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Isoeritrélisis neonatal en mulas.
Resumen.

Los potros mulas recién nacidos son afectados por [a Isoeritrélisis neonatal
(IN), v el “Antigeno burro” es el responsable. Debido a este antigeno, existe
reportado un 100% de incompatibilidad en estas gestaciones, un 8-10% de
muletos afectados y un 50% de mortalidad. Los objetivos del presente trabajo
fueron conocer: a) el porcentaje de yeguas sin gestacidn y gestantes sensibilizadas
contra el “Antigeno burro”; b) en cual momento de la gestacién se detecta esta
sensibilizacidn; ¢) el comportamiento de la produccidén de anticuerpos contra éste
antigeno en yeguas sin gestacion, durante la gestacion y después del parto; d) el
tipo de reaccion de los anticuerpos producidos; e) el comportamiento de la
produccion de anticuerpos contra el "Antigeno burra” en las yeguas posparto; y f) la
prevalencia e incidencia de IN, asi como la tasa de mortalidad de los muletos.

El trabajo de campe se realizé6 en el Criadero Militar de Ganado, Santa
Gertrudis, Chih., de diciembre de 1992 a diciembre de 1993, realizando cuatro
muestreos cada cuatro meses en 245 potrancas. En cada muestreo se obtuvieron
de cada yegua, dos muestras sanguineas, determinandose los titulos de anticuerpos
por las pruebas de Hemodlisis mediada por complemento de conejo y Aglutinacién
salina estandar, en el Laboratorio de Inmunogenética Equina del Departamento de
Ciencias Clinicas de ta Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Estatal de
Luisiana, EUA.

Los resultados son: a) 96 yeguas fueron positivas, representando un 39.2%
de las 245. La proporcidn de yeguas positivas no fue significativamente diferente en
las yeguas sin gestaciones previas (35.4%) contra las de upa 0 mas gestaciones
(41.10%); ¥ %% by en las yeguas de primera gestacion el rango de dias en ser
positiva a hemdlisis y aglutinacion fue de 237 a 280 y para las de segunda
gestacion de 53 a 224. Existiendo diferencia significativa entre ambas; < %% ¢)
con el método de hemélisis nosotros encontramos 42 yeguas que fueron positivas en
el primer muestreo, las cuales se hicieron negativas en los subsecuentes muestreos,
después se detectaron ofras 24 yeguas pero que fueron positivas en segundo
muestreo, presentando un comportamiento similar en los muestreos posteriores; con
el método de aglutinacién se detectaron 6 yeguas que fueron positivas en el primer
muestreo, las cuales también se hicieron negativas en los muestreos subsecuentes,
asi mismo, se detectaron 15 yeguas que fueron positivas en el segundo muestreo,
que también se hicieron negativas en los demas muestreos. Encontrando una
diferencia estadisticamente significativa en todos los casos; ® < %% d) ia mayoria
de los casos positivos 68 (70.80%) se comportaron como hemolisinas, 23
(24.00%) como hemolisinas y aglutininas, y 5 (5.20%} como aglutininas.
Existiendo una diferencia significativa entre ellos; ® “*%? e) de las 38 yeguas que
presentaron reaccion positiva posparto, 15 (39.5%} estaban entre 1-90 dias, 11
(28.9%) entre 91 y 180, 8 (21.1%) entre 180 y 270, y 4 (10.5%) de 271 o mas dias
de paridas. Existiendo diferencia significativa entre el primero y el cuarto trimestre;
{p<0.09 ) nacieron 200 muletos (32 en 1922, 104 en 1993 y 62 en 1994), la tasa de
fertitidad fue 27.21% y la mortalidad 3.00% (91/92 = 1, 92/93 = 2 y 93/94 = 3).




El porcentaje de yeguas productoras de hibridos sensibilizadas contra el
“Antigeno burro” fue 39.2%, menor al esperado, ésta incidencia de sensibilizacién
no aumenta con gestaciones posteriores y nunca alcanza el 50%. La causa
probable para que una yegua no gestante (nuca presentd un muleto) se
sensibilice, es una placentitis de una gestacién que no finalizé con un potro vivo y
que no fue detectada o una iatrogénica al contacto con agujas contaminadas con
tejido extrano. La sensibilizacion en yeguas productoras de hibridos se presenta
desde la primera gestacion, y ésta sirve para montar una respuesta de "memoria”.
Esta sensibilizacidn en yeguas gestantes puede ser detectada principalmente
durante el tercer y cuarto trimestre. La respuesta positiva en las yeguas tiende a
disminuir de intensidad o hacerse negativas en muestreos posteriores, lo que
podria explicar la nula incidencia de IN en mulefos, pero queda sin explicacion la
causa de esta supresién de la sensibilidad. En las yeguas gestantes de hibridos,
los anticuerpos actiian principalmente como hemolisinas, después como
hemolisinas y aglutininas y finalmente como aglutininas. La produccion de
anticuerpos en las yeguas paridas de muleto, se conserva durante meses. En el
presente trabajo no se encontrd un solo caso de IN detectable clinicamente, ni
moralidad por esta causa a pesar de la alta incompatibilidad en este tipo de
gestaciones, por lo que otros factores diferentes de dicha incompatibilidad deben
estar jugando una importante funcién,

Palabras claves: Isoeritrolisis neonatal, anticuerpo, antigeno burro, potros mulas.
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Neonatal iscerythrolysis in mule foals.
Summary.

