; a la fecha se han descrito seis proteinas de superfi-
cie (MSP) agrupadas en dos superfamilias genicas msp1 (MSP1a, MSP1b) y
msp2 (MSP2, MSP3, MSP4); de las 949 secuencias codificadoras contenidas
en sugenoma, 62 se han relacionado con proteinas de superficie; de éstas,
49 pertenecen a una de las dos superfamilias. A. marginale tiene genes de-
finidos como seudogenes funcionales: copias de genes truncados que sélo
expresan parte de una proteina completa después de recombinarse en un
sitio Unico de expresion; sdeudogenes funcionales similares estan presen-
tes en A. phagocytophilum, pero no han sido descritos en otros géneros
del orden Rickettsiales. En la practica, la existencia de estos seudogenes
permite que las proteinas MSP2 y MSP3 varien antigénicamente y ofrezcan
un mecanismo muy eficiente para evadir la respuesta inmune (2).

Ademas del gran potencial de recambio antigénico presente en un
solo organismo de A. marginale, en diferentes regiones del mundo se ha
demostrado que entre cepas existe una variacion antigénica importante,
que explica algunos de los fracasos al emplearinmundgenos de otras areas
0 paises. Trabajos de nuestro grupo en colaboracién con De la Fuente (3,
4) demostraron que en América existen cepas regionales de Anaplasma
marginale de acuerdo con los genes que codifican MSP4. En particular,
las cuatro cepas de México aportadas por nuestro grupo fueron diferen-
tes a la mayoria de Estados Unidos y de América del Sur; adicionalmente,
la cepa de Yucatan (Méx31) fue diferente en su gen mspTa al de las otras
tres cepas mexicanas: Morelos (Méx 17029), México (Méx15) y Veracruz
(Méx30). En este sentido, el estudio de las secuencias repetidas de la pro-
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teina MSP1a en 126 cepas de A. marginale de América, Europa, Asia, Africa
y Australia, mostré mayor diversidad genética en las cepas de Brasil (7/126)
y en las de México (7/126), en contraste, las cepas de Australia mostraron
menor diversidad. En este ultimo estudio el grupo adicioné tres cepas
mas: Aguascalientes (Méx 01), Pichucalco (Méx 07) y Puente de Ixtla (Méx
17017), que fueron diferentes a las cuatro cepas mexicanas estudiadas ini-
cialmente (5). La diversidad genética documentada hasta hoy para las ce-
pas de México hace pensar que el mosaico antigénico presente en el pais
debe ser muy amplio y debe tomarse en cuenta al instrumentar medidas
de control basadas en inmunoprofilaxis.

El control de la anaplasmosis bovina tradicionalmente se ha dirigido
al control de los artrépodos hematéfagos mediante aplicaciones de acari-
cidas e insecticidas, El control de artrépodos ha sido dirigido a garrapatas
y en menor proporcidn a otros vectores como moscas hematoéfagas; este
control sélo ha tenido éxito en regiones aisladas, en lugares con politicas
zoosanitarias permanentes y econdmicamente estables para soportar
campanas largas y costosas (6); sin embargo, una de las principales con-
secuencias indeseadas ha sido la seleccion de poblaciones de artrépodos
resistentes a acaricidas e insecticidas (7), ademds del impacto ambiental
negativo de los residuos aun activos (8).

El control a base de antibidticos, principalmente oxitetraciclinas, se
ha dirigido a bovinos portadores o enfermos; sin embargo, esta estrategia
se ha circunscrito a su uso terapéutico ante infecciones patentes, dado que
la vida media de los farmacos y la proteccién que pudiera brindar es de
muy corta duracion; en contrapartida, el empleo de antibidticos en ani-
males en producciéon inhibe la comercializacion de carne y leche por mas
de 30 dias (9). El control también se ha realizado mediante la aplicacion de
vacunas inactivadas y vivas. Las medidas de vacunaciéon no han variado
sustancialmente en los uUltimos 74 ainos, desde que Omlin, en 1932, inmu-
nizé en Suiza bovinos con Anaplasma centrale destinados a la exportaciéon
a zonas endémicas de Anaplasma marginale (10).

Il. Vacunas inactivadas controladas

Las vacunas inactivadas o muertas han tenido resultados variables (10),
su mayor aplicacién se encuentra cuando las vacunas son elaboradas a
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partir de cepas locales (proteccién homéloga), debido a que muchas veces
la proteccion conferida por una cepa no protege contra otra cepa (pro-
teccion heterdloga) (11). Una de las primeras vacunas comerciales inac-
tivadas contra Anaplasma marginale evaluadas en América, fue la vacuna
Anaplaz®, que debido al deficiente proceso de purificacion de los cuerpos
iniciales estimulaba la formacién de isoanticuerpos, que fueron responsa-
bles de una isoeritrolisis neonatal pronunciada (12). En México, a media-
dos de la década de 1990, se evalué bajo condiciones controladas y de
campo otra vacuna comercial inactivada (Plazvax®), que si bien habia me-
jorado sustancialmente su proceso de purificacion, fracasé al enfrentarse
al repertorio antigénico de las cepas nativas del pais (13, 14). Utilizando las
misma cepa y metodologia empleada en la vacuna Plazvax, actualmente
la Universidad Estatal de Louisiana, Estados Unidos de América, ofrece una
vacuna inactivada que aseguran ha protegido contra la infeccion a bovi-
nos de Estados Unidos y de Puerto Rico (15).

En México, como en muchas regiones del mundo, no existen vacunas
comerciales disponibles para prevenir la anaplasmosis bovina. Tomando
en cuenta los resultados negativos observados al tratar de introducir vacu-
nas vivas atenuadas e inactivadas de otras latitudes con repertorios anti-
génicos diferentes a los endémicos en México, durante los ultimos 12 afos
el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP) ha desarrollado y evaluado alternativas de control con base en
inmundégenos locales.

En un primer experimento, empleando dos aplicaciones de cuerpos
iniciales inactivados de tres cepas mexicanas de A. marginale, se demostré
que es posible la induccion de proteccién homologa contra esta infeccion
(16). En un segundo ensayo al incrementar la dosis de las cepas emplea-
das se demostré que es posible proteger contra anaplasmosis bovina bajo
condiciones controladas y ante desafio homologo a partir de cepas locales
(17).En el siguiente experimento, bajo condiciones controladas, se evalud
la proteccidon de la vacuna inactivada ante un desafio heterélogo, los resul-
tados confirmaron la proteccién que brinda una vacuna inactivada cuando
se incluye la cepa que posteriormente se empleard al desafio (proteccion
homaloga); sin embargo, no protegié ante un desafio heterélogo (18).

Las evidencias muestran que las vacunas inactivadas son excelentes
en desafios homadlogos; sin embargo, la existencia de cepas, la presenta-
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cion ciclica de variantes de proteinas de superficie (MSP2) en un mismo
animal portador y el potencial de recambio antigénico de las superfami-
lias msp1y msp2 explican el alcance limitado de estas vacunas inactivadas
ante desafios heterdlogos debido a que sélo pueden mostrar al sistema
inmune las variantes presentes en el momento de su inactivacion y en una
cantidad limitada; si bien es cierto que existe certidumbre de que a largo
plazo se podra contar con inmundégenos recombinantes, éstos actualmen-
te no se tienen y las vacunas vivas atenuadas o de baja virulencia pueden
ofrecer una herramienta adecuada para enfrentar desafios heterélogos.

l1l. Vacunas vivas no controladas

Para inmunizar a bovinos susceptibles se ha empleado sangre infectada de
animales portadores o de animales con infeccién aguda como indéculos no
controlados. En el primer caso, existe el riesgo de que la sangre no cuente
con la cantidad suficiente de eritrocitos infectados para establecer la infec-
cién en los animales inoculados; en ambos casos puede suceder también
que el periodo prepatente de la infeccién inducida sea muy prolongado
y que la presentacién patente de la anaplasmosis se dé en un periodo sin
supervision médica (19); en contraste, inéculos a partir de infecciones agu-
das pueden desencadenar brotes serios de la enfermedad al usar dosis muy
grandes de eritrocitos infectados con accidentes clinicos de importancia; el
uso de esta metodologia conlleva el riesgo de transmitir otros agentes paté-
genos a través de la sangre, como Babesia spp, Brucilla spp o Mycobacterium
spp. y virus como el de la diarrea viral bovina o de la leucosis bovina (20).
Adicionalmente, el uso de vacunas que contienen elementos de la sangre o
sus derivados en cantidades significativas, puede provocar la presentacion
de isoeritrolisis neonatal (21, 22). Alternativamente se emplea la quimiopro-
filaxis supervisada en el periodo de introduccién de animales susceptibles
a zonas de riesgo; en este método los animales que se introducen sin pro-
teccion, son vigilados hasta que comienzan a desarrollar una rickettsemia
observable al microscopio y se aplican medicamentos antes de que se pre-
senten los signos clinicos de la enfermedad (23). Este tipo de manejo lleva
implicito el riesgo de tratar a los animales antes de que se desarrolle una
adecuada respuesta inmune capaz de proteger contra las infecciones sub-
secuentes, ello puede llevar a resultados contrarios a los esperados (24).
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IV. Vacunas vivas controladas

Como vacunas vivas controladas se han empleado cepas vivas atenuadas
o de baja virulencia de las especies Anaplasma marginale y A. centrale que
desde su descubrimiento se resalté que provocaba infecciones menos vi-
rulentas a las ocasionadas por A. marginale en bovinos (25). Las vacunas
vivas atenuadas tienen la ventaja de que los microorganismos empleados
para su elaboracién han perdido o disminuido su virulencia, de forma que
no producen un cuadro clinico severo, pero siguen multiplicAndose para
que el sistema inmune reconozca su amplia gama de antigenos y confie-
ran una respuesta inmune mas fuerte (24).

En la literatura son escasos los trabajos con cepas atenuadas o de
baja virulencia de Anaplasma marginale. Los principales métodos de ate-
nuacion son en especial pases en ovinos o en venados e irradiacion con
emisiones gamma. Los primeros intentos de atenuacién para Anaplasma
marginale en América se deben a Lignieres, en Argentina, al realizar pases
de la rickettsia por ovejas (26). La cepa Florida de A. marginale atenuada
porirradiaciény a través de pases en venados y ovinos esplenectomizados
por Ristic et al. fue evaluada en Estados Unidos, Peru, Venezuela, Colombia,
Brasil y México (12). El uso de este inmundgeno en animales jévenes mos-
tré resultados alentadores (12, 27); sin embargo, evaluaciones en animales
adultos mostraron efectos indeseables (abortos) y reducida proteccion
(28) interrumpiendo su aplicacion a principio de la década de 1980 (10,
29). Informes de otras cepas atenuadas en Colombia y en Cuba admitieron
tener fallas en la atenuacién, por ello también interrumpieron sus trabajos
(10). Varios trabajos con cepas irradiadas se notificaron durante las déca-
das de 1960 y 1970 (30), pero sus resultados fueron variables. Sharma y
Bansal (30) también evaluaron otra cepa irradiada e informaron resultados
satisfactorios en becerros de 2 a 3 meses de edad. La Unica vacuna viva de
A. marginale que se comercializa actualmente en América del Norte es la
vacuna viva modificada (multiplicada en ovinos) que ofrece la Universidad
Davis de California, Estados Unidos, y que asegura protege animales jove-
nes (31). Si bien se han descrito resultados positivos al emplear las anterio-
res vacunas, las principales restricciones para su empleo han sido: edad de
los animales en la que protege (jévenes o muy jévenes) y el fracaso ante el
desafio con cepas originarias de otras latitudes que cuentan con un reper-
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torio antigénico diferente (29). En Australia, Bock et al. (32) describieron la
cepa Dawn, que pudo ser transmitida via trasplacentaria y tiene la cuali-
dad de ser de baja virulencia; los estudios realizados hasta ahora la sefialan
como un buen prospecto para ser usada en Australia como vacuna viva.

La vacuna viva de Anaplasma centrale, que originalmente se ha no-
tificado como de baja virulencia y que protege a los bovinos de una in-
feccion por Anaplasma marginale, se ha empleado en el mundo por mas
de 70 anos. En América, esta vacuna se ha evaluado en Argentina (1955),
Venezuela (1958), Uruguay (1962), Peru (1966) y Brasil (1988), no obstante
se han multiplicado los informnes de proteccién parcial o de aparicién de
severos problemas posvacunacion (10, 29). En México esta cepa no existe
y su uso esta prohibido por considerarse especie exdtica.

V. Desarrollo de una vacuna de baja virulencia
en México

En un experimento para desarrollar una vacuna inactivada en México, se
observé que una de las cepas de desafio (Méx31-Yucatan) fallé al emplear-
se a dosis de 108 eritrocitos infectados (e.i.) y no inducir signos clinicos en
los animales del grupo testigo (16). Esta observacion se confirmé al com-
parar inoculaciones de 10°e.i. de esta cepa y de la cepa Méx15 (México)
en grupos de cuatro animales susceptibles a los que no se les administré
tratamiento y se permitié que la infeccion se expresara en su totalidad (33).
En este experimento, 100% de los animales inoculados con la cepa Méx15
mostraron infeccion patente que contrasté con 25% de los animales que
presentaron infeccién moderada con Méx31.

Con base en estos antecedentes se realizdé un experimento con la
cepa viva Méx31 (Yucatan) de recién multiplicacion y tres mas con la cepa
en forma de inoculo pre-congelado bajo condiciones controladas para
evaluar la inmunoproteccion conferida. En los dos primeros experimentos
se determind la dosis de vacunacion y en los dos ultimos experimentos se
desafio con cepas diferentes de A. marginale. En total se emplearon 78 bo-
vinos vacunados mas los respectivos grupos testigos de cada experimen-
to; la edad de los animales varié de 18 a 24 meses, todos fueron originarios
de estados del norte de México y negativos a A. marginale por ELISA'y PCR;
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como desafio se emplearon 108 eritrocitos infectados de tres cepas virulen-
tas de A. marginale diferentes (Morelos, Pichucalco y Aguascalientes). Las
cuatro cepas tienen la particularidad de presentar diferentes fragmentos
repetidos en tdandem en el fragmento variable del gen mspia, hecho que
favorece su identificacién por PCR, asi Yucatan presenta siete fragmentos;
Morelos, cuatro; Pichucalco, seis; y Aguascalientes, cinco (3, 5). La evalua-
cién incluyd parametros clinicos y PCR para el gen conservado msp5 'y
ELISA. Para corroborar la cepa vacunal y las cepas de desafio se empleé el
PCR para el fragmento variable del gen msp1a., en ambos PCR se usaron
iniciadores ya notificados para cada gen (34, 35). Todas las evaluaciones
se realizaron en ranchos experimentales de Querétaro. A continuacion se
presentan los parametros mas sobresalientes de estos experimentos.

