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RESUMEN

Elirabajo que a continuacién se presenta fué reahizado en el laboratorio de Virologia de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitidn UN.AM., campo 4

Se irabajé con el suero de 93 equinos utilizados paia la produccién de sueros hiperinmunes,
con ¢l fin de detectar la presencia de un posible factor reumatoide (FR) utilizando la técnica
de Rose-VWaaler.

Se obfuve sangre de un ovino macho (raza rambouitlet), utifizando EDTA al 10%
(2ml/20mi), Ja cual se procedio a lavar con solucién salina fisiolégica (S.8.F.) estéril, para
después centrifugar tres veces a 3500 r p.m. pot 10 imin 2 una temperatura de 4°C, y de esta
manera obtener las ei‘itrocitos que se utilizaron para preparar una solucién al 2%.

Fn seguida se procedié a sensibilizar los eritrocitos con IgG equina (10mg/2ml SIGMA) la
cual se adiciond a volumenes iguales, para después incubar a 37°C durante 30 min.

Una vez sensibilizados los eritrocitos de camnero se realizaron evaluaciones de los sueros
obterudos de los 93 equinos destinados a la produccion de sueros hiperinmunes de rabia
{n=26), alacran (n=16), tétanos (n=25), vipermo (n=22) y difteria (n=4), los cuales fueron
separados por grupo$ de acuerdo 2l tipo de suero que producen, utihizando diluciones 1:2,
14, 1:8 y 1:16. Asitnismo todos los sueros fueron descomplementados a 56°C po1 30 min
{Tanya & Scott, 1994},

El 18.3% de los sueros trabajados resultaron positivos al FR, y por consiguiente el 8L.7%
dieron tesuftados neéativos a la prueba de Rose-Waaler.

Se observé que 17 sueros equinos presentaron la reaccién de hemoaglutinacion en alguna
de 1as diluciones reatizadas, de los cuales 7 pertenecian al grupo de rabia, 8 al de tétanos, 1
al viperino y por Gitimo 1 al grupo de difteria.



INTRODUCCION

Ningin ser significa tante para el hombre como el caballo. Nuestra historia estd mas
intirmamente ligada & 6! que a cualguier otro animal. Ningiin otro ha influenciado mas
profundamente la vida humana, hasta el punto de que el hombre se describe asi mismo en
términes como caballeroso o caballero, que atestiguan esta antigua y estrecha relacién. Este
animal que en ofro tiempo recorria la pradera con la manada, que fue luego perseguido por
¢l hombre en busca de alimento, se convirtié en su compafiero y conquisté finalmente su
respeto y estima, halta ser divinizado por la mitologia. Su talla y su vigor le han dado
grandes ventajas fisicas respecto al hombre, Sin embargo se hubiera prabablemente
extinguido a no ser peor esta tendencia esencial en él: [a aceptacion de fa subordinacion al
hombre. Esta rara alianza de orgullo ardiente y de sumisién, de amor salvaje = Ia libertad y
de timida debilidad es lo que ha ircitado al hombre a salvaguardar la existencia del caballo
(Heinrich, 1975).

Al inicio, como ya se menciond, el valer de los equmnos sdlo se resumia en la conveniencia
de obtener con facllldad comnida, vestido y combustible. Con el tiempo, el caballo se utitizo
en actividades bélicas, arrastre de cargamentos, arado ¥ transporte. En los dltimos tiempos
s¢ ha utilizado para fraccidn, medio de transporte, fines militares, empresas agricoias y
comerciales, produccifn de came, deporte, recreo e investigacién cientifica (Levy, 1993).

Aunque si bien es cierto que hoy en dia principalmente son animales de compafiia que
proporcionan a las pc:rscnas, sean jinetes o espectadores, actividades de delerte tales como
el trro de carnuages, Iacaza, los saftos de exhibicion, las carreras en hipddromos, las carreras
de trotones, las pruebas de resistencia y las exhibiciones de doma y alta escuela (Rossdale,
1991), existe una actividad de suma importancia para la Medicina en general por la cual el
equino es también recenocido, la produccién de sueros hiperinmunes, Esta actividad es de
gran trascendencia débido a que constituye un aporte esencial para preservar la salud
(Moreno y Garcia, 1984).

SUEROS HIPERINMUNES,

Los sueros hiperinmunes son bioldgicos que se obtienen del suero de animales previamente
inmunizados contra yna enfermedad especifica y contienen anticuerpos que una vez
concentrados y purificados pueden aplicarse al hombre y a los animales domésticos para el
tratamiento inmediato de enfermedades de alta incidencia y mortalidad (Bellanti, 1981;
Larralde y Barbosa, 1976).

Esta actividad como e de esperarse, se desarrolla en nuestro pais. En México los primeros
sueros de tipo hipsrinmune gue se elaboraron fizeron el antidiftérico y el antitetinico por el
Instituto Bacterioldgido Nacional hacia el afio de 1905 (LNLH., 1964). La Seccién
Veterinaria del Institufp Naciona! de Higiene en Tecamac Edo. de México se encarga de



ltevar a cabo una importante tarea que ayuda a la produccién de sueros hiperinmunes. En
este lugar se recibent caballos de diversos sitios, los cuales han sido criados en sistemas
extensives lo que trae como consecuencia més resistencia y capacidad de adaptacién al
medio ambiente (Moteno y Garcia, 1984).

Precisamente son los caballos los animales de eleccidn para la produccidn de sueros
hiperinmunes, y ésto se debe a las ya mencionadas caracteristicas, aunque incluso pueden
emplearse otros animales (Kairovannais, 1971; Vellut et Truchot, 1978).