The mule foals are affected by necnatal isoerythrolysis (NI), the "Donkey
factor” is the responsible. Has been reported in this gestation a 100%
incompatibility, from 8-10% of affected mule foal with 50% of mortality. The
objectives were; a) how many mares with the antigen were pregnant or non-
pregnant;, b) at which point of gestation the sensitivity was detected; c} the
behavior of the production of antibodies against this antigen in non-pregnant
mares, during the pregnancy and father pregnancy. d} type of reaction of the
antibodies; e) behavior of production of antibodies of positives mares postpartum;
and f) presence of NI and mortality of mule foals.

The study was developed in the military breeding cattle farm in Santa
Gertrudis, Chihuahua, from December 1992 to December 1993, collecting four
samples every 4 months in 245 mares bred to donkey. In every sampling, two
vacutainer tubes were obtained. In order to obtain antibody titters by the method
Hemolisis by rabbit complement and Standard saline agglutination. These samples
were evaluated at the Inmmunogenetics Laboratory of Department of Clinical
Sciences at Louisiana State University.

The results are shown as follows: a) ninety-six mares resulted positive to
“Donkey factor”, being the 39.2% of the total mares. There was no significant
difference between pregnant mares (41.10%) and non-pregnant mares (35.4%); ©>
005 b in the first pregnancy mares the presence of “Donkey factor” varied from 237
to 280 days and mares that had a second pregnancy varied from 53 to 224 dags
on both of the methods applied. There is significant difference among them; ® <%
c) with the hemolysis method we found 42 mares were positive at first sampling and
the behavior of the antigen became negative though out; 24 mares were positive at
second sampling and the behavior was similar. With the agglutination method 6 were
positive at the first sampling and the behavior was similar becoming negative at
subsequent sampling; 15 mares were detected at second samplin? and the antigen
behavior was similar. There is significant difference among them; " < %% d) Most of
the mares 68 (70.80%) were positive to hemolysis, 23 (24.00%) positive to
hemolysis and aa;sglutination and 5 (6.22%) just to agglutinins. The distribution was
significant; © < %°' e) Out of 38 mares that were positive postpartum, the antigen
was detected on 15 (39.5%) between 1-90 days, 11 (28.9%) between 91 and 180
days, 8 (21.1%) between 180 and 270 days and 4 (10.5%) at least at 271 days.
There is a significant difference between the first and second trimester; ® <% and
f} Two hundred mule foals were born (32 in 1992, 104 in 1993 and 62 in 1894), the
fertility rate was poor 27.21% and the mortality 3.00% (91/92=1, 92/93=2 and
93/94=3). Nl was not detected as a cause of death.

The percentage of mares in contact with donkey, sensitized against “Donkey
factor” was 39.2% less than expected because every pregnancy should be in
incompatible. This prevalence of antigen does not increase with further
pregnancies and never reaches 50%. The potential cause of a non-pregnant mare

Vi



to be sensitized to the antigen could be the presence of placentitis or abortion or
iatrogenic causes due to contaminated needles. The positive mares cross to
donkey were sensitized in the first pregnancy and the presence of antigen was
later than in second pregnancies, therefore it is probable that second pregnancy
has an earlier response due to memory. The presence of antigen in pregnant
mares was commonly found during the third and fourth trimester. The positive
reaction mares tend to decrease in concentration to become negative. This
condition may explain the absence NI in mule foals but there is no explanation for
the suppression of the “Donkey factor”. In mares with donkey pregnancy the
antibodies act as hemolysins then as hemolysins and agglutinins and finally as
agglutinins. The antibody preduction in mares delivering mule foals is present for
several months. This study we did not find a clinical case of Nt neither mortality
attribution to this cause, in spite of the high incompatibility of these pregnancies.
Therefore, other factors may play a role.

Key word; Neonatal isoerythrolysis, antibody, donkey factor, mule foals.
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I Introduccion.

El potro recién nacido pasa en un instante de un medio estéril y protegido
hacia un mundo contaminado y hostil, por lo cual debe ser protegido. "7 Aunque
en otras especies, como los primates y los roedores, se produce la transferencia
fransplacentaria de anticuerpos maternos al feto antes del nacimiento, en los
equinos, el tipo de placentacién (epiteliocorial difusa) actia como una barrera
impermeable, evitando el paso de anticuerpos. Por esta razén los anticuerpos
maternos solamente pueden llegar al recién nacido a traveés de la denominada
“transferencia o inmunidad pasiva". (1.86,74.76,81,84)

El potro recién nacido es esencialmente agamaglobulinémico, por lo que los
anticuerpos obtenidos del calostro son muy importantes para él, debido a que 1o
protegen contra los microorganismos que encuentre durante las primeras semanas
de vida, mientras su sistema inmune madura para ser funcional. BTA08.140) Eyisten
tres pasos importantes para que se realice una transferencia o inmunidad pasiva
adecuada de la yegua al potro: a) seleccion, concentracion y secrecidon de
anticuerpos en el calostro por la madre; b) ingestién del calostro {inmunoglobulinas)
por el potro hacia su intestino; y c¢) transferencia o absorcidn de éstas
inmunoglobulinas hacia su torrente sanguineo. 657434