En el primer experimento se evaluaron cuatro dosis crecientes de
eritrocitos infectados recién multiplicados (104, 106, 108y 10'°) no congela-
dos. Se emplearon grupos de siete animales, con excepcién del grupo 10°
que se evalud con cinco bovinos. Un quinto grupo se consideré como tes-
tigo. Como cepa de desafio se empled la cepa Méx17 (Morelos). Durante
56 dias, los 26 bovinos inoculados con la cepa Méx31 no mostraron signos
clinicos importantes de anaplasmosis. Resultados de PCR y ELISA en el pe-
riodo posvacunal mostraron respuesta gradual ascendente y proporcional
a la dosis recibida. Los resultados positivos a PCR en la totalidad de los
animales vacunados de los tres grupos con mayor dosis (105, 102 y 10')
y las diferencias (P < 0.05) en el volumen celular aglomerado (VCA) y en
ELISA entre los dos grupos de mayor dosis (108 y 10'°) vs. grupo testigo,
confirmaron la multiplicacién y desarrollo de una respuesta inmune pro-
gresiva de la cepa Méx31. El grupo que recibié la menor dosis (10%) tuvo
comportamiento similar al grupo testigo. En el periodo posdesafio se ob-
servo retraso en la presentacion de la infeccion y en el descenso del VCA
en los grupos vacunados con mayores dosis. El grupo con mayor dosis
(10'°) presento proteccion mayor (85.7%) al grupo con menor dosis (29%).
La proteccion conferida por la cepa Méx31 en el grupo con mayor dosis
fue similar a la observada en vacunas inactivadas mexicanas ante desafios
homologos (36).

En un segundo experimento se evalud la presentacidon congelada
de las tres mayores dosis (10%, 108 y 10'° e.i.) de la misma cepa Méx31. Se
utilizaron cuatro grupos de seis bovinos, incluido el grupo testigo; a los 64
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dias de la inoculacién todos los animales se desafiaron con la cepa Méx17.
Durante el periodo de posvacunacion de los 18 animales inoculados con
Méx31, sélo un animal (5%) fue tratado por presentar infeccion patente; la
multiplicacion de la cepa vacunal se corroboré en frotis de sangre tefida
con Giemsa y en la pérdida del VCA de los bovinos vacunados (50%, 46%
y 41% en los grupos 10'°, 10%y 10°e.i., respectivamente), a su vez en este
periodo el grupo testigo registré disminucion del VCA de 12% atribuido a
condiciones normales de adaptacién. Los animales con la dosis mas alta
(10" e.i.) fueron positivos a PCR a los siete dias después de la vacunaciéon
(dv), mientras que los animales de los grupos 108y 106 se observaron posi-
tivos 21y 28 dias dv, respectivamente. Para el dia 63 dv, todos los animales
vacunados (excepto uno del grupo 10°) se mostraron positivos a msp5 por
PCR. Después del desafio se observé perdida de eritrocitos en el grupo tes-
tigo de 64%, en cambio en los tres grupos vacunados se hallé perdida de
eritrocitos que vario entre 35% y 37%. La proteccién conferida en este ex-
perimento para los grupos inoculados con 10'°, 108y 10°e.i. fue de 83.3%,
66.6% Yy 75%, respectivamente (37).

En el tercer experimento y por cuestiones meramente practicas, se
selecciond la dosis de 102 eritrocitos infectados para evaluar la cepa vacu-
nal Méx31; como cepa de desafio se empled la cepa Méx07 (Pichucalco). Se
utilizaron dos grupos de diez animales, un grupo vacunado y otro testigo.
En el dia 71, los animales fueron confrontados con la cepa de desafio. En la
etapa de vacunacioén la cepa Méx31 produjo un descenso en el VCA en el
grupo vacunado de 41.1%; por su parte, el grupo testigo disminuy6 15%.
El maximo valor registrado de eritrocitos infectados en el periodo vacunal
fue de 4.7%; sin embargo, en la mayoria de los animales la presencia de la
rickettsia en frotis fue transitoria y en ninguin caso se requirio tratamiento
quimioterapéutico ante la ausencia de signos clinicos de la enfermedad.
Al ELISA el grupo vacunal mostré aumento en la respuesta de anticuerpos
especificos entre los dias 13 y 26 posvacunacion, correspondiente a un pri-
mer estimulo inmunoldgico. El grupo testigo se observé negativo a esta
prueba. Después del desafio, a partir del dia 19 el grupo vacunado mostré
una segunda respuesta inmune, mayor a la primera; en la misma fecha el
grupo testigo mostro el inicio de una primera respuesta inmune especi-
fica, pero de menor intensidad en comparacién con el grupo vacunado.
El dia 14 posvacunacion se detectaron positivos todos los animales vacu-
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nados por PCR. Catorce dias posdesafio en PCR se encontraron positivos
cuatro bovinos del grupo vacunado y cinco bovinos del grupo testigo a la
cepa Méx07. La pérdida de VCA al desafio fue mayor en el grupo testigo
(P < 0.05), con pérdida de 56.5% en comparacion con 23.2% para el grupo
vacunado. De los diez animales testigos, cinco mostraron cuadro clinico
severo de la enfermedad y requirieron quimioterapia para evitar la muerte;
del grupo vacunado ninguno requirié tratamiento (38).

En el cuarto experimento, ademas de evaluar una tercera cepa de
desafio, la vacunacion con la cepa de baja virulencia se combiné con apli-
cacién doble de una vacuna inactivada experimental a partir de cepas vi-
rulentas. Se utilizaron 48 bovinos distribuidos en dos grupos iguales, el
primer grupo fue inmunizado con una vacuna inactivada (dosis de 50 pg
de una mezcla de tres cepas de A. marginale, Yucatan, Veracruz y Morelos)
via intramuscular los dias 0 y 15, el dia 15 también se inocul6 via subcuta-
nea la vacuna de baja virulencia (108 e.i., cepa Yucatan); el segundo grupo
no recibié inmunizacién. El dia 60 los animales fueron confrontados con la
cepa Aguascalientes (Méx01). Los animales vacunados mostraron descen-
so en el VCA en la etapa de vacunacion, el valor en esta etapa se mantuvo
mayor a 20%, el grupo no vacunado mantuvo sus valores originales duran-
te la etapa de vacunacidon mayor a 30%. Un mes después de la vacunaciéon
con la cepa de baja virulencia (Méx. 31) se observé rickettsia en 50% de los
animales vacunados; siete dias después, todos los animales vacunados se
mostraron positivos a la rickettsia, ello demostré el establecimiento de la
infeccion por la cepa vacunal viva. Los animales no vacunados se mostra-
ron negativos a frotis hasta el momento del desafio. En el grupo vacunado
se observd aumento inicial de IgG totales especificas 14 dias después de
la primera vacunaciéon con inmundgeno inactivado; 41 dias después de la
segunda vacunacién con inmundgeno inactivado y 27 dias después de la
vacunacioén con la cepa de baja virulencia, se observé un segundo aumen-
to de anticuerpos correspondiente a un segundo estimulo antigénico; éste
disminuyd cinco dias después del desafio. En éste se observé diferencia (P
< 0.05) en los valores de VCA entre el grupo vacunado y el no vacunado,
con una media de descenso del 10% y 49%, respectivamente; los animales
no vacunados mostraron valores menores a 20%. Veintiséis dias luego del
desafio, los animales del grupo no inmunizado se observaron positivos a
frotis; un mes después del desafio el grupo vacunado presenté menor PEI
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que el grupo no vacunado (P < 0.05). Cuarenta dias después del desafio, la
respuesta de anticuerpos volvié a incrementarse en los animales vacuna-
dos e inicio la respuesta en los animales no vacunados.

Practicamente en todas las etapas, la respuesta de anticuerpos es-
pecificos fue diferente (P < 0.05) entre el grupo vacunado y el no vacu-
nado. Durante el periodo de desafio fueron tratados diez animales del
grupo no vacunado, en contraste sélo un animal del grupo vacunado fue
tratado (39).

VI. Perspectivas

Los animales con infeccion en forma natural o inducida, quedan protegi-
dos contra infecciones homologas, pero parcialmente protegidos contra
infecciones heterdlogas (11, 40, 41), este principio se ha tratado de usar
para el disefio de vacunas derivadas a partir de cepas de diferentes regio-
nes geograficas (42); el uso de cuerpos iniciales de tres cepas diferentes en-
sayadas repetidamente por nuestro grupo con inmundgenos inactivados
ha demostrado eficiencia para desafios homadlogos. Al igual que México, a
la fecha varios paises cuentan con inmundgenos experimentales que con-
fieren proteccién aceptable ante desafios homdélogos (10); sin embargo,
estd pendiente la imposibilidad para estimular una protecciéon adecua-
da ante desafios heterdlogos. Proteinas nativas y recombinantes (MSP1,
MSP2, MSP3, MSP4 y MSP5) han sido evaluadas para proteger contra esta
infeccién con resultados parciales o negativos (29). Varios estudios se es-
tan dirigiendo a la evaluacion de proteinas relacionadas con el estimulo de
linfocitos CD4+ productores de interferén gamma e interleucina 2y 12 con
el propdsito de aumentar la proteccién (43).

Después de evaluar 78 bovinos vacunados con la cepa Méx31 bajo
condiciones controladas y desafiados con cepas heterélogas de A. margi-
nale, sélo un animal (1.2%) fue tratado en el periodo vacunal y la protec-
cién observada fue similar a ensayos de vacunas inactivadas ante desafios
homologos. Actualmente esta en proceso la evaluacién de esta vacuna en
condiciones de campo y queda pendiente la multiplicacion de la cepa en
cultivo in vitro para prevenir la transmisién de otras enfermedades.

Con base en tales resultados, en México actualmente se cuenta con
vacunas inactivadas que estimulan una proteccién adecuada ante un de-
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safio homdlogo y limitada ante uno heterélogo. A largo plazo existe mu-
cha certidumbre de que se podran identificar los determinantes antigéni-
cos suficientes para estimular adecuada proteccién a través de proteinas
nativas o recombinantes. Mientras esto sucede, el empleo de la vacuna
viva de baja virulencia Méx31 (Yucatan) puede ofrecer, en corto o media-
no plazos, una herramienta de suma utilidad para disminuir el impacto
de esta infeccidn en animales susceptibles al ser introducidos a las zonas
endémicas de México, donde no se cuenta con los aislamientos de cepas
para la preparacion de vacunas homologas.
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l. Introduccion

En México el desarrollo de la ganaderia ha sido restringido por la apari-
cion de entidades nosoldgicas, como el complejo formado por las en-
fermedades causadas por los hemoparasitos y sus vectores. Entre ellas se
encuentra la anaplasmosis bovina, enfermedad infecciosa no contagio-
sa, cuyas caracteristicas son fiebre y anemia progresiva causada por bac-
terias gramnegativas intraeritrociticas obligadas (1). Este padecimiento
resulta importante por las enormes pérdidas econémicas y gastos que
ocasiona, ademas por la disminucién en ganancia de peso, costos de tra-
tamientos, tiempo de recuperacion de los animales, baja produccion de
leche y, eventualmente, mortalidad (2-4), principalmente en las regiones
tropicales y subtropicales. En los Estados Unidos, por ejemplo, se des-
cribe una mortalidad anual entre 50 mil a 100 mil animales, con costo
de hasta 300 millones de dodlares. Se han estimado tasas de infeccion de
hasta 73% para el ganado de Santa Lucia (5) y de 78% para El Salvador
(6). En Cuba, durante los primeros afios de la década de 1990 en ade-
lante, la anaplasmosis bovina se presentaba como una de las primeras
causas de mortalidad en el ganado adulto; s6lo en 1993 se estimé una
pérdida superior a dos millones de délares, segin datos de la Direccién
de Medicina Veterinaria de Cuba (2). En Argentina, en 2000 se notificé la
existencia de un rebafo donde 50% de los animales tenia anticuerpos
contra A. marginale por la prueba de aglutinacion en tarjeta y en 2003 se
inform¢ alta incidencia de anaplasmosis, a pesar de no ser una enferme-
dad de declaracion obligatoria (7). En Colombia es considerada como de
gran importancia, ya que también constituye una restriccién para el in-
cremento de la productividad ganadera de ese pais (8). En Venezuela se
ha observado incidencia alta de la enfermedad (9) y en Parana, Brasil, se
informo de valores hasta 87.6% de animales positivos en una regién en-
démica (10). En un estudio realizado en México, al norte de Veracruz, se
mostré que 69% del ganado estaba infectado (11)y datos no publicados
muestran que hasta 90% de animales mayores pueden ser PCR positivos
a anaplasmosis (Preciado, comunicacion personal). Esta enfermedad se
ha descrito en muchas areas del mundo, en India (12) y otras regiones de
Asia y el Pacifico, es considerada como enfermedad endémica causante
de pérdidas considerables en el ganado importado. Al sur de Africa se
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informa de 50% a 75% de prevalencia de infeccién (13). Aunque su re-
levancia en las regiones tropicales y subtropicales es manifiesta, se ha
detectado su presencia en Suiza, en una explotacidon ganadera en dos
sitios diferentes, con 8.2% de muestras positivas por ELISA (14). Hasta el
momento no se cuenta con un método de control eficaz, incluyendo el
hecho de que los antibidticos usados para tratar los cuadros clinicos no
son capaces de eliminar el estado de portador (15), por lo que resulta
de gran importancia desarrollar estrategias para prevenirla, por ello el
uso de lineas celulares como modelo de estudio para el cultivo de esta
rickettsia, representa una herramienta tangible, Gtil para patégenos in-
tracelulares que resultan ser microorganismos de dificil aislamiento y
replicacion (16, 17).