ARTRITIS,

Desde tiempo inmemorial las cojeras del caballo han constituide un problema para el
veterinario, y debido a la manpulacion de la genética, distorsibn de su evolucidn y
aceleracion de su desarrollo, se fueron promoviendo una serie de procedimientos algo
extrafios para probar la resistencia y habilidad del equino, con lo cual se contribuyé a
mantener dicho problema, Constantemente se estan descubriendo nuevas cansas de cojeras,
pero debido a la falta de recursos econdmicos y a las dificultades para utilizar a los caballos
como animales de cxpenmentacwn, son pocas las respuestas con que contamos, tanto para
los problemas de antigua data como para los nuevos. A pesar de ello, en los dltimos afios se
ha producido un gran-avance en el campo de 1a ortopedia equina, lo que en el futuro nos
traerd, como en la mayoria de las disciplinas médicas veterinarias, un incremento de Ia
complejidad y no su simplificacién (Wyn, 1992).

Definicién: Tal vez sg pedria definir a la artnitis simplemente como la mflamacién de
alguna articulacidn. Pero es un término no especifico y breve para describir la naturaleza de
varias entidades particulares que afectan las articulaciones de los equinos El papel de la
inflamacién ademés vatia considerablemente entre éstas diferentes condiciones. Por todo
€sto, el término genersl no es muy apropiado en el manejo de las diversas condiciones de
las articulaciones de los equinos. ELos diagnésticos especificos, por lo tanto, deben
realizarse en orden, enfocados hacia un tratamiento efectivo del caballo para poder obtener
un prondstice exacto (Adams, 1987; Gautier, 1995).

Se considera que la arfritis comprende un importante grupo de enfermedades en medicina
veferinaria, y éstas a su vez usualmente son divididas dentro de dos categorias mayores: las
de origen inflamaforio ¥y las que son resultado de procesos ne inflamatorios (degenerativas,
traumdticas y neopldsicas). Dentro del grupo de las artritis de origen inflamatario se cree
que una infeccion es probablemente la causa mds comiin para todas las especies (Lewis &

Picut, 1989).

Cabe mencionar que las artntis de origen traumatico en los equinos mcluyen una diversa
coleceidn de estados pato!oglcos y clinicos desarrollados después de uno o varios episodios
traumaticos que pueder incluir

1. Sinovitis (Inflamacién de la membrana sinovial),

2. Capsulitis (Inflamacidn de la c4psula fibrosa de la articulacisn)



3. Desmitis (Dafio de ligamentos especificos asociados con la articulacion).
4. Frdctura intraarticular,
5. Ruptura de meniscos (articulacién femorotibial) (Adams 1987).

Cualquiera de estas sftuaciones puede potencializar el progreso de la enfermedad articular
degenerativa. Can 2l fin de facilitar {a comprensidn da la causz v el tratamiento €5
conveniente dividir los traumas articulares dentro de las siguientes tres entidades:

TIPO I: Sinovitis ¥ capsulitis traumadtica sin alteracidon del cartilago articular o fractura de
las estrugturas de mayor soporte. Este tipo incluye sinovitis aguda y torsiones mayores.

TIPO II. Trauma lesivo con daiio al cartilage articular o la rupfura completa de las
estructuras de mayor soporte. Bsta inchoye: a) luxaciones severas, b} ruptura de meniscos, y
¢} fracturas intraarticulares.

TIPO II: Enfermedad articular degenerativa postraumdtica, La cual incluye casos de
trauma Jesivo en los guales el dafio residual mayor estd presente. Los pacientes llegan a
presentar deformidades, movimiento limitade o inestabilidad de lag articulaciones (Adams,
1987).

Por otra parte la artritis infecciosa o séptica cs una entidad dada por el secuestro de una
infeceién bacteriana eft alguna articulacién; ¢l desarrollo de una infeccién en la articulacion
aparcce por tres sifuaciones muy relevantes.

a) Infeccién hematégena.

b) Daiio traumdtico con introduceidn local de la infeceidn.

¢) Infebeidn iatrogénica asociada con aspiracidn o inycecidn intraarticular y
artretomia (Adams, 1987).

Otra manera de clasificar a las artritis, es por su curso, de esta manera tenemos que pueden
ser agudas o cromicas. Las artritis agudas son de comienzo subifo, presencia de dolor
intenso, cojera grave, dolor al tacto, tumefaccidn vy calor en la articulacion; mientras que las
anritis cronicas son de dolor continue o intermitente, el animal permanece hechado, sucle
hiaber toxemia si es de origen infeccioso, la articulacidn puede estar visiblemente tumefacta
o0 incluso fener ua aspecto normal, a veces el dolor se manifiesta sdlo cuando el animal
recarga su peso en “esa articulacion. En ocasiones este tipo de problemas ataca
principalmente a los animales jévenes por infeccidn umbilical y bacteremia, en forma
residual por septicernia del neonato (Blood, 1988); sin embarge, debido 2 la actividad
atlética que reatizan fa mayosia de los equinos es mds probable que un problema articular se
presente en cualquier etapa de su vida (Rose & Hodgson, 1995).

ARTRITIS REUMATOIDE.

Lot importantes adelantes en inmunologia celular, biologia molecular y genética han
influido poderosamenté en ef pensamiente actual acerca de la autoinmunidad. Ahora se



sabe que muchas de las principales enfermedades reumatolépicas son de naturaleza
autoinmunitatia (Stifes y colab., 1983).