El calostro confiene inmuncglobulinas dirigidas contra una amplia variedad
de microorganismos, a los cuales la yegua madre ha sido previamente expuesta.
La concentracién de anticuerpos en el calostro es mayor que en el suero, siendo las
IgG e lgM Ia clase de anticuerpos predominantes. Antes del paro la glandula
mamaria concentra selectivamente grandes cantidades de estos anticuerpos, que
no son sintetizados por ella, sino tomados de la circulaciéon materna. EI mecanismo
preciso de seleccion y concentracion de los anticuerpos por la glandula mamana se
desconoce, pero se cree que el cambio de los niveles hormonales (estrégenos y
progesterona) durante las cuatro uUltimas semanas de gestacion, ejercen una
influencia en su control. La secrecién del calostro por parte de la madre es de vida
corta, y los niveles de anticuerpos declinan a niveles insignificantes

aproximadamente a las 24 horas después dei partg, 2105468.71.72,95.86.87.99.121)



Después de la ingestién del calostro, el proceso de absorcién de los
anticuerpos maternos por el recién nacido es complejo, ya que participan celulas
especializadas del revestimiento epitelial de! intestino delgado, las que adquieren
los anticuerpos a partir de la luz intestinal por medio de pinocitosis, proceso que al
no ser selectivo permite que ofro tipo de grandes moléculas también pasen al
torrente sanguineo, aunque no tengan actividades inmunolégicas (proteinas de la
leche producidas por la glandula mamaria: Pt-Lactoglobilina y §-Lactoatbumina).
Estas celulas especializadas colectan tantas proteinas como sea posible, las cuales
se mueven hacia su base hasta que son liberadas hacia el espacio intracelular, y
posteriormente pasan hacia los conductos linfaticos, para llegar al sistema
circulatorio via el conducto toracico, @5.78.6260.65.82.84101)

Este complejo mecanismo de absorcidn pasiva de los anficuerpos es
eficiente inmediatamente después del nacimiento, por lo que las concentraciones de
anticuerpos en la circulacion del potro se elevan dentro de las primeras seis horas
posteriores al nacimiento, aproximandose a los niveles de los caballes adultos
desde las doce horas. Hacia las 24 horas de edad la absorcion intestinal de
anticuerpos se reduce draméticamente, por lo que estas primeras horas son de gran
importancia para que el potro adquiera los anticuerpos requeridos. Esto se debe a
que después de las 24 horas la concentracion de IgG en el calostro se ha reducido
al 10% de los niveles preparto, y solamente [as IgA se incrementan para ayudar a
prevenir las infecciones entéricas; ademas, las celulas especializadas que absorben
el calostro mueren, y son reemplazadas por celulas maduras del intestino, las
cuales son incapaces de transferir inmunoglobulinas, 3:8:65.86.67.73.84.88)

Las IgG de origen materno que se absorben a partir del calostro tienen una
vida media de aproximadamente 23 dias. Estas dan proteccion contra las
enfermedades microhianas durante las primeras semanas de vida del potro y son
catabolicamente eliminadas cuando combaten a fos microorganismos patdgenos,
siendo refiradas de la circulacion sanguinea inmediatamente, Esta proteccion es
proporcionada hasta que el sistema inmune del potro gradualmente responde al

encontrarse con varios antigenos, y se van estableciendo las celulas de "memoria”,



capaces de reaccionar rapidamente en presencia de subsecuentes exposiciones al
mismo antigeno. ™"

En algunas ocasiones se presenta un desorden de la inmunidad pasiva en el
potro, consistente en la presencia de anticuerpos daninos en el cafostro, io que
ocasiona la enfermedad llamada ‘“isoeritrdlisis neonatal 0 Anemia hemolitica
inmunomediada del recién nacido”. 347:308485.72.8284)

Esta enfermedad ha sido referida con muchas sinonimias, tales como: a)
Ictericia del potro; ®2 b) Ictericia hemolitica del potro; ©™ ¢) Enfermedad hemolitica

(52}

del potro recién nacido; @ y d) Ictericia neonatal del caballo; sin embargo, para

establecer que este desorden es una enfermedad distinta se propuso el nombre de

(55)

Isoeritrélisis neonatal equina (IN). La IN, aunque no es cominmente

encontrada en la practica equina, s una enfermedad importante del recién nacido,
ya que puede resultar en una crisis hemolitica fatal, ©#%6482102.118)

Un gran descubrimiento de la investigacion veterinaria fue determinar la
causa de la IN en el potro recién nacido. Los primeros estudios demostraron que en
los potros la enfermedad es causada por anticuerpos producidos durante la
gestacién por la yegua en contra de los antigenos eritrociticos que el potro heredd
del padre y que son diferentes a los presentes en la madre, lo que causara que
posteriormente éstos eritrocitos sean destruidos por los  anticuerpos.
3567202630485 cargli y Bessis, (1947) * describieron la enfermedad en los
potros mulas recién nacidos y demostraron que también se produce una
inmunizacién, debido a la cual, la yegua madre es capaz de reaccionar contra los
eritrocitos de! burro semental.