Il. El agente causal: Anaplasma marginale

A la rickettsia Anaplasma marginale se le llegd a considerar protozoario
hematico (18); sin embargo, el término Anaplasma no fue descrito hasta
varios anos mas tarde (19, 20), refiriéndose a su aparente falta de cuerpo o
citoplasma, en comparacion con el resto de los hemoparasitos. Las investi-
gaciones ulteriores demostraron que el género Anaplasma se ubica dentro
del orden Rickettsiale, familia Anaplasmataceae (21). Anaplasma margina-
le es la especie tipo de este género y considerada como la mas patdégena
para los bovinos; ademas de ella, se reconocen otras seis especies: A. cen-
trale, causante de una forma benigna; A. caudatum'y A. bovis (= Ehrlichia
bovis), también del ganado bovino. A. phagocytophilum (= Ehrlichia pha-
gocytophila), A. platys (= Ehrlichia platys) y A. ovis, se han involucrado en el
padecimiento en humanos, ovinos y caprinos (22). Esta clasificacion esta
basada no solo en sus propiedades que la identifican como bacteria intra-
celular obligada, parasita dentro de vacuolas de células eucariontes, sino
también con base en los analisis del gen que codifica la fraccion 16s de su
ARN ribosomal.
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Cuabro 1

Atributos del genoma de la Rickettsia Anaplasma
marginale, cepa St. Maries

Tamano del genoma (pares de bases) 1,197,687
G+ C (%) 49.8
Codificacién para proteinas (%) 86
Genes que codifican proteinas 949
Funcionales 567
Familia conservada 107
Hipotéticas conservados 126
Hipotéticos 151
Seudogenes funcionales 14
Marcos abiertos de lectura en dominios divididos 8
Densidad de genes 0.79
Longitud de los genes (promedio) 1,077
ARN ribosomales 3
ARN de transferencia 37

Traducido de: Brayton et al., 2005 (23)

En un estudio elaborado recientemente (23) se describe el genoma
completo de la cepa St. Maries de A. marginale, destacando su ADN circu-
lar de pequeno tamafo cercano a 1.2 millones de pares de bases. En el
Cuadro 1 se muestran las caracteristicas mas relevantes de dicho genoma.
La determinacion de las secuencias codificadoras resultantes se llevé al
cabo con base en la aplicaciéon de los protocolos descritos en el sistema
bioinformatico BLAST, destacando 949 secuencias que codifican por al-
guna proteina o fraccion de ésta. Como criterio de clasificacion se utilizé
la informacién relativa a la frecuencia de coincidencias con secuencias
homologas ya descritas y similitud de secuencia del producto; aquellas
con >100 empates consistentes se identificaron como secuencias funcion-
ales, si la ocurrencia de empates se encontraba en el rango de los 50 a 100,
entonces fueron identificados como secuencias codificadoras de protei-
nas de familia conservadas o proteinas hipotéticas conservadas y las que
arrojaron valores menores, se clasificaron como secuencias hipotéticas.
Asimismo, el estudio revel6 que de los 62 genes que codifican por las pro-
teinas de superficie, son mas abundantes para dos familias msp1y msp2,
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abarcando a 49 de ellos, por lo que se les ha llegado a considerar como
superfamilias. Diversas enzimas fueron identificadas para distintas vias
metabdlicas, como glicdlisis, sintesis de acidos grasos o la biosintesis de
novo para las purinas y pirimidinas; sin embargo, las asociadas a la sintesis
de aminoacidos fueron escasas o incompletas, propiciando mas eviden-
cias del proceso de evolucion reductiva (24, 25) derivada de su prolongada
condicion como parasito intracelular. A. marginale es un microorganismo
sin forma definida. Se han establecido tres categorias de acuerdo con su
talla dentro del eritrocito: el clasico cuerpo de inclusién (Cl), una forma in-
termedia o cuerpo inicial y la de tamafo pequefio conocido como cuerpo
poliédrico (26).

l1l. El proceso de infeccion por Anaplasma marginale

Esta especie de rickettsia presenta particularmente multiples variantes
en sus mecanismos de transmision; por ejemplo, sus vectores pueden ser
garrapatas, moscas o mosquitos, sin olvidar las practicas iatrogénicas por
parte del personal que maneja al ganado (27).

El estudio de su transmision es fundamental para establecer un
control efectivo de la enfermedad, esta bacteria requiere de vectores
biolégicos o mecanicos y la existencia de animales susceptibles (28). La
transmisién por artrépodos hematéfagos, como garrapatas (29) de los gé-
neros Boophilus spp y Dermacentor spp (30-32), moscas de establo como
Stomoxys calcitrans (29), mosquitos de los géneros Siphona spp y Psophora
spp y por tdbanos, Tabanus spp (33). La via mecanica sucede cuando se
introducen directamente los eritrocitos infectados, sea por inoculacion na-
tural a través de picaduras de artropodos hematéfagos parasitados o artifi-
cialmente con objetos punzantes contaminados (34). La via vertical de tipo
placenta-feto es factible cuando la madre sufre anaplasmosis aguda (35).

A diferencia de los pequefios cuerpos de inclusién que contienen
de cuatro a seis rickettsias en los eritrocitos bovinos, en las garrapatas na-
turalmente infectadas se observan grandes colonias que contienen mu-
chos organismos. El ciclo de desarrollo del microorganismo comienza en
las células del intestino medio con la subsiguiente infeccion de las células
musculares del intestino. El desarrollo final ocurre en las gldndulas saliva-
les, desde donde se transmite al portador vertebrado. En cada sitio de de-
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sarrollo en la garrapata, A. marginale se multiplica dentro de inclusiones
unidas a las membranas, que han sido denominadas como colonias. Cada
ciclo involucra dos estadios: una forma reticulada o vegetativa y la forma
densa infectiva.

La primera se divide por fisién binaria, se observa primero dentro
de las colonias, que posteriormente se condensan para dar lugar al estado
electrodenso capaz de sobrevivir fuera de las células e infectar a otras (36).
Aparentemente no todas las cepas de A. marginale infectan a las garrapa-
tas (37-39). Diversos factores no identificados influyen en la transmision
y desarrollo de este patégeno en las garrapatas, por ello es necesario co-
nocerlos para facilitar el mejoramiento de estrategias para el control de la
enfermedad (40).

La transmision del microorganismo mediante diferentes especies de
garrapata puede ocurrir de forma intraestadial y transestadial (30, 32, 41).
Ademas puede ocurrir del estado de larva a adulto sin reexposicion en el
estadio de ninfa'y por adultos machos que se transfieren del ganado infec-
tado a otro susceptible. Con la cepa Virginia se ha demostrado que A. mar-
ginale conserva las propiedades de sus proteinas de superficie, sea que
provenga de cultivos celulares de la garrapata Ixodes scapularis (estirpe IDE
8), de un bovino o de glandula salival de garrapata (42).

En cuanto a la persistencia de la rickettsia en sus portadores bovi-
nos, se debe considerar el papel relevante de las principales proteinas de
superficie (MSP, por sus siglas en inglés) formando los complejos MSP1 y
MSP2, ubicadas en las membranas de los cuerpos iniciales, pues su caracte-
rizacion ha sido vital para conocer su responsabilidad en el mecanismo de
adhesién a la célula portadora. Se ha demostrado que tanto MSP1a como
MSP1b son adhesinas para los eritrocitos de bovino (43, 44), lo que facilita
su invasion; sin embargo, MSP1b no tiene la misma funcién en células de
garrapata. El ganado inmunizado con células de /. scapularis (estirpe IDE
8) infectadas con A. marginale tiene mayor preferencia para reconocer a
MSP1b, mientras, que el inmunizado con eritrocitos infectados con A. mar-
ginale tiene preferencia de reconocimiento para MSP1a (45). Asimismo,
MSP2 sufre variacién antigénica y seleccion en el portador bovino, y seria
responsable de la infeccion persistente en animales susceptibles, ante el
eventual escape a la accion del sistema inmune (46). Esta variabilidad ha
orientado a algunos investigadores a postular que la inmunoprofilaxis en
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lo futuro debera sustentarse en vacunas regionales (47), aunque sin des-
cartar la virulencia de los propios aislados (48). Todo el ganado bovino es
potencialmente susceptible a la infeccién, aunque ciertas razas desarro-
llan resistencia a las garrapatas, e inducen decremento en la transmision.
Los portadores crénicos asintomaticos y otros animales resistentes son
responsables también de preservar el agente etioldgico en la naturaleza
(49). En este contexto, se han descrito infecciones subclinicas en bufalos
de agua, ovinos y caprinos (11). En bisontes se observé parasitemia mode-
rada con respuesta a anticuerpos especificos, demostrandose la secuencia
de infeccidn bovino-bisonte-bovino (12). La rickettsia se detect6 en la san-
gre de alces (Cervus elaphus) infectados, pero no se notaron signos clini-
cos de la enfermedad (39). Estos resultan susceptibles a la infeccién con
A. marginale y A. ovis y su sangre, infectada con ambos hemoparasitos, es
infectiva para bovinos y chivos susceptibles, por lo que lo constituyen un
reservorio (39).

IV. Cultivo de Anaplasma marginale en
eritrocitos de bovino

En 1978, Davis et al. cultivaron A. marginale con eritrocitos de bovino con
la finalidad de describir algunas técnicas para el andlisis de las caracte-
risticas de crecimiento y requerimientos de este microorganismo (50).
Primeramente colectaron sangre de becerros con valores de eritrocitos
infectados (ei) del 30% al 60%, los eritrocitos fueron lavados con solucién
salina balanceada de Hank. Se empled suspension de cultivo al 25% (v/v)
sembrando en tres medios de cultivo quimicamente definidos: HAM F-12,
RPMI 1640, considerado el mejor porque proporcioné las caracteristicas
Optimas para el mantenimiento de la viabilidad del cultivo y medio extra-
aminoacidos, en el cual las células comenzaron a mostrar signos de lisis a
partir del dia dos de iniciado el cultivo. Todos los medios fueron comple-
mentados con 15% de suero bovino fetal (SBF) y 200 mM de glutamina,
sin antibidticos. Se distribuyeron en cajas Petri de 60 mm de didametro
con 4 mL de suspensién cada una, e incubandose en una atmésfera con
5% de CO, en aire o con 7% CO,, 83% N,y 10% O,, a 37°C durante un
periodo de 1 a 5 dias. Los cultivos se mantuvieron en agitaciéon a 9 ci-
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clos/min, el cambio de medio era gradual, agregando 1.0 mL de medio
fresco por cada mL de medio gastado. En algunos cultivos al dia 2 0 4 se
adicion6 25% de eritrocitos sanos frescos, asi, cuando no se agregaron
eritrocitos sanos el nimero de cuerpos marginales se mantuvo o redujo
ligeramente, empero, la tendencia de reduccién pronunciada continué
con el medio extraaminodcidos. El seguimiento durante la duracién del
experimento se realizé con frotis tefidos con colorante de Wright, con
este método observaron que la pérdida de cuerpos marginales coincidia
con el incremento de Anaplasma libre en el medio de cultivo. Algunos
cultivos se incubaron con 3H-Timidina o *S-Metionina para medir la in-
corporacién metabdlica de éstos, por parte de A. marginale. El pico de ra-
diactividad fue al primer dia, disminuyendo gradualmente a partir del dia
tres; cuando se adicionaron eritrocitos sanos, se observé un repunte en
la actividad metabdlica. Para la recuperacién de A. marginale cultivado, la
metodologia de lisis de los eritrocitos infectados se reporté como éptima.
Con los indculos provenientes del medio RPMI-1640, becerros esplenec-
tomizados fueron infectados. Estos animales desarrollaron un cuadro cli-
nico tipico de anaplasmosis (50). Kessler et al. utilizaron la estrategia para
el cultivo de Plasmodium spp (51), con algunas modificaciones: los eritro-
citos infectados provenientes de un portador se suspendieron 1:8 en me-
dio RPMI-1640 con 25 mM HEPES (N-2-hidroxietil piperazina-N'-2-acido
etanelsulfonico) y 10% de suero bovino adulto (SBA). Posteriormente esta
suspension se distribuyd en cajas Petri de 35 mm de didmetro con 1.5 mL
de volumen cada una, laincubacién fue a 38°C en atmdsfera microaerofili-
cade 5% de CO, en aire y se cambi6 el medio diariamente. Los subcultivos
se efectuaron por centrifugacién del cultivo primario resuspendiendo las
células en medio fresco. El ganado inoculado se observo tres veces a la se-
mana al través de la temperatura rectal, la mediciéon del volumen celular
aglomerado (VCA) por el método del microhematocrito y la rickettsemia,
expresada en valores del % de ei. En el experimento inicial se comenzé la
siembra con 5% de ei obtenidos de una vaca de la raza Jersey, los subcul-
tivos se efectuaron durante los dias 4 y 8, este porcentaje se incrementé
a 16.6 % durante los primeros ocho dias, reduciéndose hasta 3% después
de 18 dias de cultivo, este primer experimento sirvié para proporcionar
material biol6gico empleado en el siguiente ensayo; en el segundo expe-
rimento después de 13 dias en cultivo se tomaron 9 mL del subcultivo 2
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del experimento inicial y se inocul6 a una vaca adulta de la raza Holstein-
Friesian, una vez que en el bovino se alcanzé 2 % de rickettsemia se tomé
una muestra de sangre para cultivarse nuevamente, esta vaca desarrollo
anaplasmosis al dia 13 post-inoculacién (pi) y los cuerpos de inclusion
fueron visibles al dia 20 pi; para el tercer experimento se tomaron 2.5 mL
de material del experimento anterior y se inocularon a un becerro de la
raza Aberdeen Angus esplenectomizado, cuando la rickettsemia lleg6 al
4.6% se tomo sangre del becerro para cultivarla in vitro. También este bo-
vino desarrollé la enfermedad. En esta serie de experimentos se valoré
el efecto del paso de Anaplasma a través de las condiciones in vivo e in
vitro, lo cual aparentemente no influy6é en su comportamiento durante
el cultivo, pues las fluctuaciones que presentd no fueron significativas y
en condiciones naturales en las células hospederas tipicas preservé sus
caracteristicas patoldgicas (52).

En ese mismo ano, otro estudio de Kessler y Ristic determiné la inte-
raccién de Anaplasma con eritrocitos de ovino y bovino durante 42 dias.
El organismo mostré un periodo inicial de rapido crecimiento seguido de
un gradual descenso en el porcentaje de ei. Para iniciar con los cultivos
se obtuvo sangre infectada de un ovino esplenectomizado infectado con
un aislado atenuado de A. marginale, las condiciones de cultivo fueron las
mismas mencionadas en los experimentos anteriores, excepto por el por-
centaje de ei utilizado, que en esta ocasion fue del 9%, asi como el tiempo
en los cambios de medio, que fueron cada cuatro dias. En el primer ensa-
yo, eritrocitos de ovino normales se combinaron con eritrocitos de ovino
infectados a razén de 1:2 (v/v). El porcentaje de ei se incrementoé durante
las primeras 24 horas, decreciendo ciclicamente. En el segundo ensayo la
combinacién se realizé entre eritrocitos de ovino infectados y eritrocitos
de bovino sanos, ala misma razén. En este caso, el porcentaje de ei tuvo un
comportamiento similar al primer ensayo, no se encontraron diferencias
estadisticas. El agente atenuado fue capaz de infectar a las células inde-
pendientemente de la especie (53).

Mas tarde, Mazzola y Kuttler infectaron eritrocitos de bovino con
A. marginale también en condiciones microaerofilicas, a 37°C, utilizando
medio RPMI-1640 adicionado con 10% de SBF y como soporte emplearon
cajas Petri de 60 mm de didmetro, con 2 mL de medio de cultivo. El cambio
de medio se realizé diariamente durante los primeros siete dias, y poste-
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riormente a intervalos de tres o cuatro dias. Para determinar el porcentaje
de infeccion realizaron frotis de los cultivos en suspension y los tifleron con
colorante de Giemsa. Asimismo, a todos los animales infectados se les to-
maba una muestra para la observacion microscépica del frotis sanguineo
tenido con Giemsa, el VCA y el titulo de anticuerpos mediante las pruebas
de fijacion del complemento y aglutinacion en tarjeta para anaplasmosis.
Estos investigadores mantuvieron tres grupos de 20 cultivos cada uno; el
grupo 1 tenia 1.4% de ei, al cabo de 16 dias se tomaron 30 mL de cultivoy
se inocularon a becerros susceptibles, el nUmero de Anaplasma en cultivo
se increment6 4.5 veces a los tres dias, los animales inoculados desarro-
llaron la infeccion a los 30 dias pi; el grupo 2 se conservé durante 42 dias,
el valor de ei inicial fue del 3.5%, a los dias 7, 14, 21, 28, 35 y 42, por cada
dia becerros susceptibles fueron inoculados via intravenosa con 5 mL de
cultivo; para este caso, el nimero de la rickettsia en cultivo se incrementé
3.3 veces al dia 11 y los becerros inoculados demostraron la enfermedad
a los dias 28 y 36 pi. En tanto, el grupo 3 fungié como testigo, mantenido
en solucién de Alsever durante 14 dias, con 3.5% inicial de ei, al dia 7 y 14
se inocularon con 15 ml de cultivo por cada dia a becerros susceptibles,
en este grupo el nimero inicial de Anaplasma se mantuvo durante todo el
experimento, de la misma manera, el ganado infectado no presento signos
clinicos de anaplasmosis (54).