Los animales safren de una variedad de enfermedades articulares mediadas por el sistema
iamunitario. Gran parte de ellas estén asociadas con la precipitacién de inmunoglobulinas o
complejos inmunitarios en el tejido articular. La més comiin de las poliartritis mediadas por
el sistema inmunitarjo es la artritis reumatoide (Tizard, 1995).

Definicién: La arfritis reumatoide (AR) es una enfermedad recurrente, crénica,
inflamatoria, que primordialmente afecta las articulaciones. Los sintomas constitucionales
incluyen: malestar, ficbre y pérdida de peso; fa enfermedad progresa en forma centripeta y
simétrica. Las deforimidades son comunes y las mamfestaciones extraarticulares incluyen
vasculitis, atrofia de la prel y de las masas musculares, nédulos subcutineos, linfadenopatia,
esplecromegalia y leucocitopenia (Stites y colab,, 1983),

Algunos transtomnos, como artritis séptica multifocal, osteocondrosis disecante y
deformidades amgulares de los miembros, son més comunes en caballos jévenes, en
comparacion con la énfermedad articular degenerativa que es méas comiin en caballos vigjos
y es sufrida por el mayor grado de uso (Rose & Hodgson, 1995), adernds es sabido que
constituyen aproxitaadamente el 33% de todas las cojeras y osteoartritis (Rose, 1979;
Rossdale et al., 1985). De hecho una de las causas principales del sacrificio de equinos son
las artritis (Perman y Comelius, 1971),

Etiologia: La efiologia de la AR es poco clara, se han evaluado factores hereditarios,
enddcrinos, psicosomdticos, nutricionales y metabdlicos que no aparentan ser los causales.
Los aspectos inmunglogicos son de interés, los pacientes con AR manifiestan algunas
anomalias de fa inmunidad humoral. En algunas enfermedades inmunolégicas las
inmunogiobulinas actfian solo como anficuerpos; pero en la AR las moléculas de
inmunoglobulinas actuan tanto como antigeno y como anticuerpo (Lockey y Bukantz,
1988; Lewis & Picut, 1989; Roitt, 1980).

El témino factor réumatoide (FR) se refiere a un grupe de anticuerpos (Ac) contra
inmunoglobulinas, habitualmente sélo los Ac contra IgG se denominaban FR (Lockey vy
Bukantz, 1988). Bstos autcanticuerpos no son en forma obligada causantes de la lesién
articular o tisular cdracterfstica, pero a menudo son (tiles en el diagndstico y en el
prondstico (Chapel y Haeney, 1992).

El papel de la autoinmunidad en la AR fué primeramente indicade por la presencia del FR o
anti-JgG en el suero’de pacientes con problemas reumatoides. La actividad de las anti-
inmunoglobulinas fué notada primero por Waaler en 1940 y Rose et al. en 1948, quienes
encontraron que el suero de un ran mimero de pacientes con AR aglutinaba eritrocitos de
oveja sintetizados con  Ac de conejo. Sin embargo ahora se conoce que estos Ac anti-IgG se
pueden encontram paclentes con una variedad de padecimientos o condiciones aparte de la
AR. Ahora bien, el tépmino FR se continua utilizando para este tipo de particulas y son de
hecho un grupo de dutcanticuerpos dirigidos en contra del fragmento Fc de la cadena
pesada de [a IgG, los sitios antigénicos en el fragmento Fe contra el cual la [gM-FR es
dirigido han sido identificados ¥ se Iocalizan en la segunda y tercera regiones hemoldgicas
constantes constituidag en el fragmento Fc (Natvig y colab., 1972; Rose & Mackay, 1985).



Patogénesis: El estimulo antigénico que inicia la respuesta inmunitaria y la inflamacién
subsiguiente en la AR es desconocido, pero independientemente de cual sea dicho estimulo
1a sucesion de eventés mmunoldgicos que conducen a la enfermedad reumatoide ya ha sido
bien descrita. Los linfocitos B sinoviales producen [gG que es reconocida como extrafia y
estnula una respucsta inmunitaria en el interior de la articulacién, con produccién de
ant:mmunoglobulmas para las inmunoglobulinas IgG 78 e IgM 78 y 198, es decir, los FR.
La presencia de agregados de IgG o de complejos de FR-IgG, da por resultado la activacién
det sistema cldsico del complemento. Los productos de demolicién del complemento se
acumulan en el intetior de la articulaciéa y amplifican la activacién de éste mediante la
estimulacién del sistema alterno (via de la properdina). La activacién del sistema del
complemento da pot resultado la produccién de numerosos fendmenos de inflamacién,
incluyendo la liberadién de histamina, la produceién de factores quimioticticos para los
leucocitos polimorfonucleates ¥ los mononugleares y el dafio de la membrana con lisis
celular. Hay flujo ‘notorie de leucocitos al interior del espacio sinovial. Algunos
polimorfonucleares .conticnen cuerpos de inclusién intracitoplasméticos densas y
caracteristicos compuestos de agregados de IgG, FR, complemento y fibrina. Los lisosomas
activados y las enzimas liberadas en el interior del espacio sinovial por tes leucocitos
amplifican aiin mds la respuesta proliferativa e inflamatoria de la membrana sinovial, El
infiltrado mononuclear que se observa de manera caracteristica en el interior de la sinovial
incluye la reunidn périvascular de linfocitos pequeiios, linfoblastos, células plasméticas y
macrbfagos. El infiltrade de linfocitos estd integrado por células T y B. La accién
inmunolégica reciproca de estas células conduce a la liberacién de linfecinas responsables
de la acumulacidn de macréfagos en el interior de la articulacion sinovial inflamada y a la
sintesis continua de inmunoglobulinas y FR (Paget & Gibofsky, 1979; Stites y colab.,,
1983).