La ictericia es causada basicamente por la destruccion de los eritrocitos del
potro debido a una alteracion de la forma de la membrana celular. ®* Weed y Reed,
(1966) " demostraron que la fijacién de los anticuerpos a los antigenos que se
encuentran en la pared celular de los eritrocitos incrementa la rigidez de dicha
membrana, reduciendo su habilidad para salir por las pequefias aberiuras dentro de
los vasos terminales y membranas basales del bazo. Esto provoca que al pasar a
través de la circulacién esplénica, ocurra la lisis porque los eritrocitos son atrapados

y fogocitados. Aunque la médula osea eritroide trata de responder e iniciar la



produccion de eritrocitos, esta requiere de tres a cinco dias, por lo que usualmente
no es lo suficientemente rapida para compensar la severa eritrdlisis, y algunos
potros afectados mueren por hipoxia durante la fase aguda de la enfermedad. ®4)
Debido a que en los caballos no existe una transferencia de anticuerpos via
placentaria, la enfermedad ocurre solamente por ingestidn y absorcién por parte del
recién nacido de los anticuerpos antieritrociticos maternos presentes en el calostro,
{3,29,38.64,67,84,111)

En caballos fos antigenos incompatibles entre la madre y el potro
involucrados en fa mayoria de los casos de IN son principalimente dos: Aa y Qa,
siendo éstos dos de'los mas de treinta antigenos de sus diferentes grupos que
estan cominmente asociados con esta enfermedad en potros hijos de caballo y

(6.38.54848284115) £y contraste, aunque se conoce desde hace mucho (1863)

@

yegua.
que la IN ocurre en potros mulas, "' el antigeno especifico responsable no habian
sido identificado plenamente hasta que McClure, ef al, (1994) '¥ Io identificaron en
los eritrocitos de los burros y mulas, para lo cual usaron anticuerpos encontrados en
el suero de yeguas que habian producido potros mulas afectados con IN, y lo
llamaron “Antigeno burro”.

Este "Antigeno burro" no corresponde a ninguno de los antigenos conocidos
de los eritrocitos de los caballos, por ésta razén, McClure, et af, (1994) " concluyen
que para los caballos se frata de un xenoantigeno (un antigeno ajeno). Por otra
parte, sus resultados también sugieren que fodas las gestaciones de mulas (padre
burro y madre yegua) son incompatibles en lo que respecta a éste antigeno, dado
que todos los burros y mulas probados poseen este antigeno, mientras que todos
los caballos carecen de él; por lo que &l potencial para desarrollar ef sindrome de
IN se presenta en todas las gestaciones de éste tipo, incluyendo las yeguas
primiparas. En las cruzas de caballe con yegua, las gestaciones incompatibles van
desde un 3 a un 66%, dependiendo de la raza y del antigena comprendido, y solo
de un 0.5 a 2% de los potros equinos son afectados por [N, (214384284102 )
cambio, las cruzas de burro con yegua, la incompatibilidad es del 100%, con un 8 a

10% de los potros mulas afectados y una mortalidad de aproximadamente 50%. ©*



La existencia de antigenos incompatibles en los eritrocitos del potro no es
suficiente para que se presente la IN, ya que para que se desarrolle el sindrome es
necesario que las yeguas gestantes con un potro incompatible se vean expuestas a
sus eritrocitos durante la prefez, lo cual puede ser causado por: a) una placentitis;
b) una exposicién durante el parto; ¢} como resultado de una transfusidn sanguinea
previa; y d) por la exposicién a agujas hipodérmicas con tejido extrano. Cualquiera
que sea la forma de exposicidon, ésta inmuniza a las yeguas contra el "Antigeno
burro™ y los anticuerpos producides como resuitado no tienen consecuencias para
la yegua, pero cualquier potro mula que tome el calostro que los contenga puede
sufrir la enfermedad. Aunque la IN en los muletos generalmente ocurre como
resultado de la ingestion de calostro, en algunos casos se ha presentado aln sin
dicha ingestién, lo que sugiere una posible transferencia intrauterina de los
anticuerpos, 887.187.305280.18) | 5 aita prevalencia reportada de IN en muletos hace
necesario estudiar mas ésta enfermedad, para determinar entre otras cosas,
cuando la yegua prefiada con burro se sensibiliza durante la gestacion y conocer
como es el comportamiento de la produccidn de anticuerpos contra el "Antigeno

burro” durante éste periodo.



1

Objetivos.
Objetivo General.

Este trabajo pretendié determinar en qué momenio se puede detectar

seroldgicamente la presencia de anticuerpos contra el "Antigeno burro” en las

yeguas servidas con burros, para asi establecer programas preventivos contra la

Isoeritrdlisis neonatal en los potros mulas.

a)

b}

c)

Objetivos Especificos.

Determinar el porcentaje de yeguas sin gestacién y gestantes sensibilizadas
contra el “Antigeno burro” de los eritrocitos de los muletos en las yeguas

dedicadas a la produccion de hibridos.