Diez aflos mas tarde, en 1990, Orozco (55) evalué el comportamien-
to de la rickettsia in vitro, para ello, manipulé la cepa Texcoco previamente
criopreservada durante dos afos e inoculada a un bovino convaleciente,
al dia 23 pi present6 0.39% de parasitemia con 8% de VCA. Durante la reali-
zacién de este primer ensayo se analizaron los efectos de diversos tipos de
atmdsfera, medios de cultivo, volumen de medio de cultivo. En los ensa-
yos posteriores se utilizé la cepa Tizimin, ajustando a 5% la concentracién
inicial de ei, evaluando la concentracién (%) y procedencia del SBA y sales
amortiguadoras, ademas de la adicién de un precursor de acidos nuclei-
cos, cambio de medio y realizacién de subcultivos a distintos intervalos. A
manera de resumen, el cuadro 2, menciona las condiciones ensayadas.
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Cuabro 2

Factores ensayados en cultivos estacionarios microaerofilicos de
suspensiones de eritrocitos infectados con Anaplasma marginale cepas

"Texcoco” o "Tizimin", incubados a 37 °C en microplaca

Factor Tratamientos

Medio de cultivo 1) M-199 1) MEM II) RPMI-1640
Cantidad del medio 1) 100 ul 1) 200 pl
Sal amortiguadora 1) ACES 1) BES Il) HEPES IV) TES
Adicion de Acido orético
precursores
% de Suero* 1)5% 1) 10 % 1) 20 % IV) 40 %
Suspension (v/v)** )5% 1) 10 % 1) 20 % IV) 40 %
Atmosfera )93 %N,, 5% )90 % N,, I 5% CO,
C0O,;2%0, |5%CO,; 5%0, en aire
Frecuenciaencambio | | o) | yaga72hrs | 1) 168 horas
del medio
Intervalq del 4 dias 8 dias 16 dias 32 dias
subcultivo
Alimentacion del 1) Il Forraje
Bovino donador Concentrado )

* Suero de Bovino Adulto
** 50 Eritrocitos infectados
Elaborado a partir de: Orozco, 1990 (53)

Este amplio estudio consistio en siete fases, en la primera las cons-
tantes del cultivo fueron: complementacion con SBA al 40%, la adicién de
HEPES 25 mM, con pH de 6.8 + 0.05 en el medio de cultivo y una suspen-
sion al 10% con 0.39 % ei; como soporte se emplearon placas de 24 pozos
con 16 mm de diametro con cambio diario del medio de cultivo. Las varia-
bles fueron los medios de cultivo, la cantidad de medio y las atmdsferas de
incubacion. La evaluacion de los cultivos duré 24 dias. En todas las interac-
ciones (medio, cantidad y atmosfera) hubo fluctuaciones, empero, en MEM
las fluctuaciones decrecieron hasta llegar a cero el dia 16; los rendimientos
en M-199 fueron superados por RPMI-1640, medio en el cual la viabilidad
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de Anaplasma se hizo evidente, en los volumenes de 200 uL y con las at-
mosferas compuestas por 2%0,, 5% CO, 93%N,;y 5% CO, en aire.

En la segunda fase se empleé RPMI-1640 adicionado con 25 mM
HEPES, el pH y el porcentaje de ei fueron los mismos que en la fase anterior;
las variantes fueron los porcentajes de suero bovino y las atmosferas men-
cionadas, asi las mejores respuestas se observaron con la atmésfera de 5%
CO, en aire y la complementacion del medio de cultivo con 40% de SBA.

Para la tercera fase nuevamente se utilizé RPMI 1640 con atmosfera
de 5% de CO, y 200 uL de medio de cultivo, las variables analizadas fueron
las sales amortiguadoras: ACES (N-2 acetamido acido aminoetanesulféni-
co), BES (N-N- bis/2 hidroxietil/2-4cido etanelsulfonico), HEPES y TES (N-
tris/hidroximetil/N’-2-acido etanolsulfénico). La respuesta bioldgica mas
satisfactoria se dio con la sal HEPES, en tanto con ASES TES y BES los por-
centajes de ei fueron menores a 0.05%.

En la cuarta fase se estudio el efecto del cambio de medio a distintos
intervalos, el resto de las condiciones fueron las mismas que en la tercera
fase, adicionando ademas 25 mM HEPES, la duracion de esta fase fue de 16
dias, al dia cuatro no se observaron a las bacterias en aquellos cultivos con
cambios cada tercer y cada ocho dias, en los cultivos con cambio diario se
detectd6 al Anaplasma hasta el dia 12. De esta manera, una vez establecidas
las condiciones generales dptimas para el cultivo, en esta fase se analizé el
uso de distintas concentraciones de ei para iniciar el cultivo, al término de
24 dias se determind que las caidas menos drasticas en el porcentaje de ei
fue con la concentracién inicial de 20%.

En la quinta fase se estudio la posible diferencia entre el SBA de ani-
males con habitos alimentarios diferentes, al mismo tiempo se evalué el
efecto de la adicion de 0.75 mM de un precursor de acidos nucleicos, con-
cluidos los 24 dias de duracién del cultivo se establecié que los mejores
rendimientos se realizaron con la adicién de acido orético y el SBA del ani-
mal alimentado con concentrado.

Finalmente, el Ultimo ensayo consistio en apreciar las diferencias en-
tre los cultivos sometidos a tiempos de subcultivo variado, el cultivo se ini-
cié con un donador con 1.87% de rickettsemia y se aplicaron todas las con-
diciones previamente establecidas a lo largo de las fases del experimento,
los subcultivos se hicieron a razén de 1:2. Los porcentajes de ei fueron
mayores en los subcultivos mas espaciados; en subcultivos tempranos el
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porcentaje disminuyd gradualmente conforme se incrementaba el nime-
ro de subcultivos. A manera de conclusidn, después de todos los ensayos
se determiné que la suspensién de eritrocitos al 20% de infeccién en me-
dio RPMI-1640 complementado con 25 mM de HEPES, acido orético y 40%
de SBA de animales alimentados con concentrado, con cambios de medio
diarios y subcultivos espaciados incubada con atmésfera de 5% CO,, pro-
porcionan las mejores condiciones de mantenimiento para los cultivos.

Para determinar la infectividad in vivo se tomaron 1.5 mL de cultivo
de 36 dias con 0.8% de eiy se inocul6 un bovino esplenectomizado de tres
anos de edad raza Holstein Frieisan; sin embargo, no hubo evidencia de
signos de anaplasmosis, tampoco se logré demostrar a la bacteria durante
los 32 dias de la observacién clinica al observar frotis tefiidos con Giemsa
del bovino inoculado (55).

Blouin et al. utilizaron la cepa Virginia de A. marginale para inocularla
en un sustrato de eritrocitos sanos, no infectados; primeramente inyec-
taron a un becerro esplenectomizado con dicha cepa, al alcanzar 2% de
rickettsemia se le depositaron adultos machos de Dermacentor andersoni,
que fueron alimentados por este becerro durante siete dias, a continua-
cion se inoculé un cultivo previamente establecido de eritrocitos de bovi-
no susceptible suspendidos en RPMI 1640 con 25 mM HEPES, L-glutamina
y 20% de SBF a la proporcion de 1:8, en placas con pozos de 35 mm de
didametro con 3.0 mL de volumen, a 37°C en atmosfera con 5% de CO, en
aire y con cambios de medio diariamente. En los eritrocitos se observo la
rickettsia a partir de los 30 min pi, con formacién de vacuolas a partir de
las membranas del eritrocito, conservandose hasta el dia 6 sin evidencia
de division (56).

Recientemente, Castafieda et al., en 2006 (57), valoraron el creci-
miento y viabilidad de esta rickettsia, a través de dos ensayos. Los aislados
mexicanos elegidos fueron procedentes de casos clinicos, uno de Morelos
y otro de Aguascalientes, y multiplicados en becerros esplenectomizados.
A lo largo de los ensayos se establecieron las constantes de incubacion
que fueron temperatura de 37°C y cambio de medio cada 48 horas.

En el primer ensayo, se obtuvo la sangre infectada del bovino dona-
dor; el porcentaje de ei inicial fue de 46.5%, alcanzado después de varios
pasos de lavado por centrifugacion con solucién de Vega y Martinez (VYM)
(58). La variante estudiada en el cultivo fue la altura proporcionada de me-
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dio de cultivo a 3,4 y 5 mm, por una suspensién al 5% (v/v) de eritrocitos
infectados con medio F-12 'y 5% de SBF, en placas con pozos de 35 mm de
diametro, en atmésfera microaerofilica. Los cuerpos de inclusion se obser-
varon con tincion de Giemsa a partir del dia 1 hasta el 31, con el pico de
infeccién al dia 14 con valor de 43.30% ei y declinando posteriormente;
asimismo, los mayores rendimientos promedio se obtuvieron en la altura
de 5 mm de medio proporcionada.

El segundo ensayo se inicié con 14.99% de ei, a partir de sangre co-
lectada del donador a los 30 dias pi. Para la siembra se aplicaron 5 mm de
altura de medio de cultivo en placas con 24 pozos de 16 mm de didmetro
con suspension inicial de 10% de ei en diferentes medios: F-12, M-199 y
RPMI 1640 con 10% de SBF. Ademas del efecto del medio de cultivo se eva-
lué el efecto de dos diferentes atmosferas: la de 5% de CO, en aire del pri-
mer ensayo y otra compuesta de 5% CO,, 5% O,y 90% N.. Periédicamente
se tomaron muestras para frotis que se tineron con colorante de Giemsa
y para la tincién vital con acetato de carboxi-metil-rodamina (CMRA) para
observarse con el microscopio de luz blanca y de epifluorescencia, respec-
tivamente. La morfologia observada a lo largo de este estudio coincidio
con el tradicional cuerpo de inclusién sencillo o doble, localizado mayo-
ritariamente en la periferia del eritrocito. Los mayores valores de ei se ob-
servaron en los cultivos en la atmoésfera | (5% de CO, en aire), en tanto que
en los de la atmosfera Il (5 % C0,,5% 0O,y 90% Nz)' los valores de ei dismi-
nuyeron aceleradamente, aunado a la presencia hemdlisis. Las tinciones
con CMRA realizadas desde el inicio del cultivo hasta el dia 9 mostraron
formas infectivas clasicas fluorescentes, indicativas de la viabilidad de A.
marginale, con uno a tres Cl en la periferia del eritrocito en todos los casos,
sin diferenciar entre medios de cultivo o condiciones de atmdsfera. Hacia
los dias 15 a 20 se empezaron a observar diferencias en la cantidad de Cl
por célula, algunas rickettsias manifestaban formas y tamanos diferentes a
la clasica, también la intensidad de luminosidad se redujo. Otro aspecto in-
teresante fue la presencia de formas extracelulares de Anaplasma. Para los
dias 21 a 26 se increment6 el numero de bacterias fuera de los eritrocitos,
aumentando las formas atipicas y disminuyendo el nimero de Cl por célu-
la. Los autores de este trabajo argumentan acerca de la ventaja del uso de
colorantes que permiten la visualizacién de microorganismos vivos, sobre
aquellos colorantes que no determinan viabilidad (57).
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Para 1997, Waghela et al. (59) emplearon un sistema de co-cultivo de
eritrocitos con células endoteliales de arteria pulmonar de bovino previa-
mente caracterizada. Los becerros donadores se inocularon con 1 x 10° ei
del aislado Texas de A. marginale.

Para el primer experimento, al dia 25 pi se tomé sangre de los dona-
dores, los cuales contaban con 24% de rickettsemia, se lavo la sangre y los
eritrocitos se mantuvieron en solucién salina de Puck con 2% de glucosa y
antimicrobianos, al momento de su uso se enjuagaron en solucién salina
de Hank. Los medios de cultivo ensayados fueron RPMI 1640 con 25 mM
de HEPES, MEM segun la férmula de Glasgow (G-MEM) y Leibovitz L-15 con
20 mM de TES, 2 mM de MgCl,, 25 mM de glucosa, 5 mM de adenosina y
5 mM de inosina; todos adicionados con 0.02% de NaHCO,, 10% de caldo
triptosa-fosfato (CTF), 2 mM de L-glutamina, 100 Ul de penicilina (P), 100
pg de estreptomicina (E), 25 ug de anfotericina B (AB) y 20% de SBF. Como
contenedores se emplearon placas de 24 pozos con 1.5 mL de medio de
cultivo, la incubacion fue a 37°C en atmosfera de 5% de CO,. En el décimo
pase las células fueron inoculadas y diariamente se removié 1.0 mL de me-
dio gastado y se sustituyd con medio fresco, al mismo tiempo se tomaron
muestras para realizar la tincién de Giemsa, semanalmente se adicionaron
a cada pozo 25 L de eritrocitos provenientes de novillos sanos, no infec-
tados. Los subcultivos se realizaron con el material resuspendido, transfi-
riendo a un nuevo pozo con eritrocitos sin infectar. Periddicamente se to-
maron 5 pL del sedimento de eritrocitos y se prepararon para microscopia
electrénica, a la par otra técnica de deteccion aplicada fue la hibridacion,
para lo cual se tomaron 100 pyL de muestra. Como resultado, en la primera
semana el mejor rendimiento se logré con el medio G-MEM, aunque a las
2.5 semanas el rendimiento fue muy similar en todos los medios. El por-
centaje de infeccidon se mantuvo durante 16 semanas. La infeccién se di-
semino al endotelio, en ausencia de las células endoteliales se observaron
cuerpos iniciales degenerados, a los 30 dias pi.

En un segundo experimento se tomaron muestras de donadores
con 21% de rickettsemia, empleando el medio G-MEM y una dosis de 1.56
x 10%ei por pozo, el propdsito de este ensayo fue valorar el impacto de una
diferente dosis de ei respecto del primer experimento.

Un tercer experimento tuvo como objetivo evaluar dos factores: el
rendimiento de los subcultivos a dos tiempos distintos y el movimiento de
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los cultivos en suspensién, se inicié con un porcentaje de parasitemia de
23 puntos y se sembr6 a dosis de 3.12 x 10° ei en G-MEM con cambios de
medio diarios y graduales de 1.0 mL, el cultivo se mantuvo en movimien-
to durante una hora a 250 rpm, todos los subcultivos fueron preparados
con diluciones con eritrocitos sanos 1:3, a la primera y sexta semanas de
incubacion. Asiduamente se prepararon muestras para microscopia elec-
trénica e hibridacién. Los autores concluyen, después de dar seguimiento
durante 16 semanas los cultivos, que A. marginale puede crecer en un sis-
tema de cultivo continuo por un niumero limitado de pases, los factores
como lapso entre pases, concentracién inicial de ei y condiciones de movi-
miento o estacionarias no influyen directamente en el crecimiento de esta
rickettsia (59).