Diagnéstico: El diagnéstico de Ia AR puede hacerse en base a los hatlazgos clinicos tipicos,
la apariencia radiogtifica de las articulaciones (que incluye osteoporosis paraarticular,
erosiones marginales y ausencia relativa de formacién de hueso en presencia de destruccién
articular avanzada), por la presencia del FR en el suero y por los hallazgos histepatolégicos
en una biopsia de liquido sinovial, sin embargo, el exdmen del liquido sinovial ¥ la biopsia
de a membrana sinovial son usados poco en forma rutinaria debido a las dificultades y
peligros que ofrece su realizacién, ademis los exdmenes sanguineos son mdés sencillos y
nos permiten descubrir anomalias bioquimicas, serolégicas e inmunolégicas de las
articulaciones. Se disponen de varias pruebas de laboratorio pata detectar el FR, la prueha
de fijacién de litex e hoy en dia el método mas cominmente empleado para su deteccién
aunque dicha prueba no es especifica, pero si es muy sensible, resultando una elevada
frecuencia de resultados falsos positives. Los eritrocites sensibilizados de carnero (prueba
de Rose-Waaler) dependen del enlace del anticuerpo especifico y es la prueba mds
especifica en uso comiin; los eritrocitos de carnero estin recubiertos con anticuerpos de
conejo, ya sensibilizados se aglutinan en presencia del FR (Stites y colab., 1983; Lewis &
Picut, 1989; Olsen y Krakowka, 1983; Chabanne et. al., 1995).

Es importante hacer hincapié en que un resultado negativo de FR por los procedimientos
ratinarios de laboeratotio no excluye el diagnéstico de la AR, y de manera opuesta se sabe
que el FR no es exclufivo de los enfermos con AR (Stites y colab., 1983).



Tratgmiento: Las modalidades terapéuticas incluyen una combinacién de reposo,
fisioterapia y el empleo de drogas antiinflamatorias no esteroideas para las formas leves a
moderadas de Ia enfermedad. La persistencia de enfermedad activa después de 3 a 6 meses
de tratamiento antiinflimatorios y/o de manifestaciones extraatticulares, incluyendo
vasculitis, indican fa neceSLdad de agentes da segunda linea como oro, penicilamina,
antipatidicos, azahopnna, ciclofosfamida, metotrexato y glucocorticoesteroides (Lockey y

Bukantz, 1988).

I.-
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]
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Salicilatos Los salicifatos constituyen un pilar del tratamiento médico de la AR en el
humano, pero es comtin tener transtomos secundarios si se excede la dosis del 4cido
acetilsalicflico. (Stites y colab,, 1983; Lewis & Picut, 1989). Desafortunadamente, esta
y otras drogas similares como la mdometacina no han encontrado un lugar en la
terapéutica equina, principalmente debido a su alta velocidad de depuracién en orinas
alcalinas (Wyn, 1992},

Qtros agentes no esteroides. La fenifbutazona puede ser utilizada por cortos periodos 0
en caso de una recaida del paciente, y es precisamente la droga mds utilizada en los
caballos. La indometacina parece dar beneficio particular a los pacientes con
enfermedad de Iz cadera, pero también provoca efectos colaterales secundarios. Otras
preparaciones (fenoprofen, 1buprofen, naproxen) pueden resultar itiles en fos enfermos
que no pueden toleraf 1a aspirina. Cabe mencionar gue la fenilbutazona resulta ser mas
efectiva que el ketoprofen en el tratamiento de claudicaciones en caballos (Lewis &
Picut, 198%; Owens, 1995; Stites ¥ colab., 1983; Vannier, 1989; Wyn, 1992),

Tratamiento coa sales de oro. El oro es uno de los poces agentes terapéuticos que se
considera que alteran ef curso a largo término de Ia AR, actda como un estabilizador de
Ia membrana lisosémica, pero la relacién de esta accién con su beneficio terapéutico no
es ¢lara (Lewis & Picut, 1989; Stites y colab., 1983).

Penicilamina. La administracién de D-penicilamina a pacientes que presentan AR ha
demosttado que reduce los complejos inmunes tanto en sangre como en liquido
sinovial, aunque 1o se sabe si es por efecto primaric. Durante una respuesta terapéutica
favorable existe un de$censo gradual en los rangos de sedimentacion de los eritrocitos y
de los titutos de FR durante tos primeros 3-6 meses. Debido a que la penicilamina es un
agente quelante, Bo p(idré ser empleado de manera simulténea en la terapéutica con las
sales de oro (Kammiiller et. al., 1989; Stites y colab., 1983).

Corticosteroides. La inyeccién intraarticular intermitente de corticosteroides es 4til si el
enfermo tiene un numero limitado de articulaciones sintomdticas, el alivio puede durar
algunos meses, pero no alteran el curso del padecimiento. Habitualmente se utiliza la
predoisona (Lewis & Picwt 1989, Lockey y Bukeniz, 1988; Stites y colab,, 1933),

Agentes inmunosupresores. Se ha demostrado que inducen una mejoria espectacular en
los pacientes con enfetmedad grave y a semejanza del oro, pueden alterar el curso de la
enfermedad. Los agentes alquilantes (por ejemplo, el clorambucil, la ciclofosfamida) y
los andlogos de la purina (mercaptoputina y azatioprina) han sido empleados en el



tratamiento de AR, sin embargo, son demasiado toxicos por lo cual se desaconseja su
empleo rutinario {Stites y colab., 1983; Lewis & Picut, 1989; Lockey y Bukantz, 1938).