Conocer en cual momento de la gestacién ocurre la sensibilizacion y

produccién de anticuerpos contra el "Antigeno burro”

Conocer el comporiamiento de la produccién de anticuerpos contra el

"Antigeno burro” en las yeguas sin gestacidn y gestantes.

Conocer la forma en que actuan los anticuerpos formados contra este

antigeno.

Conocer el comportamiento de la produccion de anticuerpos contra el

“Antigenc burro" en las yeguas posparto,

Reaiizar un estudio retrospectivo para determinar la prevalencia e incidencia
de IN en potros mulas, asi como la tasa de mortalidad debido a ésta

enfermedad.



{. Revision de [a literatura.
3.1. Historia de la enfermedad.

La condicién clinica de ictericia grave del neonato equino ha sido reconocida
por largo tiempo en medicina veterinaria. El término isoeritrdlisis implica lisis o
destruccidn de los eritrocitos debido a la accién de anticuerpos, mientras gue el
término neonatal indica que esta restringida a los neonatos sclamente, siendo en
general una de las enfermedades mas devastadoras en ésta etapa del desarrollo.
(40,54)

Como todas las enfermedades, la IN ofrece una historia fascinante, iniciando
con que el nombre de Isoeritrdlisis neonatal, es una denominacidn nueva para una
enfermedad vieja tanto en potros equinos como en potros mulas, que ha sido
recongcida desde el siglo XVIII, @34 racibiendo varios nombres en las diferentes
regiones en donde se producian mulas como fueron: Francia, ltalia y Espafia. De
acuerdo a Doll, (1952) "% el nombre de IN fue usado por primera vez por Hagan y
Bruner, (1951) al referirse a esta enfermedad en los caballos, y es usada también
actualmente para definir la enfermedad en otros animales domeésticos.

Durante mucho tiempo la etiologia de la enfermedad no se conocia, y se
realizaron muchos esfuerzos para describir a un microorganismo como agente
causal de la enfermedad. ®¥ Brumpt, (1947) " rechazan y descarta la la teoria de
que la ictericia en los potros mulas puede ser debida a ia infeccion con el parasito
Babesia equi, |1a cual habia sido propuesta por Danatien y Lestoquard, (1924), asi
como Barnet, (1930) y Carpano, (1932). Dimock, ef al, (1947) ® observaron la
similifud entre la condicidn encontrada en los potros ictéricos y la observada en la
“Eritroblastosis infantil humana”, sugiriendo la posibilidad de gue los caballos lleven
un antigeno en los eritrocitos, comparable con el antigeno Rh en el hombre. Todos
estos investigadores junto con otros tales como Caroli y Bessis, (1947); (¥
Darraspen y Godfrain, (1947); " Dimock, et al, (1947); ®¥ Saint-Martin, (1948) “7
Bruner, ef al, (1948); ® y Coombs, et al, (1948) ’ confirman que la enfermedad
hemolitica del potro equino y mula se debe a una inmunizacion de la madre por los
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antigenos que estan presentes en los eritrocitos del feto. Cabe mencionar que este
tipo de anticuerpos esta ausente o son muy escasos en yeguas que no han sido
servidas con burros, y en las madres de potros mulas normales, pero presentes en
gran cantidad en las madres de potros mulas afectados por IN. También que existe
"memoria” en este tipo de inmunidad, ya que Ila inyeccion de eritrocitos
provenientes de burros a la madre de un potro mula afectado hace que rapidamente
se produzcan una gran cantidad de anticuerpos, lo que no ocurre en las yeguas que
no han sido servidas con burros. “” Posteriormente Parry, et al, (1949); “” Bessis y
Millot, (1949Y; ® Saint-Martin, (1949); “* Brion y Garet, (1949); ®® y Bruner, (1950)
122 describen los aspectos seroldgicos y discuten respecto de los métodos de
laboratorio usados en el diagndstico de la ictericia hemclitica, mencionando ademas
que la enfermedad puede ser diagnosticada seroldgicamente al demostrar la
sensibilizacion "in vivo" de los eritrocitos del potro por medio de una prueba de
antiglobulinas. En estos estudios, es en donde por primera vez se usa la serologia
(aplicando los procedimientos empleados en la investigacién de la enfermedad
hempolitica de infantes recién nacidos), y se concluye gque los procedimientos
serologicos para ei diagndstico de la enfermedad en potros Pura Sangre Inglés
recién nacidos son adecuados para el diagnéstico de la misma condicién en los

potros mulas neonatos.