V. Cultivo de Anaplasma marginale en células
de artropodo

En 1976 se informa de la supervivencia de la rickettsia (60), en células de
mosquito Aedes albipictus suspendidas en medio de cultivo para mosqui-
tos, enriquecido con SBF, derivado de la fagocitosis de eritrocitos infec-
tados, en los que la presencia de la rickettsia es revelada por tincién con
el colorante de Giemsa; en un segundo estudio por los mismos autores
(61), se logra mantener a la rickettsia durante 60 dias, segun observacio-
nes mediante microscopio electrénico; sin embargo, estos mismos autores
concluyen que aun cuando la ultraestructura e identidad de A. marginale
es facilmente determinada, no se aporta evidencia en cuanto a que los
organismos se hayan multiplicado o se encuentren viables.

Entre los primeros ensayos para multiplicar la rickettsia A. margina-
le en cultivos de células de garrapata, se encuentran los de Samish et al.,
en1988 (26), utilizando la linea celular RML 15 de D. variabilis, en confluen-
cia al momento de la infeccion e incubada en atmadsferas de 2.5% o 5%
de CO, en aire, a 28°C y en placas de 12 pozos con 21 mm de diametro
0 matraces de 25 cm? de superficie. Inicialmente, a partir de becerros es-
plenectomizados previamente infectados con la cepa TA de A. marginale,
se prepararon suspensiones de eritrocitos infectados entre 9% vy 11% ric-
kettsemia en medio Leibovitz L-15 adicionado con MEM vy sales de Hank,
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enriquecido con 1-prolina (0.1 mg/mL) y 25 mM HEPES; estas suspensio-
nes fueron mezcladas a diferentes densidades, 1 x 10°, 1 x 10*y 1 x 10° eri-
trocitos por mm?, en monoestratos de la linea celular. El dia de la siembra
se anadié 20% SBF al medio y 24 horas mas tarde, el medio sobrenadante
fue reemplazado con una mezcla que contenia sélo 5% SBF; cambios de
medio se efectuaron una o dos veces a la semana.

Periddicamente se tomaron muestras que fueron depositadas en
tubos de Leighton conteniendo cubreobjetos en cuya superficie se dejé
sedimentar la muestra y pasadas 24 horas, recolectados para ser colorea-
dos con tincion de Giemsa. Sus observaciones concluyen que la actividad
fagocitica se alcanza a las dos horas de iniciado el cultivo, pero cuando la
densidad de siembra fue de 1 x 103 ei, se alcanza 100% de fagocitosis al
dia uno; sin embargo al dia cuatro pi todos los eritrocitos han sido lisados
dentro de las células, para el dia 10 se observan < 4 particulas parecidas a
Anaplasma en las células infectadas y que se incrementan para el dia 14,
detectdndose hasta ocho particulas en cada célula infectada, logrando ob-
servarse en numeros considerablemente mayores dentro del citoplasma
en el dia 20 pi. La identidad de las particulas fue determinada con coloran-
te de Giemsa y verificada mediante ensayos de inmunofluorescencia.

Para 1989, Hidalgo et al. (62) dieron a conocer que A. marginale fue
propagada en una linea celular derivada de embriones de la garrapata D.
variabilis y que el desarrollo de la rickettsia fue vigilado empleando la mi-
croscopia electrénica de transmisién, mientras que su identidad se verifi-
¢6 con el apoyo de la técnica de inmunofluorescencia indirecta utilizando
anticuerpos monoclonales. La linea celular embrionaria fue infectada em-
pleando alguno de los siguientes procedimientos; el primero, a partir de
porciones del intestino medio de garrapatas adultas que se diseccionaron
entre 5y 10 dias después de haber sido alimentadas y de desprenderse de
un becerro previamente infectado con el aislado Mississippi de A. margi-
nale. El sequndo a partir de porciones del intestino de ninfas que también
se diseccionaron entre 5y 10 dias después de haber sido desprendidas de
un becerro previamente infectado con el aislado Virginia de A. marginale y
el tercero empleando intestinos de garrapatas adultas infectadas durante
su estadio de ninfas con el aislado Virginia de A. marginale. Los cultivos
se incubaron a 28 0 37 °Cy los pases o subcultivos realizados a intervalos
de siete a diez dias. Los primeros cultivos positivos se encontraron a cua-
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tro dias pi, con valores de entre 2% y 5% de células infectadas, alcanzado
valores mayores a los siete o diez dias. La morfologia del A. marginale fue
muy similar a la observada en los Cl marginales en eritrocitos infectados,
con estructuras circundadas por una triple membrana y repleta de micro-
organismos. Con el tiempo se observaron microcolonias caracteristicas de
lainfeccion en células del intestino de garrapatas naturalmente infectadas
(63). Aparentemente no se observé ningun efecto citopatico para las cé-
lulas y conforme se hacian los pases, se observaba el incremento en las
células embrionarias de la garrapata, asi como en el nimero de células
infectadas, los cuales se vieron mas favorecidos cuando la temperatura de
incubacion era de 28°C. Empleando cualquiera de los tres procedimientos,
se obtuvieron cultivos continuos de A. marginale; con el primero, por una
duracion de 11 meses y 22 pases, y al momento del informe en el segundo
y tercero, llevaban 18 pases durante un periodo de nueve meses. Sin em-
bargo, en ninguln caso se hicieron intentos para verificar si la rickettsia era
infectiva para el portador bovino.

Munderloh et al., en 1996 (64), intentan cultivar a la rickettsia A.
marginale en el laboratorio, utilizando cuatro lineas celulares derivadas
de garrapatas; tres de ellas: Rhipicephalus appendiculatus, D. variabilis y
D. albipictus, reconocidas como vectores bioldgicos transmisores y una
derivada de I. scapularis, reconocida como no transmisora; pero, sorpren-
dentemente, sélo la linea IDE8 (65), cuyo origen es I. scapularis, resulta exi-
tosa, atribuyéndoselo a su capacidad fagocitica. Se utilizé la cepa Virginia
de A. marginale después de haber sido pasada cinco veces en becerros y
que habia demostrado ser capaz de transmitirse por garrapatas (66, 67),
previamente criopreservada con DMSO al 10% en N, liquido. Una vez des-
congelada, se puso en contacto, con monoestratos de la linea celular en
confluencia en matraces de cultivo de 25 cm? de superficie, en volume-
nes de 2 uL por mm? e incubados a 34°C durante toda la noche. El medio
de cultivo utilizado fue L-15B, suplementado con 5% SBF inactivado, 10%
CTF y 0.1% de lipoproteina bovina concentrada y enriquecido con 0.25%
NaHCO, y 10 mM del acido 3-(N-Morpholino) propano-sulfénico (MOPS),
como sal amortiguadora.

Para favorecer la interacciéon entre la rickettsia y las células de ga-
rrapatas, a los cultivos de una noche se les anadieron mas células frescas
y la mezcla se centrifugd a 2000 xg durante 60 minutos, resuspendiendo
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el sedimento en el medio enriquecido e incubandose nuevamente en ma-
traces de cultivo de 25 cm? de superficie, haciendo el cambio de medio
una vez por semana y los cultivos vigilados periddicamente, para observa-
cion al microscopio de las células tefiidas con el colorante de Giemsa. Con
esta metodologia, A marginale fue capaz de invadir las células y multipli-
carse hasta producir colonias contenidas dentro de una vacuola envuelta
en una membrana. La primera identificacién positiva se realizé al dia 34
pi del cultivo, alcanzando a infectar aparentemente al 30% del estrato sin
provocar ningun efecto citopatico. Durante los primeros cinco meses del
cultivo, el crecimiento fue muy lento, mientras la rickettsia lograba adap-
tarse a las células portadoras, alcanzando hasta 60% de infeccién, realizan-
do diluciones 1:2 o 1:3 (v/v) de la suspension celular en medio de cultivo
fresco. Durante el periodo de adaptacion, el realizar subcultivos afadien-
do nuevas células IDE8 no infectadas no parecié acelerar el proceso. Una
vez adaptada la rickettsia al cultivo, se pudieron realizar subcultivos con
suspensiones de células no infectadas en diluciones desde 1:3 hasta en
1:20; en este Ultimo caso, obteniendo 100% de infeccidn en las células de
garrapata a los 21 dias después del pase, llegando a notarse el efecto cito-
patico en las células altamente infectadas. El cultivo se logré mantener de
forma continua por un periodo de 16 meses con 14 pases intermedios.
Anaplasma marginale en células de garrapata I. scapularis, (linea IDE8) fue
diferente morfoldégicamente, de la descrita para células de garrapata o de
ganado bovino, tradicionales. Inicialmente aparecieron con caracteristicas
pleomoérficas dentro de endosomas poco definidos y conforme se adap-
taban mejor a las condiciones in vitro, se observaban mas claramente las
vacuolas parasitoforas con mayor cantidad de cuerpos cocoides electro-
densos. De manera semejante, las formas reticulares tipicas descritas para
tejidos de garrapata, fueron evidentes hasta después de cinco meses en
cultivo y mas facilmente distinguibles de los fagolisosomas. Células alta-
mente infectadas terminan por desintegrarse, liberando en el medio los
microorganismos. La identidad de la rickettsia fue confirmada cuando los
cultivo se encontraban en los pases 2 y 4 (con 5y 9.5 meses de antigliedad,
respectivamente), se inocularon en forma individual por via endovenosa
en becerros Hereford esplenectomizados. Estos padecieron la infeccion
con evidentes signos de anaplasmosis entre dos a cuatro semanas pi, in-
cluyendo anemia severa. Igualmente, garrapatas D. andersoni, alimentadas
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en uno de los becerros, también fueron capaces de transmitir la infeccion
a otro becerro susceptible.

VL. Cultivo de Anaplasma marginale en otro
tipo de celulas

Hidalgo (68, 69) propagd a la rickettsia en cultivos de células de ganglios
linfaticos de bovino. La sangre de los donadores se colecté cuando el por-
centaje de parasitemia fue de 85 puntos y los ei se mantuvieron en ni-
trégeno liquido con 10% de dimetil sulféxido (DMSO) en solucién Hank.
Para la inoculacion los ei se descongelaron a 37°C y se resuspendieron en
medio de cultivo MEM a razén de 1:60, el cual se complementé con 10%
de SBF +P+E y vitamina B, .. Los monoestratos de células de ganglios linfa-
ticos se conservaron en contenedores de 75 cm? de superficie en incuba-
cién estatica a 37°C. Las técnicas para la demostracion del microorganismo
consistieron en la fijacién de células para tinciones de Giemsa y naranja de
acridina, asi como para inmunofluorescencia directa. Durante 120 horas se
dio seguimiento a este experimento, los valores de la rickettsia tuvieron un
incremento exponencial durante las primeras 24 horas, disminuyendo en
las 48 horas posteriores, alcanzando los mayores rendimientos a las 17.1
horas de iniciado el cultivo. Usando este material igualmente, Hidalgo es-
tudié el efecto de la adicion de oxitetraciclina en el desarrollo de A. margi-
nale, encontrando que este farmaco influye rapida y negativamente en el
numero de bacterias en cultivo desde las primeras 12 horas, mantenién-
dose su efecto hasta las 120 horas. Este autor cita a Marble y Hanks (70),
quienes en 1971 informaron de la propagacion de A. marginale durante 20
semanas en médula ésea de conejo suspendida en medio M-199 adiciona-
do con 5% de suero ovino, con subcultivos; sin embargo, no se evidencié la
replicacién del microorganismo ni tampoco la infectividad al ser inoculado
en animales; el propio Hidalgo cita un experimento previo, realizado por él
mismo en el cual intentd el cultivo continuo en esta misma estirpe celular,
en el que el numero de anaplasmas se redujo hasta llegar a cero al cabo de
tres pases (68, 69).

En el trabajo de Hurska et al (71) (citado por Orozco, 1990), emplea-
ron médula dsea, eritrocitos de bovino y células renales suspendidas en
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medio M-199, adicionado con 10% de SBF, sin obtener evidencia de la mul-
tiplicacion del microorganismo. Asimismo, el ensayo de Marble y Hanks en
1972 (72), (citado por Orozco, 1990) que tuvo una duracion de ocho sema-
nas, en él se trabajé con matriz 6sea de conejo diluida en medio M-199 con
5% de SBF, vitamina B, , bicarbonato de sodio y antibidtico, finalmente se
obtuvo una concentracién de 10°células/mL que fueron incubadas a 37°C
por 72 horas, la presencia de la bacteria se demostré durante 140 dias sin
evidencia de multiplicacién. También resefa el experimento de Trueblood
que en 1973 (73) intentd su multiplicacion en ganglios linfaticos de bovi-
no, empleando como medio M-199 suplementado con 3% SBF a 37°C, en
una atmosfera de 5% de CO, en aire; la sangre infectada para el cultivo se
preservé en glicerina al 10% a -70°C. Al momento de su uso, se descongeld
y se iniciaron tres modalidades de cultivo: la primera fue iniciar el cultivo e
infectar a las 48 horas, la rickettsia se detect6 en el sobrenadante desde el
dia 7 al 9 pi, este sobrenadante fue inoculado a bovinos susceptibles, los
cuales se enfermaron al dia 28 pi.

La segunda modalidad consistié en que los recipientes del cultivo
se mantuvieron en agitacién constante, y en la tercera se adicionaron an-
tibidticos. En conclusion, los resultados obtenidos no variaron respecto
de la primera modalidad. Otros investigadores (74-76) citados de igual
forma por Orozco (55), intentaron el cultivo in vitro de esta bacteria; los
dos primeros ocuparon monoestratos de células de: corazén, rinén, pul-
mon, médula 6sea e higado de bovinos sanos y enfermos de anaplasmo-
sis, manteniéndolos hasta cuatro semanas sin lograr infectar a animales
susceptibles; el segundo evalué lineas celulares renales embrionarias, de
piel, musculo, intestino, pulmon y rindn humano y fibroblastos de raton
en medio MEM con 10% de SBA, la infeccion fue evidente en el citoplasma
de células renales a las 24 horas posinoculacion; el tercero empleé médula
dsea, ganglios linfaticos de bazo y timo de ganado sano e infectado, des-
pués de algunos pases se inocularon bovinos sin que presentaran signos
del padecimiento.