7.- Cirugia ortopédica. El tratamiento quirirgico constituye una parte esencial del
tratamiento general del enfermo con AR, los procedimientos quirirgicos (artroplastia,
artrodesis y sinavectomia) pueden corregir o compensar el daffo articular (Lewis &
Picut, 1989; Stites y colab., 1983).

Existe muy peca informatién acerca de la enfermedad inmunomediada de las articulaciones
en los caballos. L2 AR estd aparentemente indocumentada en lo que respecta a los equinos,
por lo que es necesario mds investigacidn probando ¢l FR en casos de artritis inflamatoria
por causa indefinidaantes de marcar estatutos definidos para poder observar la frecuencia
de la enfermedad. La presencia de poliartsitis semejante a los critérios clinicos de la AR
descrita en el hombre y ef perro, no ha sido reconocida en general. Es de suma importancia
mantener una mente-abiefta con respecto a fos problemas articulares en caballos, asociados
& un proceso inmune. Un precedente puede ser obviamente la existencia de enfermedad, y
€5 necesario un exargen MAs minucioso para definir adecuadamente la incidencia (Adams,

1987).

Debido a todo Io anferior surge la inquietud de realizar el presente frabajo, con la finalidad
de intentar detectar un p051ble FR en equnos, ademds de comprobar qué tan adecuada
puede resultar la pruebs de Rose-Waaler para los mismos ¥ comparar los resuliados
obtenidos cen las investigaciones que sobre el tema se hayan realizado




OBJETIVOS

l- Detecclén de un posible factor reumatoide, en el suero de equinos
utilizados pard la produccién de sueros hiperinmunes (rabia, alacrdn, vipering,
tétanos y difteia) utilizando [a técnica de Rose-Waaler.

2. Observar y analizar el porcentaje de equinos producteres de sueros
hiperinmunes positivo a la prueba de Rose-Waaler,

3- Determinar la relacion que existe entre la edad y tipo de suero que
producen los equinos, con el resultado de la prueba de Rose-Waaler.



MATERIAL Y METODOS

A) Equinos productores de sueros hipernnmunes
S¢ trabajé con el suero de 93 equinos utilizados para la produccidn de sueros hiperinmunes,
los ¢uales se localizan en la Seccidn Veterinaria del Instituto Nacional de Higiene, dichos
equinos deben de reunir caracteristicas especiales, las aspectos mds importantes de cada
equino se muestran en ef cuadro 1. La figura No. 1 proyecta la relacién entre la edad de los
equinos y el tipo de suers que producen

Todos fos caballos gua pasan a formar parte del Instituto Nacional de Higiene son
sometidos a una serie de pricticas y procesos los cuales se resumen a continuacion,
tomados de la tevisién 1997 del manual de procedimientos para la produccion de sueros
hiperstnmunes por Ortega S.C.R .

Cuando los cquinos legan a la Seccion Veterinaria del Instituto Nacional de Higiene se
introducen en el corral mas grande para someterlos a un periodo de cuarentena, se les
levanta un cxpediente clinico y se mantienen bajo dieta hasta alcanzar una alimentacion
completa y balanceada en un periodo no mayor a dos meses

Poco antes de conchur I8 adaptacidn a la nueva dicta fos equinos deben ser desparasitados
¢xlemz ¢ infernamente,’ ya que para que un caballo produzea suero hperinmune debe
enconlrarse en condiciones Optimas de salud; por esta razdn es necesario enfrentar esta
faena, lo que se planea y realiza en un dia. La desparasitacion consiste en fa introduccién de
una sonda por via nako-esofdgica para aplicar por medic de ésta una mezcla de
desparasitantes que inchiye Piperazina o Mebendazol, Neguvon (no en hembras gestantes)
y Bayvermn Practicando una rotacién de los desparasitantes para evitar la resistencia a los
praductos,

Otra actividad es el marcado de los animales, el cual se realiza en frio (nitrégeno liquido a -
196°C), simultineo a la aplicacidon de éste nlimero se le asigna un nombre & cada caballo
Mediante un manejo profesional y paciente se logra que el equino ceda al trate y se amanse,
lo cual es realmente impbrtante debido a las diversas pricticas a las que deben someterse.
Unavez que se a conscgmdo su adaptacion al nuevo ambiente, se encuentran listos para la
ENMUNIZACION. Los i equinos para este momento se encuentran separados en corrales
segin al grupo al que pertenezcan (rabia, alacran, viperino, tétanos o difteria), de aqui
pasan a las mangas de manejo ¥ se verifica que tanto el protocolo como el matraz que
contiene el indculo eorrespondan at grupo, nimero de indculo, volumen y dosis que toca en
ese dia.