3.2.  Definicion y etiologia.

Las anemias hemoliticas mediadas por anormalidades inmunoclégicas
incluyen entre ofras a la Isoeritrélisis neonatal. *" La IN del recién nacido es una
enfermedad en donde los antigencs sanguineos juegan un papel importante. Se
presenta en los primeros dias de vida y consiste en el dafio a los eritrocitos del
necnate, causado por anticuerpos producidos por la madre, los cuales estin
dirigidos contra los antigenos heredados del padre y que se encuentran en las
paredes de los eritrocitos del potro. Existe una marcada diferencia entre las
especies vertebradas con respecto al momento y a la ruta de adquisicién de los
anticuerpos; los primates los adquieren antes del nacimiento por via placentaria, en
conejos es en la misma forma pero la principal via es el saco vitelino mas que por la
placenta; en gatos, perros, ovinos, borregos, cabras, cerdos y eguinos, son
adquiridos después del nacimiento via la glandula mamaria, la cual concentra
grandes cantidades de anticuerpos durante los dos Ultimos dos meses de gestacion
y al momento del parto son secretados en grandes cantidades en el calostro,
Cuando el potro equino o mula toma el calostro, absorbe los anticuerpos hacia su
circulacion sanguinea, dando inicio a una rapida eliminacion de éstas celulas por
medio de una hemélisis intravascular mediada por anticuerpos y complemento,
hasta que una destruccién total extravacular se presente como resultado de la
opsonizacién (proceso por el cual los eritrocitos se alteran de tal modo que son
fagocitados con mayor facilidad, rapidez y eficacia). Realizando asi la limpieza de

las celulas por medio del sistema fagocitico mononuclear, #7:23.283039.5461.82.118.132)



3.3. Clasificaciébn de los grupos sanguineos de los eritrocitos de los

caballos.

Todos los anligenos celulares que estan implicados en ia produccion de
Isceritrdlisis neonatal, son heredados por medio de genes dominantes; sin embargo,
fos anticuerpos de origen matermno sclamente pueden reaccionar en contra de
antigenos heredados del padre y que no estdn presenfes en la madre. Las
membranas celulares de los eritrocitos tienen numerosos antigenos llamados
aloantigenos (antigenos que aparecen en algunos miembros de la misma especie,
pero no en ofros, a veces se usa el término de isoantigenos), lo que permite la
clasificacion de los individuos dentro de diversos grupos sanguineos. @**#9 | og
antigenos de los eritrocitos no son parecidos a los antigenos de histocompatibilidad;
sin embargo, estan intimamente ligados a la habilidad de montar una respuesta
inmune por parte del animal si son administrados a un receptor que carezca de
ellos, ya que estimulardn la produccion de anticuerpos, también llamados
aloanticuerpos (anticuerpos especificos para un aloantigenc, a veces se usa el
término de isoanticuerpos), 124

Hay muchos y diferentes antigenos en la superficie de los eritrocitos de 03
animales, y con ello varia su antigenicidad, siendo algunos méas potentes, y por lo
tanto, mas importantes que otros. Existen en cada sistema de los grupos
sanguineos un nitmero variable de alelos alternativos o fenogrupos (un fenogrupo
es un juego de alelos heredados en un grupo de dos 0 mas}, y como resultado su
complejidad puede variar grandemente, ®3244STS2ESETSI8I2) o ¢ rangos van
desde sistemas simples como el sistema L de los bovinos, que consiste de dos
alelos controlando un solo sistema de antigenos, hasta el sistema B también de los
bovinos, que es altamente complejo ya que tiene varios cientos de alelos; tales
antigenos tienen importancia en la aplicacion clinica para el diagndstico de la N, y
en la determinacién de la incompatibilidad sanguinea entre el donador y el receptor
de 1a transfusion. ®*” Stormont, (1979), citado por Becht, (1983) menciona que e}

nimero de las posibilidades tedricas de los posibles tipos sanguinecs de los
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eritrocitos, definidos por los reactives y procedimientos actuales, es de
aproximadamente 400,000, ®¥

La enfermedad hemolitica en los caballos y mulas es una manifestacidn
natural de la existencia de diferencias individuales entre los grupos sanguineos para
el primer caso, #311:23038486284) o, ara el segundo de un antigeno que no existe en
las yeguas, y que por lo tanto se considera un xenoantigeno para ellos, llamado
“Antigeno burro”. "1 Los antigenos causantes de IN son los mismos implicados
en la formacién de los grupos sanguineos, consecuentemente, el conocimiento de
éstos y de los procedimientos de tipificacion son esenciales para el desarrollo de
pruebas serodiagndsticas que ayuden en lo que respecta al pronostico, tratamiento

(64)

y prevencién de la enfermedad. Ademas, el conocimiento de los grupos

sanguineos puede explicar porque sclamente en algunos casos los potros producen
inmunizacién en las yeguas. ¥

La nemenclatura usada para nombrar a los antigenos de ios eritrocitos ha
variado, los resultados presentados en la literatura y las comparaciones de las
pruebas de tipificacion sanguinea hacen evidente la existencia de muchos mas
antigenos en los eritrocitos que los que actualmente estan reconocidos por la
Sociedad Internacional de Investigacién de los Grupos Sanguineos de los Animales.
Esta organizacion tiene como funcidn la comparacion cada dos arios de las pruebas
de tipificacién sanguinea-de los caballos realizadas en el ambito mundial, para que
todos los laboratorios en el mundo dedicados a esto puedan estandarizar la
nomenclatura y dar un reconocimiento universal a las nuevas especificaciones, las
cuales han sido determinadas por lo menos por un par de los l|aboratorios
participantes. Esta sociedad adopté una nomenclatura universal en 1974 para los
antigenos de los eritrocitos, basandose en la utilizada en los grupos sanguineos de
los porcinos. “*%® Cada antigeno es designado por una letra maydscula,
indicando el sistema o grupo al cual pertenece, seguide por una letra mintscula en
la parte de abajo indicando la presencia de un antigeno en particular ¢ por una "-"
indicando la ausencia de este, por ejemplo. Aa, A-. No a todos los antigenos que
han sido notificados en la fiteratura se les ha dado una designacion internacional. “®