A medida que se han incrementado los conocimientos de la bio-
logia de A. marginale, los intentos por establecer un cultivo in vitro con-
tinuaron, intentando preservar las caracteristicas patdgenas y antigéni-
cas de la rickettsia, por lo que se hicieron mas numerosos y complejos.
Tomando en cuenta los resultados poco satisfactorios obtenidos en los
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estudios con eritrocitos, y, ante la lejania de los primeros ensayos en cé-
lulas nucleadas hechos en la década de 1970 en adelante, se inicio el
desarrollo de novedosas metodologias cada vez mds sofisticadas; por
ejemplo, Blouin et al., en 1993 (77), demostraron la presencia de la ric-
kettsia a lo largo de nueve semanas en células nucleadas de bovino. Para
este estudio algunos becerros fueron inoculados con el aislado Virginia
de A. marginale, posteriormente garrapatas macho de D. andersoni fue-
ron alimentadas durante siete dias en éstos, cuando los becerros alcan-
zaron una rickettsemia de entre 3% y 5 %, se removieron las garrapatas
y se incubaron a 25°C durante cinco dias, exponiéndose a un segundo
periodo de alimentacién de 12 dias. Una vez removidas las garrapatas, se
decontaminaron. Para la deteccion de la bacteria en las glandulas saliva-
les se usé microscopia electronica y de luz; al confirmarse la presencia de
la rickettsia se realizaron disecciones de las glandulas salivales, para ser
sumergidos diez pares de glandulas en 1.0 mL de medio de cultivo MEM,
mas adelante se centrifugaron y el sobrenadante fue inoculado a mo-
noestratos de células de turbinadas y de aorta de bovino obtenidas del
American Type Culture Collection (ATCC). Cabe sefnalar que tres dias an-
tes de la inoculacién se realizé el pase de estas células en contenedores
de 5 cm? de superficie en medio G-MEM con 15% de suero de ternera, 5%
de CTFy P + E con dosis de 100 Ul'y 100 ug/mL, respectivamente, con pH
de 6.8 a7y volumen de medio de 2.0 mL. Los cultivos se mantuvieron en
rotacion a 80 rpm durante 30 min a 37 °C, después de dos horas el medio
fue removido del monoestrato y reemplazado por medio fresco. Para el
mantenimiento de los cultivos el cambio de medio fue cada tres dias, re-
emplazando 2/3 partes del medio viejo y sustituyendo con medio fresco.
A las dos o cuatro semanas se realizo el subcultivo 1:3 (v/v). Se observa-
ron cuerpos de inclusién mediante la tincién de Wright y se prepararon
muestras para microscopia electrénica y para hibridacion de ADN, en la
cual se utiliz6 10% del cultivo de las células turbinadas y 15% en el caso
de células endoteliales. Para esta Ultima técnica se usé un fragmento de
965pb del gen msp1B. En los resultados, morfolégicamente se identifico
al Anaplasma, observandose adjunta a las membranas de las células por-
tadoras una hora pi; después de 18 horas se observaron cambios en la
morfologia del microorganismo, pues cambiaron las formas reticuladas
a formas mas electrodensas, a las dos semanas posinoculacion se obser-
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varon inclusiones intracitoplasmaticas cercanas al nucleo de las células
turbinadas, el nimero de inclusiones disminuyé conforme aumentaba
el nimero de pase. La membrana y la pared celular fueron separadas
por una vacuola repleta de anaplasmas, éstas se identificaron hasta seis
semanas pi. La técnica de hibridacion arrojé resultados positivos en los
endotelios a las seis semanas pi, después de cuatro pases, y en los cul-
tivos donde no se realizaron pases, a partir de la novena semana pi; en
tanto, en las células turbinadas los resultados positivos se presentaron
la séptima semana pi, después de cuatro pases. Para el desafio in vivo se
inocularon a diferentes tiempos, células suspendidas en 2.0 mL de MEM
via intravenosa a cinco becerros, el seqguimiento de los animales se reali-
z6 con frotis tefidos con Giemsa, prueba de fijacion del complemento y
ELISA. Infortunadamente, estos becerros no presentaron signos clinicos
de anaplasmosis, resultaron negativos a la prueba de fijacién del com-
plemento, pero con la prueba de ELISA, tres de cinco animales presenta-
ron titulos significativos de anticuerpos. Adicionalmente, en uno de los
becerros infectados con los cultivos, a las diez semanas pi, se colocaron
50 hembras de D. andersoni para alimentarse, concluido el periodo de ali-
mentacion, las garrapatas se transfirieron a becerros sanos, que tampoco
desarrollaron signos de anaplasmosis (77).

En el informe del 2004 (78), el grupo de investigadores de la docto-
ra Munderloh describe el cultivo en lineas de células endoteliales de bo-
vino (Bos taurus) y de mono Rhesus (Maccaca mulata) con un porcentaje
de infeccién de hasta 90 puntos Cabe destacar que en dicho experimento
también se estudio la interaccion de otra especie, A. phagocytophilum, con
sus células blanco. Todas las lineas celulares aqui utilizadas como soporte,
fueron comercialmente adquiridas del ATCC. Primero, la infeccién se dio
en una linea de células de garrapata, derivada de embriones de /. scapu-
laris, cuyo establecimiento se dio con anterioridad (64, 65), esta linea se
denomina ISE 6 y se mantuvo en medio de cultivo L15-B300 con 5% de
CTF, 5%de SBF y 0.1% de lipoproteina concentrada bovina, la temperatura
de incubacion fue de 34°C con atmosfera de 5% CO,; al pase 36 se inoculd
con la cepa Virginia Am291 de A. marginale, al inocular a la rickettsia se
adiciond al medio de cultivo, 25 mM de HEPES y 0.25% NaHCO,, para lograr
pH de 7.5 a 7.7, posteriormente el material de este cultivo se transfirio a
las células portadoras de mamifero: retina fetal de mono Rhesus (RF/6A),
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cornea de bovino adulto (BCE C/D-1b), células turbinadas de bovino (BT) y
de aorta pulmonar de bovino (CPAE).

Para el seguimiento de la infeccion en células de mamifero se rea-
lizaron tinciones de Giemsa al 4% durante 30 minutos a 37°C, ademas de
inmunofluorescencia directa. Para el mantenimiento de los cultivos se
emplearon diversos medios segun las necesidades de cada linea, todos
complementados con L15-B300, RPMI-1640 o MCDB 131 y cortisona, de-
pendiendo de las necesidades de cada estirpe celular. Se agregé ademas
10% de SBF, la temperatura se increment6 a 37°Cy los subcultivos se reali-
zaron semanalmente con dilucion 1:4. Al término del experimento se rea-
lizaron preparaciones para microscopia electrénica y extraccion de ADN
para la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) empleando
cuatro juegos de iniciadores: uno para identificar a los géneros Ehrlichia y
Anaplasma, dos para msp2 y otro mas para la regién conservada de msp 1.
Finalmente, el crecimiento de la bacteria se observé en células endotelia-
les de retina y cdrnea, A. marginale presentd un patrén de crecimiento mas
lento en comparacién con A. phagocytophilum. Desde el pase inicial de las
células de garrapata, el porcentaje de infeccién fue cercano a los 100 pun-
tos, a los 10 dias pi de las células de mamifero, el porcentaje de infeccién
fue en decremento segun el nimero de pases. A los 30 dias el porcenta-
je de infeccion fue de 70 puntos, para estas fechas los pases se realiza-
ron en dilucién 1:5. En la estirpe de cérnea la rickettsia se mantuvo hasta
cuatro pases, en células de aorta pulmonar la infeccién sélo alcanzé 30%
durante dos semanas. Asi en la estirpe de retina se formaron grandes Cl
con numerosos cuerpos iniciales electrodensos, durante los primeros dias.
Eventualmente las células presentaban lisis liberando los Cl hacia el exte-
rior, expandiéndose por todo el monoestrato. La ubicacién de Anaplasma
se presento a la periferia de las membranas celulares y nucleares. En las es-
tirpes de aorta y células turbinadas no se demostré el desarrollo continuo
del microorganismo.

VII. Discusion y conclusiones

Se advierte que todos los grupos de investigadores involucrados en estos
intentos por mantener y multiplicar a la rickettsia A. marginale en condi-
ciones in vitro, han partido de la premisa de que la rickettsia es un pardsito
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intracelular obligado, ya que no logramos identificar ningun grupo en el
que se buscara llevar a cabo un cultivo axénico, carente de estirpe celular
que soportase el crecimiento de la rickettsia. Los ensayos de clasificacion
de microorganismos similares ahora especifican que una caracteristica
esencial de la familia Anaplamataceae y del género Anaplasma spp sea su
condicion de parasito obligado.

Derivado de lo anterior surgen varios factores a considerar, para la
realizacion del método idéneo. El primero de ellos esta constituido por las
caracteristicas del aislado o cepas de la rickettsia utilizada. Un gran nime-
ro de trabajos muestra que la rickettsia ha sido multiplicada varias veces
en sus portadores o antecesores, sean éstos bovinos o artrépodos y que al
momento de iniciar los estudios se encontraban viables. Ademas se inda-
g6 en varios de ellos que la identidad entre el aislado o cepa inicialmente
utilizado en el cultivo coincidiera en algunas de las caracteristicas que le
confirieran la misma identidad con los microorganismos obtenidos des-
pués de cultivados. Este planteamiento estaria soportado por la aplicacién
practica de los postulados de Koch, para buscar la identidad del agente
etiolégico antes y después del proceso del cultivo.

Destaca también, como factor relevante para el cultivo de esta ric-
kettsia, el medio de cultivo o soporte tanto para las células que actdan
como portadoras, como las propias rickettsias. En ello notamos gran va-
riabilidad; sin embargo, es sorprendente la frecuencia en el uso del medio
RPMI-1640 disefiado para sostener cultivos de células de mamifero, pues
se aplica en la mayoria de los casos, ya que el nUmero de experimentos
realizados con ese medio de cultivo es mas que abundante, en contraste
con otros medios. Por el contrario, en detrimento de la abundancia, des-
taca que aquellos que aparentemente han sido capaces de mantener la
viabilidad de la rickettsia por mayores periodos, son minoria. Aunado a lo
anterior, también se hace evidente que los autores han buscado la forma
de dotarles de los elementos que, a su juicio, pudieran favorecer el cre-
cimiento, tanto de la rickettsia A. marginale, como de células de soporte.
Estos aditivos han sido desde simples formulaciones para mantener el
efecto amortiguador del pH, como el NaHCO, o las sales tampon (ACES,
BES, HEPES, entre otros), hasta precursores de material genético (Timidina,
hipoxantina, inosina o el acido orético), todo ello con la intencion de fa-
vorecer su propagacion. Pero, sorprendentemente, no se converge en re-
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sultados estadisticamente significativos que establezcan la calidad de in-
dispensable, para cualquiera de estos componentes. Otros factores como
la temperatura de incubacion o la atmésfera que la circunda, no han sido
claramente discriminados ya que hay tanto resultados satisfactorios como
insatisfactorios con cualquiera de las opciones elegidas.

Otro aspecto que llama la atencién, son las manipulaciones para al-
canzar lainvasion de las células portadoras. En algunos casos se ha preten-
dido usar la fuerza de la centrifugacién para provocar el contacto estrecho
entre las fases infectantes y las posibles células portadoras; en otros casos
se ha aprovechado la capacidad fagociticas de algunas estirpes celulares,
para que ingieran uno o varios eritrocitos infectados y que, ya adentro de
la célula, la rickettsia reaccione y se multiplique; otros mas han buscado
la desintegracion del Cl para que se liberen los cuerpos iniciales, quienes
supuestamente serian los encargados de invadir nuevas células. Aun cuan-
do, por ejemplo, ya se sabe que existen componentes de la membrana de
la rickettsia que juegan un papel como adhesinas, tanto para eritrocitos
o células de garrapata, no parece explicito que se esté tomando ventaja,
particularmente de esta cualidad o que se hayan identificado factores que
la inhiban.

De los primeros ensayos referidos en este trabajo, destaca que las
células en las que se pretendia mantener a la rickettsia, no eran los eritro-
citos que son, aparentemente, la célula portadora terminal en el proceso
de infeccién por A. marginale en el bovino. En apariencia, hasta ese mo-
mento no habia elementos de juicio para considerar que los eritrocitos de
origen mamifero (carentes de nucleo), y particularmente los del bovino,
pudieran considerase como sustrato para la multiplicaciéon de un agente
infeccioso. Es posible que con la descripcion de Trager y Jensen, en 1978
(51), donde se documenta el crecimiento continuo del parasito intracelular
P. falciparum, utilizando eritrocitos como soporte, haya servido para influir
en otros grupos de investigadores de esta posibilidad. No cabe duda que
los esfuerzos realizados poco tiempo después para el desarrollo del cultivo
in vitro de otros hemoparasitos, v.gr. Babesia spp (79, 80), reforzaron la idea
de incluir a los eritrocitos como material apropiado para tal efecto.

Indudablemente la estrategia de utilizar células de garrapata, pare-
ciera como la natural segunda opciéon como célula portadora, para buscar
la multiplicacion de la rickettsia; en cierta forma ya habia estudios que lo-
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graban describir las fases de su ciclo evolutivo en el posible transmisor
bioldgico. Ante la evidencia de su presencia en esos tejidos, sélo era cues-
tién de encontrar las estirpes de células de garrapatas capaces de reprodu-
cirse en condiciones in vitro, por periodos prolongados y sin menoscabo
de sus caracteristicas primordiales. Hasta cierto punto quiza no hubiesen
sido deseables células que al transformarse, perdieran las cualidades que
le permitiesen seguir funcionando como célula portadora de A. marginale.
Aparentemente ese no fue el caso, pues no solo se describieron esas lineas
celulares, sino que ademas se desarrollaron los medios de soporte idéneos
para su mantenimiento y multiplicacion. Al utilizarlas, se ha logrado mayor
comprension del proceso, al coincidir en algunos casos la lentitud en el de-
sarrollo de la célula de garrapata, como el dilatado periodo prepatente que
se observa en los animales con las infecciones inducidas por la rickettsia.
Queda pendiente encontrar la manera de establecer la vinculacién entre
los tres tipos de células en los que estan, aparentemente, involucradas en
el ciclo de infeccion y transmisidn de la rickettsia, por un lado, las células
de garrapatay, por el otro, los eritrocitos de bovino o las células endotelia-
les. S6lo ultimamente se ha descrito que estas Ultimas, son capaces de ser
infectadas por A. marginale dentro del portador bovino (81).