Los antigenos que son utiizados para la inoculacidn son preparados en el Departamento de
Suerps v se enfregan al Departamento de Bioterios con un dia de anticipacién y el dia en el
que se Hleva a cabo la mroculacidn es trasladado a [a Seccidén Veterinaria donde se procede a
la aplicacién del mismo.
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Se utiliza material estéril y deshechable para la inoculacién (agujas y jeringas), se procede

a reahzar Ia asepsia deflos espacios intercostales, por via subcutinea se admimistra el
inéculo v se registra al’equino en turno La misma operacidn se repite con todos los
animales que tengan que ser inoculados

Una vez que finalizd una seric de inmunizaciones correspondientes al esquema se procede &
una SANGRIA DE PRUEBA, ésto con la finalidad de evaluar la calidad protectora del
suero sanguineo de cada’cabailo, y asi se detecta qué animal est4 listo pata la SANGRIA
DE COSECHA. La sangria de prueba consiste en la toma de una muestra sanguinea de
20ml, obtenida por puncién de la vena yugular sin anticoagulante, también es neccsano
tomar en un tubo con anficoagulante una muesira para evaluar los valores de hematocrito,
los ¢uales si son bajos obligardn a descansar al animal aunque tenga ya un nivel de
proteccién adecuado pata ser sangrado. Una gradilla que contiene fos tubos con las
muegtras se¢ conserva a temperatura ambiente para que se separe el suero sanguinco,
postertormente se manda al Institute Nacional de Higiene,

Cuando se ha confirmada el tifulo de anticuerpos y el valor del hematoaiifo (por medic de
la téenica de microhematocrito, para conocer el porcentaje) se procede a la obtencién del
plasma hiperinmune, obtgniendo entre 5-8 litros de sangre de cada caballo La sangre es
extraida directamente de la vena yugular, la cual va a dar al fondo de un garrafén aforado
de 10 litros de capacidad et cual contiene en su interior 0.5 litros de anticoagulante,

En un lapso de 4-5 horas los equinos son sometidos al proceso de PLASMAFERESIS,
durante este perfodo podrin descansar, comer y beber en abundancia En éste tiempo la
sangfe recolectada reposa v se separa en sus componentes. Personal del laboratorio de
sveros hiperinmunes separa por sifoneo el plasma de k2 sangre y prepara el paguete celutar
resuspendiéndolo en solusién salina para su pesterior transfusion al caballe, a ésta accién
de regresar el paquete fcelular suspendido en solucién salina al caballo despuds de
extragrsele el plasma se le denomina en el Instituto Nacional de Higiene, Plasmaféresis
Este proceso se efectia en dos dias consecutivos cada cinco semanas aproximadamente,
cada vez que se realiza la'sangria de cosecha.

Debido a todos estos prodesos de inoculaciones y sangrias, los equinos utilizados para esta
actividad son exigides al’ 100% en su capacidad metabélica y durante su vida productiva
ven comprometida su salud por diversas condiciones. Las lesiones relacionadas con la
produccidn de sueros hiperinmunes que presentan los equinos se enfocan principalmente al
higado, rifién, bazo ¥ cordzon, Las afecciones que se relacionan a otras causas se presentan
en el sisterna circulatorio (de origen parasitario), digestive, traumatico e infecciosas.

11



1L
vac an
FICENTS
Vipering . :
Difteria 0 De 213 30 ados

sers v e e prodieen

B) Obtencién da los sueros equinos
Se obtuvieron 10m} aproximadamente de sangte por puncién de la vena yugular de 93
equines utilizados para 1§ produccidn de suercs hiperinmunes con agujas de calibre 18, de
3.5¢m de longitud y jeririgas estériles deshechables, Posteriormente se procedié a transferir
dicha sangre a tubos de ensaye estériles y sin ningln anticeagulante, dichos tubos fueron
identificados y almacenados para el transporte.

Del Instituto Nacional d;e Higiene fueron transportados al laboratorio de Virologia de la
FES-Cuautitlan, utilizando termos con refrigerantes y hielo.

Tres horas después aproXimadamente, se procedié a centrifugar la sangre obtenida a 2500
r.p.m. por 10 minutos para abtener el suero, el cual fué separado y almacenado en frascos
de vidrio estériles que, fueron debidamente identificados. Tamediatamente después se
procedio a realizar un exdaen fisico, el cual arrajo los datos que se muestran en el cuadro]l

Pasado el examen fisico se almacenaron los sueros en congelacitn a -20°C, Este proceso se
llevd a cabo con el fin de mantener estériles y en perfecto esfado fos suercs mientras se
desarrotlaba 1a metodologia subsecuente.

e
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C} Obtencién y lavado de ernifrocites de borrego

1

Se dbtuvo por puncién en fa vena yugular 20ml de sangre de un ovino
macho riza Rambouillet con una aguja calibre 18, de 3.5cm de longitud
y jeringa estéril de 20ml utilizando EDTA al 10% (Zmi20mlj como
anticoagulante,

Inmediatamente después se procedié a centrifugar a 3500 r.p.m. a una
temperafura de 4°C por 10 minutos. Se retird el sobrenadante, se
restituyd con 8.8.F. estéril, volviéndose a centrifugar tres veces mds a las
mismas fonstantes.

En un matraz se agregd 98ml de S.5.F estéril, complementando con 2ml
de entrocitos ya lavados, obteniendo asi una solucidn de glébulos rojos
al 2%.

La 1gG equina producto No. [-463]1 Horse IgG Inmunoglobuiina
Purificada Grado Reactivo 10mg, de Laboratorios SIGMA Bio-Science,
se reconstituyd con S.5.F. estéril (Smg/ml) v después se procedié a
homogeneizarla

Posteriormente se procedié a sensibilizar con ayuda de la IgG los
eritrocitos al 2% a partes iguales, para después incubar en ia estufa
bacteriolégica a 37°C por 15 minutos,

D} Prugba de hemoaglutinacion

1.