De estos estudios se desprende que los tipos sanguineos son tan diversos que sila
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incompatibilidad entre la yegua y el potro (equino o muleto} fuese por si misma una
causa suficiente, entonces virtualmente todos los recién nacidos sé enfermarian,
por lo que deben existir algunos factores que reducen sustancialmente esta
probabilidad. “* Desde agosto de 1994 el Comité Permanente Equino de las
Sociedad Internacional de Genética Animal y la Sociedad Internacional de
Investigacién de los Grupos Sanguineos de los Animales reconoce a 34 tipos de
antigenos de los eritrocitos, que comprenden siete grupos o sistemas sanguineos
identificados en el caballo. El cuadro 1, enumera: a) los sistemas sanguineos o
grupas genéticos "loci", independientes y responsables de la heredabilidad de los
antigenos sanguineos frecuentemente involucrados en la IN; ® b} los antigenos
mas potentes de los eritrocitos; ¢} sus alelos que controlan la heredabilidad
identificados para los caballos; y d) la nomenclatura oficial reconocida
internacionalmente por ia Sociedad Internacicnal de investigacién de los Grupos

(3,11,32,33,43,46,53,57,85,103,107,108,109,110,112, 113,116,117}

Sanguineos de los Animales. Estos

antigenos son detectados en la superficie de los eritrocitos por medio del analisis

con anticuerpos. ®¥

Cuadro 1. Grupos, antigenos sanguineos y sus alelos correspondientes.

Grupos Antigenos Alelos reconocidos
sanguineos sanguineos
A abcdefg | A% AT AT, AT AT ATOD TAD ABCTARE AT
A™ A% A® A-
C a C? C-
a,bcefghi | DO D Door pooma M pSegmma gk “pyamar
D klm.n 0.p,1 chm chmp chmq Dogrnqr Dogmr Ddeklr Ddeloq Ddelq
Ddlklr Ddghmp Ddghmq Ddghmqr del Ddlnq Ddlnqr Dq o
K a K® K-
P a,b,C.d, pa’ PacL Pawl Pa{ll Pb, PD\‘.“ PG,P-
Q abgc, Q™ Q™ Q°.Q°, Q% Q-
U a U U-

Adaptado de Bowling, A.T. (19G7) Parentage testing of horsa. In: Horse genetics, 2/a. Edicidn, Ed, Cab. Intemational,
E.UA. pp 83. Otros investigadores incluyen un octavo grupo el cual denominan T y a su antigeno Ta. &

Cada antigeno se segrega siguiendo el patrén de herencia Mendeliana

simple, en contraste con su ausencia; en otras palabras, ellos se manifiestan en los
n



eritrocitos de un individuo Unicamente cuando estan presentes en los eritrocitos de
uno ¢ de ambos padres, aunque también hay antigenos que tienden a heredarse en

y, @INAB Fota es la base de la prueba del

grupo de dos o mas (fenogrupos
parentesco. ** El niimero de alelos que controlan la heredabilidad de cada uno de
los antigenos se encuentra especificade en el cuadro anterior.

Cada sistema sanguineo representa un gen diferente en los cromesomas del
ntcleo de las celulas precursores de los eritrocitos en la méduta dsea, estos genes
codifican para la expresién de un par de antigenos (uno heredado de cada uno de
los padres). De este modo, los pares de alelos controlan su heredabilidad, lo cual
ocurre en los siete sistemas o grupos de los eritrocitos de cada animal. @ ' E
analisis de los anticuerpos presentes en el suero es determinado por medio de la
absorcién, las pruebas empleadas incluyen la prueba de solucién salina
conducida en forma paralela con las pruebas hemoliticas, que usa complemento
de conejo o cobayo. ®*® | os reactivos son preparados de un suero autoinmune
producido en el cabalio y un suero hiperimune de conejo, ® El cuadro 2, muestra

el mecanismo de accion de los anticuerpos en los eritrocitos equinos.

Cuadro 2. Actividad de los anticuerpos en los caballos,
Antigenocs Hemsdlisis Aglutinacién
Al + +
A2 + -
A + +
H + +
C + +
D - +
J - +
K + +
P1 + *
P2 + +
=X + +
Q + -
R + .
S + -
T + -
U + +

Adaptado de Becht, LJ. (1983). Neonatal Isoerytholysis in the Foal. Part |, Background, Blood Group Antigens, and
Pathogenesis. The Compemdiium Continuing Education, Vok. 5 {No.11), pp $591-5599,



Becht, (1983) )  hace notar que los antigenos actian primero  como
hemolisinas y después como hemoagluitininas; por lo tanto, la pruebas serolégicas
para IN en el potro deben enfatizarse mas en la hemdlisis que en la aglhutinacion.