Se aprecia que las metodologias que han intentado el cultivo in vitro
de A. marginale, son complejas, disimbolas, sin muchas caracteristicas co-
munes o particularidades que permitan reconocer categéricamente que
el cultivo es exitoso, ni aseverar el desarrollo del procedimiento del cultivo
in vitro de la rickettsia represente un avance evolutivo o, por el contrario,
un retroceso. Sirva de contraste lo que acontece con el cultivo in vitro de
Babesia spp, el cual tiene metodologias comunes y uniformes, amplia-
mente reconocidas por los laboratorios que desempenan tal actividad. Esa
misma metodologia, con ligeras variantes, ha sido utilizada para cultivar
especies diferentes (58, 79, 80), obtener poblaciones derivadas de un solo
ancestro o clonas (82, 83), determinar caracteristicas fisicas o bioquimicas
de los protozoarios (84, 85), servir como fuentes de antigeno o para com-
probar componentes inmunolégicos (86) o determinar la susceptibilidad
a sustancias quimicas; todo esto implica que una metodologia de proceso
uniforme, como es el mantenimiento del cultivo in vitro de un patégeno,
ofrece multiples ventajas, tanto para generar conocimiento como para in-
dagar en sus aplicaciones practicas. No cabe duda que los estudios para
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determinar el procedimiento éptimo para el cultivo en el laboratorio de la
rickettsia A. marginale, han hecho amplias contribuciones al conocimiento
de la fisiologia de la rickettsia y que con el resurgimiento de la biotecnolo-
giay el abundamiento de sus herramientas se lleguen a concretar mayores
logros en la generacién de esos conocimientos; pero quizas habra que es-
perar a que las aplicaciones de los procesos aqui descritos alcancen mayor
difusién y, de acuerdo con esta dimension, definir con mayor claridad el
progreso alcanzado.
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l. Introduccion

a respuesta inmunitaria involucra la interrelacion de mecanismos, tanto

de la inmunidad innata como de la inmunidad adaptativa. En el primer
caso, generalmente se tiene el concepto de que las barreras mecanicas, fisio-
I6gicas, quimicas y microbioldgicas evitan la entrada de agentes patdgenos
al organismo. Sin embargo, cabe sefalar que el epitelio intestinal, aparte de
funcionar como barrera contra los agentes patégenos y desempenar diver-
sas funciones que mantienen la homeostasis, también participa en la res-
puesta inmunitaria innata del intestino mediante su capacidad para secretar
moco y péptidos antimicrobianos. Similarmente este epitelio tiene la capaci-
dad de secretar citocinas y responder a quimiocinas exdgenas (1).

La respuesta inmunitaria por cuestiones de estudio, se ha dividido en
innata y adquirida; ambas estan en estrecho ligadas y constituyen un todo. La
primera, que es inmediata, incluye componentes celulares y productos solu-
bles del portador, como péptidos antimicrobianos, fragmentos del comple-
mento, citocinas y quimiocinas. Tales mecanismos de defensa son importan-
tes para los seres vivos, como vegetales (2), invertebrados (3), artrépodos (4, 5,
6), peces (7, 8), batracios (9) y mamiferos (10, 11, 12), entre otros.

La segunda se generd durante la evolucién como ventaja de supervi-
vencia adicional al sistema inmunitario innato existente (13). Esta respues-
ta inmunitaria adquirida proporciona proteccion de larga duracién, toma
dias para desarrollarse y requiere de mutaciones somaticas que propician
el desarrollo de receptores antigeno-especifico (clonalmente diversos) en
células T (inmunidad celular) y moléculas efectoras, llamadas anticuerpos
(inmunoglobulinas) (10).

Debido ala limitacion de espacio y a la gran cantidad de informacion
que se ha generado en el area, en especial durante los ultimos cinco anos,
se describen los componentes mas sobresalientes de la inmunidad innata,
tratando de enfocar, hasta donde es posible, los aspectos relevantes con la
medicina veterinaria.

Il. Componentes de la inmunidad innata o natural

Entre los principales elementos que participan en la respuesta inmunitaria
innata, se encuentran: defensinas y cathelicidinas (14), células NK (15), cé-
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lulas NKT (15), linfocitos T (15), células dendriticas (16), células cebadas (17,
18), basofilos (19), eosindfilos (20), neutrdfilos (21, 22), macréfagos (23),
inflamacidn (24), algunas quimiocinas (25, 26), algunas citocinas (27, 28),
complemento (29), lectina ligadora de manosa (30), ficolinas (30), proteina
C-reactiva (31), proteinas de choque térmico (32), galectinas (33), recep-
tores tipo Toll (34), proteinas de reconocimiento de peptidoglicano (35) y
receptores tipo-NOD y tipo-RIG (36).

lll. Células de inmunidad innata

Linfocitos de inmunidad innata: Células NK, NKT y Linfocitos T

Se ha senalado que actualmente se estan identificando los mecanismos
moleculares para explicar cémo los linfocitos NK, NKT y las células T detec-
tan células infectadas y transformadas, y directamente proporcionan resis-
tencia por medio de la citolisis y la produccién de citocinas (15). También
se ha demostrado que los antigenos bacterianos son capaces de estimular
linfocitos NKT de humano y de ratdn (37). Asimismo, se ha descubierto un
area nueva que se relaciona con las consecuencias de las interacciones de
los linfocitos de la inmunidad innata (NK, NKT y las células T) con las célu-
las dendriticas (CD). En este sentido, los linfocitos de la inmunidad innata
inducen la maduracién de las CD a través de mecanismos de contacto que
todavia se desconocen. Asimismo, las CD expanden el nimero y amplifi-
can la funcién de los linfocitos de la inmunidad innata; finalmente, las CD
en maduracién procesan antigenos, particularmente de las células lisadas
por los linfocitos de la inmunidad innata, y elucidan una inmunidad adap-
tativa tipo Th1 (32). Por ejemplo, los linfocitos NK estan involucrados en los
mecanismos inmunitarios tempranos que controlan la infeccion por pro-
tozoarios parasitos del género Plasmodium (38, 39). Recientemente se ha
observado que hay estrecha interaccion entre las células dendriticas y los
linfocitos NK (40). En este sentido, estudios llevados a cabo con linfocitos
NK de bovino sugieren que estas células son de importancia en la respues-
ta inmunitaria innata de dichos rumiantes (41).

Asimismo, se ha indicado que las si células dendriticas (CD) que cap-
turan células tumorales in vivo, también maduran en respuesta a los linfo-
citos NKT de la inmunidad innata, inician una vigorosa respuesta inmune
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adaptativa contra tumores (42). Cabe recordar que las CD se han recono-
cido como eslabon entre las respuestas inmunitarias innata y adquirida
por medio de la maduracion de dichas células que requiere, ademas del
antigeno, la ligadura de CD40 y la coestimulacién por CD80/86 (16).

En el caso de los linfocitos T gamma-delta, se ha sugerido que repre-
sentan el eslabon entre la respuesta inmunitaria innata y la adquirida (43,
44, 45). En estudios recientes, se ha demostrado que esta clase de linfocitos
participan en la defensa contra tumores (46) y responden directamente a
los patrones moleculares asociados a patégenos (47). Asimismo, constitu-
yen una subpoblacién de linfocitos muy importante en los bovinos, sobre
todo en animales jévenes (48) que quizd desempefa un papel primordial
en la resistencia de edad observada en la babesiosis de los bovinos (48).

IV. La inflamacion

La inflamacién ocurre como respuesta innata a la lesién celular provoca-
da por traumas o infecciones (virales, bacterianas y parasitarias), consti-
tuyendo una red compleja de interacciones moleculares y celulares cuya
finalidad es facilitar el retorno de la homeostasis fisiologica y la reparacion
del tejido. La respuesta estd constituida tanto por eventos locales como
por una activacién sistémica mediada por citocinas. Los efectos de las ci-
tocinas sobre las células blanco pueden ser inhibidos o amplificados por
otras citocinas, hormonas y antagonistas del receptor de citocina y recep-
tores circulantes (49). El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la inter-
leucina-1 (IL-1), la IL-6 y la IL-12 son las clasicas citocinas proinflamatorias.
Localmente contribuyen a la activacién de células inflamatorias y junto
con la quimiocinas, que inducen la expresién de moléculas de adhesion,
provocan el reclutamiento local de dichas células. Cuando las causas de
la reaccién inflamatoria son de alta intensidad, la produccion de citocinas
se incrementa y éstas son liberadas en la circulacién provocando la “res-
puesta de fase aguda” (24, 49). Asimismo, las citocinas inhibidoras como la
IL-10 inactivan algunas funciones efectoras de los linfocitos T y monocitos
mononucleares, al inhibir la liberaciéon de citocinas proinflamatorias; por
tanto, para que la inflamacién sea efectiva -y que exista una diferencia
entre salud y enfermedad- requiere tanto de su activacién como de su in-
activacion (24, 50). Un desajuste de la regulacion de la respuesta inflama-
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toria propicia enfermedades inflamatorias crénicas y autoinmunes, en las
que las citocinas TGF-, IL-6 e IL-1 actian como factores de diferenciacion
y la IL-23 como factor de expansién y supervivencia de las células Th17
(51, 52) —células distintas de las Th1 y Th2 anteriormente descritas (53),
que producen la IL-17, citocina proinflamatoria que sensibiliza y estimula
fibroblastos, células endoteliales, macréfagos y células epiteliales a produ-
cir distintos mediadores, entre éstos la IL-1, IL-6, TNFo. , metaloproteasas
y quimiocinas que inducen la inflamacién (54). En este contexto, nuevas
investigaciones indican que otra citocina recientemente descubierta, la IL-
27, aparte de promover las respuestas tipo Th1, también actia como un
potente inhibidor del desarrollo de las células Th17 (55). Cabe sefalar que
aunque IL-23 e IL-27 son citocinas relacionadas, tienen funciones diferen-
tes en la regulacién de la inflamacion (52, 56).

V. Defensinas y cathelicidinas

Los péptidos de defensa del portador se encuentran en todas las clases
de seres vivos y constituyen un componente fundamental de la respuesta
inmunitaria innata (14). Las investigaciones recientes sugieren que estos
péptidos desempenan papeles diversos y complejos en la respuesta inmu-
nitaria y que, en los animales superiores, sus funciones no estan restringi-
das solamente a la respuesta inmunitaria innata (14). Aparte de tener efec-
tos antimicrobianos, tienen funciones inmunomoduladoras que incluyen
alteracion de la expresion de genes del portador, actividad de quimiocinas
o induccién de la produccion de quimiocinas, inhibicién de la produccion
de citocinas proinflamatorias producidas por el lipopolisacarido, promo-
cién de la curacion de heridas, y la modulacion de las respuestas de células
dendriticas y células de la respuesta inmunitaria adaptativa (14).

En sentido, las defensinas y cathelicidinas son pequefias moléculas
antimicrobianas producidas principalmente por leucocitos y células epi-
teliales que funcionan como moléculas efectoras de la inmunidad innata.
Estos péptidos tienen amplio abanico de acciones contra microorganis-
mos, incluyendo bacterias gram-positivas y gramnegativas, hongos y virus
(57, 58, 59). En este contexto, se considera que las defensinas son molé-
culas efectoras importantes en la inmunidad innata del intestino contra
microorganismos patégenos (53, 60). Asimismo, se ha sugerido que las
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cathelidicinas, las defensinas y las dermicidinas constituyen péptidos anti-
microbianos efectores de la inmunidad innata en la piel (61). Se ha sefala-
do que a pesar de que la piel del ser humano estd permanentemente ex-
puesta a microorganismos, rara vez se infecta. Una de las razones de esta
resistencia natural podria ser la existencia de una barrera quimica (62) que
consiste de péptidos y proteinas antimicrobianas constitutivas e induci-
bles (AMP, por sus siglas en inglés). Muchas de las AMP se pueden inducir
in vitro por medio de citocinas proinflamatorias o bacterias (62).

VI. Galectinas

Las galectinas conforman una familia de lectinas de animales con domi-
nios de reconocimiento de carbohidratos conservados para beta-galac-
tosido. Se expresan en diferentes células inmunitarias y sus niveles de
expresion parecen depender de la diferenciacién y activacion de la célu-
la. Las investigaciones recientes sobre estas moléculas indican que éstas
son importantes en la respuesta inmunitaria a través de la regulacién de
la homeostasis y funciones de las células inmunitarias (63-67). De las 15
galectinas conocidas, la galectina-3 se ha implicado en la regulacion de
la interfase entre la inmunidad innata y la inmunidad adquirida (33).

VII. Quimiocinas y citocinas

Los miembros de la superfamilia de las quimiocinas estan involucrados de
manera crucial en la respuesta inmunitaria, tanto innata como adquirida
(25). Entre otras actividades, estas moléculas participan en el reclutamien-
to de células, actividad microbicida, activacion celular, polarizacion de cé-
lulas T CD4+ y efectos sobre células estructurales (25). Recientemente se
demostré que la CCR5, que se expresa en células T efectoras y de memoria,
asi como en células dendriticas, funciona como un receptor que reconoce
y liga la proteina bacteriana de choque térmico 70 (HSP70). Asi, la HSP70
puede estimular respuestas de células T CCR5+ o de células dendriticas,
particularmente en superficies epiteliales (68).

Las citocinas, por su parte, participan de manera sustancial en la res-
puesta inmunitaria innata. Entre otros ejemplos, es conocido desde hace
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tiempo que las infecciones virales activan la respuesta inmunitaria innata
que da lugar a la rapida produccion de interferones Tipo | (69). Asimismo,
se ha demostrado que la interleucina-15 (IL-15) --citocina esencial para
el desarrollo, maduracién y funcionalidad de los linfocitos NK y NKT-- es
también de importancia en la inmunidad innata contra la infeccion viral
en las mucosas (70). Otro ejemplo mas de la participacion de las citocinas
en la respuesta inmunitaria innata, es el caso de los bovinos en los que se
ha demostrado que la respuesta inmunitaria innata contra Babesia bovis
depende de la induccién de citocinas tipo Th1 y de células tipo NK en el
bazo (27).

VIII. Proteinas de choque térmico

Se ha observado que en los mamiferos, las proteinas como la HSP60 (pro-
teina de choque térmico) (59) que estd especializada en el reconocimiento
de y ligue a estructuras microbianas, pueden desempefar funciones bio-
[6gicas importantes; por ejemplo, el aumento de la eficiencia de reconoci-
miento de lipopolisacarido (LPS) en las células de lainmunidad innata (71,
72). Asimismo, se ha sugerido que las proteinas de choque térmico toman
parte en la modulacién del proceso de fagocitosis (73). Ademas de servir
como acompanantes de péptidos inmunogénicos derivados de tumores
y de células infectadas con bacterias o virus, las proteinas de choque tér-
mico por si mismas proporcionan sefales activadoras para las células pre-
sentadoras de antigeno y las células asesinas naturales (NK) (69, 32). Asi,
la HSP70 libre de péptidos, después de ligarse a los receptores tipo Toll en
las células presentadoras de antigeno, provoca la secrecion de citocinas
proinflamatorias, ello propicia estimulacion inespecifica del sistema inmu-
nitario (32).

IX. Proteina C reactiva

Esta molécula -miembro representativo de las proteinas de fase aguda-
- forma parte de la familia de las pentraxinas (31), es capaz de activar la
via clasica del complemento por medio de la interaccion con C1q (74). La
CRP (CRP, por sus siglas en inglés) es una molécula de reconocimiento de
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patrones que se une a configuraciones moleculares especificas expuestas
durante la muerte celular o que se encuentran en las superficies de agen-
tes patégenos (75). La CRP liga residuos de fosforilcolina en las paredes
celulares de bacterias como Streptococcus pneumoniae e interacciona con
células fagociticas a través de receptores FcgammaRIl y Fcgammall y acti-
va la via clasica del complemento (76). Esta proteina es protectora en la
bacteremia murina causada por pneumococos por medio del incremento
de la eliminacion complemento-dependiente y la muerte de las bacterias.
Se ha indicado que el reconocimiento de bacterias por la CRP y la unién a
receptores FCgammaR puede amplificar la respuesta protectora temprana
de citocinas a la infeccion bacteriana (18).