Se descomplementaron los sueros equinos por 30 minutos a $6°C en
bafio Maria,

Se limpiaron las microplacas de fondo en "u" de 96 pozos con alcohof al
70%.

Como diluyente se utilizé §.5.F. estéril agregando a cada pozo de las
placas 50 microlitros, después 50 microlitros de suero al primer pozo.

Se realizaron diluciones dobles con micropipeta, del primero al segundo
y asi consecutivamente hasta realizar una dilucién de 1:16 en el cuarto

pozo.

Posteriormente se adicionaron los giébulos rojos sensibilizados al 2%
dituidosen §.8.F. estéril junto con la IgG equina {10mg/10ml SIGMA),
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6. Seincubaron las muestras a temperatura de laboratorio de 2-24 horas.

E) Analisis de resuliados

1. Unicamente se observarin los resultados, y se tomard en cuenta las
aglutinaciones encontradas en cada muestra para discutirlas
posteriormente.

2. Con objeto de estudiar la relacién entre la edad de los equines y la
preseiicia del FR y probar Ja hipétesis de que ambas variables son
independientes, es decir que la ocurrencia de un evento no afecta la
ocurrencia del ofro se realizé la prueba de ji-cuadrada. Tomando en
cientd que seglin la informacion recabada, es de esperarse una refacion
directdmente proporctonal entre 1a edad de los caballos y 12 presencia det
FR.



Diagrama de actividades

EQUINOS DESTIADOS LA PRODUECCN DE SUEROS HPERHMUNES
' z T

_C 1
OBTENCKON DE LOS SUEROS EQUINOS OBTEMCION Y LAVADO DE ERITROCITOS DE BORREGO
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t |
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l
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Ioeuber a T de aborakor de 2- 24
Priais estadisfon de resutades
Disvusiones
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RESULTADOS

De fos 93 sueros de equinos trabajades por medio de la téonica de Rose-Waaler se
obtyvieron los siguiertes resultados expresados en el cuadro HI

o i dra s resultadis . a lox diveiatas diluciones obtenidos of realizar la pracho de
Rose-Weadder.
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I poesente cuedro prncsitra § s resultados a las dististas diluciones obtenidos al realizar la prueha de -
.- Rose-Waaler. - L




t presente cuifra

n.westra dos resultados a las distintas difiecioies obtenidos ol reafizar i
rieba de Rose-Waaler.




5 Fe: wl'mdos a las d;s!mfas diluciones obtenidos a! Fi mh.m- fa prucba de
-Rose-Waaler. - : S
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Ia prueha de Rose-Waaler.
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De esta manera encontramos ciertos porcentajes los cuales podemos observar en la figura
No.2.

Porcentaje de equihbéj‘p_os'i:tivqéf y '_n_é_b_étwo_sa un

posible F.R. -
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PRUEBA DE INDEPENDENCIA DE X?

De ésta manera se puede establecer lo siguiente:

HO: Existe independencia entre 1a edad de los equinos y la presencia del FR.

HI Si hay dependencia entre 1a edad de los equinos v la presencia del FR.

Por 1o tanto.
. (Fo.-FE) _(3-141)° - 2", (2-09) L (64-629)° (o-9F . (5-41¢
FE 14.4 2 09 62.9 9 41

=0.085+0+1.34 +0.0192+ 0+ 0.1975 = 1.64
X7 =164

g. L. =(columnas-t }renglones-1)

=(3-1}2-1)
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=2

Tomando en consideracion ¢ = 5% observamos 1o siguiente:

X? con &=5 y g.l. de 2, teneinos que se obtiene en los porcentiles de distribucion 5.991.
Debido a esto encontramos que la X>=1.64 nos indica que se acepta HO y se rechaza HI.

Por lo tanto: EXISTE INDEPENDENCIA ENTRE LA EDAD DE LOS EQUINOS Y LA
PRESENCIA DEL E.R.
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DISCUSION

Il presente trabajo fué realizado para mtentar determinar la presencia de un posible factor
reumatoide (FR) en el sugro aislado de equinos destinados a la produccidn de sueros
mpenzmunes, por medio de una prueba sencilla, rapida y relativamente econdmicea, con €l
fin de establecer un apoyé més en el diagndstico de enfermedades articulares crénicas y
recurrentes en cquinos, que a pesar de su edad se consideren de alta estima y gran valor
sentimental. .

Segtin las investigaciones :eal!zadas el FR puede estar presente en varios padecimientos y
no soélo en la artritis reumato:de (AR), ademds como ya se explicd anteriormente la
presencia del FR no conlleva a la presentacidn de [a enfermedad y en contraparte no todos

los enfermos de AR son positivos al FR

1
Cabe mencionar que otrp punto de suma importancia es precisamente la relacién
directamente proporcional existente entre la presencia de AR con o sin FR y la edad del
paciee, esto es, que el BR se presenta en un mayor porcentaje en individuos de edad
avanzada

Considerando estas aseverdciones era de suponerse la deteccidn de un posible FR en fos
equinos de mayor edad, sin embargo, el constante esfuerzo al que es sometido su sistema
inmune, podria traer como consecuencia un descenso de la capacidad de reaccion inmune,
com lo cual y aunado a la ¢dad avanza, un largo tiempo produciendo sueros y el desgaste
sufrido debido a las muiltiples inoculaciones v sangrias, las probabilidades de detectar ua
posible FR en los animales miés viejos se pueden ver alteradas,

De los 93 equinos musstreados el 81.7% resultaron negativos a un posible FR vy el 18.3%
positives. De hecho se encéntrd que de 17 caballos considerados come positives, sélo dos
san de edad avanzada (22 y28 afios), y los 15 restantes presentan una edad promedio de 5.9
afios (o cual se considera vina edad adulta en ¢l caballo pero sin acercarse & la vejez, ésto
tomando en cuenta que los ¢abaltos pueden vivir hasta 30 afios 0 m4s). Ademds de estos 17
equintos en cuestién 7 pertgnecen al grupo de rabia, 8 al de tétanos, uno més al grupo
viperino y por dltimo uno 4l de difteria, lo cual no establece nada concreto ya que en los
grupos en los que se enceontrd un mayor ndmero de caballos positivos a la prueba de Rose-
Wagsler (Tétanos y Rabia), Son también les grupos que contaban con mayor cantidad de
equinos.

En lo que se refiere al resultado de la prueba de ji-cuadrada realizada con la finalidad de
observar la relacidn existenfe entre la edad de los equinos trabajados y la presencia de un
posible FR, el resuitado nos muestra una independencia entre ambas variables, observando
¢on atencibn encontramos gue de 93 caballos sélo 5 sobrepasaban la edad de 20 afios,
debido a esto los resultados obtenidos en la prueba estadistica rechazan la posibilidad de
que en ¢l trabajo se dé como cierta la relacién entre I edad y la presencia del FR marcada
por la literatura.
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Debido & que no se cuenta con pardmetros exactos para poder determinar a qué titulos se
pueda tomar como positivo (%) o negativo(-) el resultado, la aglutinacién observada debe de
tomarsc con reserva. Por ofta parte se podria considerar que en relacién a los caninos
{especie que cuenta con mds con mayor investigacidn en dste tema), se abtuvieron
resultados que indicarian sélo caballos sospechosos al FR ya que a una concentracién de
1:8 se considera como efectiva esta aseveracion.

Hay que tomar en cuenia que en la mayoria de tos casos los experimentos que se realizan
cont £quinos y en relacidn al FR, son llevados a cabo con el fin de detectarlo con la mayor
¢xactitud, por lo que se realizan pruebas muy sensibles (en la mayoria de los casos se
uhliza como prucba prmcnpal ELISA), ademas de que son muy escasos los casos
registrados de equinos que padescan especlﬁcamcntc de AR, ya que los problemas
articufares que se estudian sdn diversos, y la presencia del FR se puede ver relacionada con
otros padecimientos. Se menciona que ¢l caballo llega a presentar més anticuerpos en las
articulaciones durante un padecimiento que el humano y ¢! perro, lo gue permitiria suponer
una mayor sensibilidad a pruebas como el fest Rose-Waaler atin en titulos bajos (Osborne et

ak,, 1995).

Tn las caninos se llegan a présentar casos en los qus individuos normales resultan positives
a la prueba de Rose-Wazler en titulos bajos come 1:2 y 1:4, lo cual se considera negativo,
Un titulo de 1:8 se corisiders sospechoso, y en este caso la prueba deberd de repetirse.
Titules de 1:16 en adelante son interpretados como positivos.

Por otro lado, se podriz aceptar como correcta la consideracién de que, las aglutinaciones
que existieron & concentraciones menores de 1:16 pudiesen encontrarse en un rango (+) La
dnica manera de determinar con exactitud qué resultados se pueden considerar correctos, es
necesario utilizar pruebas mids sensibles come la de ELISA vy a su vez aplicar
simultdneamente Iz prueba de Rose-Waaler a cada muestra vy asi poder encontrar
pardmetros que se acerquen-lo més posible a la verdad, demostrando asi la sencillez y
efectividad de Ia técnica de Rose-Waaler, o tener Ia posibilidad de contar con animales con
problemss de AR que funjan como controles positivos para la prueba, lo que permitiria af
nusmo tiempo establecer un-control negativo, obteniendo de esta manera resultados més
concretos

Basandonos en ésto, se establecerian los pardmetros necesarios para hacer de la prueba de
Rose-Waaler un fest de muchy utilidad para el diagnéstico de AR en los equinos,

Por Gltimo, queda pues abiera la posibilidad de continuar este trabajo, debiéndose en tal
caso realizar [as recomendaciones ya sefialadas
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CONCLUSICNES

Del prasente teabajo es posible expresar las siguientes conclusiones:
R Latéemca de Rose-Waaler, utilizada para detectar un posible factor reumatoide (FR), es

sencilla y rdpida, por lo G:ual se puede considerar como un apoyo para el diagndstico de
I arfribs reumatoide (AR).

R De los 93 equinos uulizados para el trabajo, 17 resultaron positivos en alguna
concentracion 2 la prueba de Rose-Waaler.

% El trabajo realizado no artoja resultados concretos,

% La informacién recabada y los resultados obterndos son de gran importancia, y son una
base sélida para lograr establecer parimetros eficaces y confisbles en futuras
investigaciones sobre el FR en los equinos.
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P powhie o +reest o dos restiftudos guee se ohnivieron al reafizaor ef examen fisice de los
streras dhe o observdanidose fas privcipaies earacteristicas on coda cave.




i

sieftaidos gne se obtuvicron of realizar vl vxamen fisico de fn
shgFes e ddnos observgndose by principales caracioriticas en codo casa

i3



. : s i A : : :
Ef pr 2 2dro awesira fos resultades giec 5¢ obtivicron & Jixvico de los
sqrere ofe opuings, observamilose fus principales caracteristicas en cade ease.
(+) Existia nayor caniidad de suero pero séle la marcada se almagend,
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