X. El sistema del complemento

El sistema del complemento es uno de los sistemas de inmunidad innata
mas organizados en los invertebrados y vertebrados sin mandibula (por
ejemplo, las lampreas) y ha sobrevivido en los vertebrados con sus compo-
nentes basicos casi sin cambio durante 600 a 700 millones de afnos (29).

El sistema del complemento, conformado por mas de 30 componen-
tes séricos y de superficie celular colabora con los sistemas de inmunidad
innata y de inmunidad adquirida, en el reconocimiento y eliminacién de
patégenos (77,78, 29). En este sentido, la lectina ligadora de manosa (MBL,
por sus siglas en Inglés) y las ficolinas (H-ficolina, L-ficolina y M-ficolina en
humanos) son proteinas de reconocimiento de patrones moleculares aso-
ciados a patégenos que actudan en la inmunidad innata (30) y, cuando hay
reconocimiento de patdgenos, disparan la activacion del complemento
via las lectinas a través de serinproteasas adheridas (MASP, por sus siglas
en inglés) (79, 80).

Las ficolinas constituyen un grupo de proteinas que se encuentran
en diversos tejidos que contienen tanto un dominio tipo coldgeno como
otro de tipo fibrindgeno. Las ficolinas presentes en el suero son lectinas
con una especificidad de reconocimiento comun para N-aceltilglucosami-
na (GIcNAc) (81). El dominio tipo fibrindgeno es responsable de la unién
a carbohidratos. La lectina ligadora de manosa (MBL) es también una lec-
tina colagenosa en el suero que es especifica para la unién a manosay a
GlcNac. La organizacion de su dominio es similar al de las ficolinas, excepto
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que la MBL tiene un dominio de reconocimiento de carbohidratos en lugar
de un dominio tipo fibrindgeno (81). En este contexto, se ha demostrado
que la MBL estd presente en la circulacién del neonato humano y es fun-
cional en los adultos (82).

Recientemente se ha demostrado que la lectina ligadora de mano-
sa (MBL, por sus siglas en inglés) no sélo activa el complemento por la via
de las lectinas, también lo hace por la via alterna (83). Se ha sefalado que
la importancia de es descubrimiento radica en: a) la demostracion de que
los individuos deficientes en C4 o C2 poseen un sistema de activaciéon del
complemento por derivacion (bypass), b) reafirmacién del conocimiento de
la probable historia evolutiva del complemento y ¢) la via de activacion del
complemento por derivacién puede mediar dafios inmunopatoldgicos (84).

Asimismo, cabe sefalar que para que la inmunidad innata se
realice dentro de los pulmones al inicio de la infeccion con el neumo-
coco Streptococcus pneumoniae, se requiere la presencia de C3 (85).
Recientemente se ha propuesto el concepto de que existe una intensa in-
teraccién entre el sistema del complemento (MBL, C3, Ciq) y los TLR que
define la calidad y la magnitud de las respuestas inmunitarias (86).

Xl. Los receptores tipo-Toll

La capacidad del sistema inmunitario innato para reconocer patégenos
microbianos se efectiia mediante familias de receptores altamente con-
servadas para el reconocimiento de patrones moleculares que activan las
vias de defensa del portador. Una de esas familias comprende los recep-
tores tipo-Toll (TLR) que son expresados en diversas células del sistema
inmunitario innato en la que cada miembro de la familia esta dotado con
la habilidad para reconocer distintas clases de moléculas microbianas con-
servadas (34). Los receptores tipo-Toll (TLR) son proteinas transmembrana-
les expresadas por células del sistema inmunitario innato de los mamiferos
que participan en el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patdégenos microbianos (34, 87), a la fecha se conocen 11 (Cuadro1).

Hay dos mecanismos distintos por medio de los que la activacion de
los TLR contribuyen a la defensa del portador. En el primero, la activacion
de los TLR puede mediar directamente las respuestas innatas por medio
de la regulacién de la fagocitosis e inicio de la actividad antimicrobiana. En
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el segundo, la activacién de los TLR pone en funcionamiento la liberacion
de citocinas (88, 89) y la diferenciacion de células dendriticas inmaduras
a maduras, capacitando al sistema inmunitario innato para instruir la res-
puesta inmunitaria adaptativa (16).

La sefnalizacion a través de los TLR es mediada por dos moléculas
adaptadoras diferentes: MyD88 (myeloid differentiation primary-respon-
se protein 88) y TRIF (Toll/interleukin-1 receptor (TIR)-domain-containing
adaptor protein inducing IFN) (90).

Asimismo, se ha sefialado que las lesiones sensibilizan al sistema in-
munitario innato a respuestas incrementadas mediadas por TLR2 o TLR4,
lo que sugiere que la reactividad de TLR aumentada pudiera contribuir al
desarrollo de una inflamacién sistémica incrementada después de una le-
sion severa (91).

Recientemente se ha informado que la activacion de macréfagos de
humano via TLR regula la expresién del receptor de vitamina D y de los
genes de vitamina D1-hidrolasa, lo que conduce a lainduccién del péptido
antimicrobiano cathelicidina y a la muerte intracelular de Mycobacterium
tuberculosis (92).

De la misma manera, se ha informado que la activacién de los TLR
induce la diferenciacién de monocitos en macréfagos o en células dendri-
ticas, lo que parece influir de manera fundamental en los mecanismos de
defensa efectivos del portador contra agentes patégenos (93).

En este contexto, también se ha demostrado que la activacion
de los TLR por la microflora comensal es fundamental para la proteccion
contra lesiones en el intestino y la mortalidad asociada (94). Sin embargo,
aun los microorganismos comensales pueden inducir respuestas dafinas
cuando las defensas del portador estan imposibilitadas por traumas, he-
ridas o inmunosupresién. En el caso del intestino humano, aparte de los
TLR requeridos para la defensa contra patégenos entéricos invasores, se
requiere de receptores adicionales de reconocimiento de patrones: el do-
minio de oligomerizacién de nucleétido (Nod, por sus siglas en inglés)1y
Nod2 (95). Por medio de la localizacién espacial y funcional de los TLR y
las moléculas Nod, el intestino normal mantiene un estado de inflamacion
controlada. Por el contrario, los pacientes con “enfermedad inflamatoria
del intestino” muestran inflamacién en respuesta a la flora normal (95). En
consecuencia, cabe sefalar que el tracto gastrointestinal esta colonizado
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normalmente por una comunidad compleja y dindmica que no sélo pro-
vee una “resistencia de colonizacidon” a bacterias potencialmente patoge-
nas, sino que también contribuye de manera importante al desarrollo del
sistema inmunitario intestinal (96). En drganos como la cérnea (97) y los
pulmones (98), los TLR desempeian una parte primordial en la respuesta
inmunitaria innata.

Cuabro1.

Receptores tipo Toll identificados en células de vertebrados

Ejemplo de estructuras
reconocidas
(en asociacién con

Especies animales en las .
. . Referencias
que se ha identificado

. Bovino, Humano, Ratén, 87,99, 100,
TLRI TLR2) TrI?CIl lipopep- Gallina doméstica 101
tidos
Lipoproteinas, pepti- BO,V",]o' Cerdo, Galllna, 10,99, 100,
TLR2 . doméstica, Humano, Raton,
doglicanos, zymosan . 102-105
Conejo
Bovino, Humano, Ratén, 87,99,
TLR3 ARN de doble cadena Gallina doméstica 100,101
Bovino, Gato, Gallina 60, 87,99,
TLR4 Lipopolisacarido, taxol | doméstica, Perro, Humano, | 100, 102, 105-
Raton, Conejo, Caballo 107
TLRS Flagelina Bovino, Humano, Raton, | - ¢, o4 1
Gallina doméstica
(en asociacién con
TLR6 TLR’2)‘d|ac.|I |Ip0'pejCI- Bovmoi Human(l), Baton, 87,99-101
dos, 4cido lipoteicoico, Gallina doméstica
zZymosan
TLR7 Imidazoquinolina | C0Vino:Humano, Raton, | o, o
Gallina doméstica
TLRg | ARNviraldecadena | p 0 \iimano, Ratén | 87,99,100
Unica
TLR9 ADN bacteriano (CpG) Bovino, Cerd?, Humano, 87,99, 100,
Ratén 108
TLR10 Se desconoce Bovino, Humano, Gallina | -, o5 0
doméstica
TLR11 Bacterias uropatoge- Ratén 109

nas
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XIl. Proteinas de reconocimiento de peptidoglicano

Las proteinas de reconocimiento de peptidoglicano (PGRP, por sus siglas
en Inglés) son moléculas de respuesta inmunitaria innata que estan con-
servadas desde los insectos hasta los mamiferos. Los insectos tienen hasta
19 PGRP, que activan vias de transduccién de sefiales Toll o Imd o inducen
cascadas proteoliticas que generan productos antimicrobianos, inducen
fagocitosis, hidrolizan peptidoglicano y protegen a los insectos de las in-
fecciones. En los mamiferos se han descubierto cuatro PGRP que se cree
que funcionan como receptores de reconocimiento de patrones. Sin em-
bargo, todos los PGRP de mamifero son secretados generalmente como
homo y heterodimeros unidos por puentes disulfuro (35).

XIll. Otras familias de reconocimiento de
patogenos: NLR y RLR

Los avances mas recientes sobre el conocimiento de la respuesta inmu-
nitaria innata, han llevado a la propuesta de que existen tres familias de
sensores de patdgenos: la primera la constituyen los receptores tipo-Toll
(TLR mencionados en el apartado anterior) que reconocen estructuras mi-
crobianas en bacterias, virus, hongos y protozoarios; la segunda la confor-
man los receptores tipo-NOD (NLR, por sus siglas en inglés) que detectan
bacterias; y la tercera la forman los receptores tipo-RIG (RLR, por sus siglas
en inglés) que reconocen virus (36). En este sentido, se ha sugerido que es-
tas tres familias interaccionan entre si durante la primera fase de respuesta
del portador contra la infeccion, de tal forma que podrian proporcionar
un repertorio importante y complejo de la respuesta inmunitaria innata
frente a un patégeno invasor especifico (36).

XIV. Evasion de la respuesta inmune innata por
organismos patogenos

Los microorganismos patdgenos durante la evolucion con sus portadores
han desarrollado mecanismos para evitar ser dafados por la respuesta
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inmunitaria, tanto innata como adquirida de los segundos. Asi, parasitos
intracelulares, como Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi y Lesihmania
spp, son capaces de alterar las funciones antimicrobianas de los macré-
fagos; practicamente sabotean a estas células y no sélo eso sino que ade-
mas sobreviven dentro de esas células (110, 111). Las filarias (nematodos
parasitos) causantes de la filariasis linfatica han desarrollado mecanismos
para sobrevivir en el portador que impiden la activacién de respuestas
tanto Th1 como Th2 (112). En el caso de los artrépodos hematéfagos, se
ha descubierto una variedad de actividades en su saliva que incluyen la
inhibicién de la activacion de macréfagos, inhibicion de las células NK, in-
hibicion de neutrdéfilos e inhibicion de la inflamacién, entre otras (113).

XV. Manipulacion de la inmunidad innata

Con base en la importancia que tiene el sistema inmunitario innato para di-
rigir las vias entrelazadas del reconocimiento microbiano, inflamacion, eli-
minacion microbiana y muerte celular, particularmente a través de la activa-
cién de los TLR, en la actualidad se investiga el uso de compuestos naturales
y artificiales para regular la respuesta inmunitaria innata y tratar las enferme-
dades inflamatorias (114, 115). Asimismo, los nuevos conocimientos sobre el
funcionamiento de lainmunidad innata estan influyendo sobre el desarrollo
y comprensién del efecto de los adyuvantes inmunoldgicos (115-119). En
este sentido, los lactobacilos —-miembros de la flora microbiana comensal
del tracto intestinal de humanos y mamiferos-- son capaces de estimular la
respuesta inmunitaria innata (120) y de modular las funciones inmunitarias
de las células dendriticas (121, 122), por lo que se ha sugerido que podrian
ser ventajosos como adyuvantes de vacunas (123, 124).

En este contexto, se ha demostrado que Lactobacillus casei funcio-
na por si solo como estimulante de la inmunidad innata, generando pro-
tecciodn contra Trichinella spiralis (125) y Babesia microti (126) en ratones y
contra Eimeria spp (127) en pollos de engorda. Asimismo, se ha observado
que L. casei funciona como adyuvante cuando se administra junto con an-
tigenos de T. spiralis en ratones (128) y antigenos de intestino de la mosca
del cuerno Haematobia irritans en bovinos (129). Investigaciones recientes
indican que la estimulacion de interferones de Tipo | es esencial para un
buen funcionamiento de las vacunas de ADN contra virus (28).
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XVI. Conclusiones

Los nuevos descubrimientos de los ultimos afos han demostrado la com-
plejidad e importancia de lo que se pensaba era la respuesta inmunitaria
innata —notablemente el descubrimiento de los receptores tipo Toll (TLR)-
-y su intrincada participacion en el desarrollo de la respuesta inmunitaria
adquirida. En este sentido, la investigacion sobre este tipo de receptores
apenas se ha iniciado en medicina veterinaria y cabe destacar que de los 11
TLR conocidos, diez se han identificado en bovinos y ocho en la gallina do-
meéstica (Cuadro 1), seguramente tales hallazgos se ampliaran en lo futuro.

Constantemente se esta descubriendo algo nuevo en esta area del
conocimiento; por ejemplo, la participacion de la familia de factores de
transcripcion denominada “Factor regulador de Interferédn” (IRF, por sus si-
glas en Inglés), que desempena una participacion trascendental, tanto en
las respuesta de inmunidad innata como en las de la adaptativa y particu-
larmente con el hallazgo de su papel en la inmunorregulacién por medio
de los receptores tipo-Toll y otros receptores de reconocimiento de patro-
nes moleculares (130).

En este contexto, ya se tiene un mejor conocimiento de la estructu-
ra'y funciéon de las cinco proteinas adaptadoras (MyD88, MAL, TRIF, TRAM
y SARM) involucradas en la iniciaciéon de los mecanismos de sefializacion
de los TLR (131). La importancia de los TLR en la respuesta inmune innata
ha destacado, de tal forma que actualmente se les estudia para conocer
su participacion en enfermedades producidas por parasitos protozoarios
(132) y nematodos (133), asi como en la inmunidad innata del recién na-
cido (134). Debido a que los TLR también participan en diversos proce-
sos inflamatorios locales y sistémicos (asma, psoriasis, artritis reumatoide,
entre otros), se ha comenzado a estudiarlos como blancos potenciales de
intervencion terapéutica (135).

Asimismo, el mejor conocimiento de la respuesta inmunitaria in-
nata permitird el desarrollo de mejores métodos de control contra enfer-
medades infecciosas y parasitarias (por ejemplo, el desarrollo de mejores
adyuvantes inmunoldgicos utilizados en vacunas), asi como, en el caso de
humanos, el evitar enfermedades autoinmunes.
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