Por otro lado, los anticuerpos contra algunos otros antigenos pueden 6 no
ocurrit en forma natural, pero son raros y de poco significado clinico. ®*'?® a
presencia de anticuerpos que ocurren naturaimente en la yegua y su implicacién en
la causa de IN ha sido investigada. ® Suzuki, et af, (1975) ®? estudiaron el plasma
normal de 679 muestras de caballos, y encontraron que noventa y cuatro posetan
anticuerpos de presentaciéon natural. En diecinueve de los noventa y cuatro
caballos, los anticuerpos reaccionaron como aglutininas y cuatro fueron
hemolisinas. Mas de la mitad de las aglutininas fueron muy débiles para ser
identificadas con especificidad, pero las que se identificaron fueron clasificadas
como, anti-A, H, C, Dy J; las cuatro hemolisinas fueron todas de especificidad anti-
C. Det! estudio realizado se conciuyé que las hemolisinas equinas naturales ocurren
raramente y posiblemente sen limitadas a anti-C, y que las aglutininas tienen una
actividad muy déhii. Por lo tanto, la IN por anticuerpos naturales es muy rara ¢ casi
no existe. &4

Stormont, et af, (1975) ¥ observaron que los anticuerpos anti-C producen una
hembdlisis que ocurre naturalmente. Weiner, (1951), citado por Bailey, ef al, {1987)
92 menciona que los anticuerpos anti-C al parecer son producidos naturalmente en
los caballos como resultade de una exposicion a epitopos similares o idénticos
(antigenos heterdfilos) que cominmente ocurren en la naturaleza y estan
presentes en el alimento 0 el polen, los cuales son similares a los antigenos de los
eritrocitos, por lo que se produce una reaccién cruzada. Asi mismo, muchos
antigenos son estructuras comunes de un gran ndmero de organismos, incluyendo:
virus, bacterias, protozoarios y helmintos. La presencia o ausencia de esos
anticuerpos naturales, no es sin embargo un fenémeno uniforme, y no todos los
antigenos de los grupos sanguineos estan acompafiados por la produccion de
anticuerpos naturales. ®
Estos anticuerpos naturales pueden suprimir la produccién de anticuerpos

contra los antigenos de ofros grupos sanguinecs, ésta supresion es llamada

u



"Inmunosupresion mediada por anticuerpos”. (1438126 P donde los anticuerpos
anti-C en las yeguas en riesgo se desarrollan espontdneamente sin una exposicion
conocida a los eritrocitos del potro, tales como gestacidn incompatibles o una
transfusion sanguinea. Estos anticuerpos al parecer suprimen la produccién de
anticuerpos especificos contra ofros antigenos por ejemplo; Aa o Qa,
presumiblemente debido a que los anticuerpos anti-C estan activamente
removiendo los eritrocitos extrafios conteniendo estos antigenos antes de que la
sensibilidad ocurra. Al igual que en las mujeres con anticuerpos preduciéndose
naturalmente contra los antigenos de los grupos sanguineos ABO, en donde al
parecer producen menos anticuerpos para los antigenos Rh de los grupos

sanguineos durante su gestacién.



3.4 Antigenos importantes para la presencia de Isoeritrélisis neonatal en los

potros equinos y potros mulas.

Se ha observado una considerable diferencia en la frecuencia de
algunos de los antigenos de los eritrocitos entre distintas razas de la
especie equina. ©®*®  Por ejemplo, laraza de los Ponny Shetland
demuestra mas  heterogeneidad con respecto de los antigenos sanguineos
que cualquiera de las ofras razas estudiadas, lo que sugeriria que una alta

B4 sin  embargo, la

incidencia de IN debe ocurir en esta raza;
enfermedad no ha sido documentada en suspotros, mientras que
los PSI  muestran la mayor homogeneidad de los grupos sanguineos, y

aun asi es la raza mds afectada por esta enfermedad. @

Los datos de laincidencia promedio de la IN indican que el antigeno
Aaen elsistema Ay el Qaen el sistemaQ, son en ja mayoria de los

casos (90%), los responsables en la produccion de IN. %42687.129)

Aunque varias fuentes citan a ofros anticuerpos comeo causantes de
Isoeritrolisis neonatal en los potros equinos, tales como: los anticuerpos anti-Pa; @'
anti-E2; “ anti-Ua; ¥ anti-Ab; *® ¢ 1os anti-C. ® E1 cuadro 3, enlista la
frecuencia observada de la mayoria de los antigenos definidos entre
varias razas, debiendo observarse que el antigeno D, no ocurre en los

PSlI y en los Arabes, siendo también raro que ocurre en los Cuartos de Milla.
(32



Cuadro 3. Frecuencia de los antigenos sanguineos en cinco razas de caballos.

Sistema Antigenos Ponny Pura Cuarto Standardbred
genético | sanguineos | Shetland | Sangre | Arabe Milla
Ingiés

A1 0.534 0.924 0.983 0.728 0.829
A2 0.869 0.924 0.983 0.896 0.993
A A’ 0.853 0.052 0.094 0.362 0.54
H 0.181 0.007 0.028 0.052 0.050

C C 0.879 0.921 0.972 0.872 0.886
D D 0.250 0.000 0.000 0.152 0.050
J 0.227 0.251 0.171 0.346 *
K K 0.327 0.113 0.005 0.076 0.350
P1 0.567 0.351 0.552 0.479 0.271
P2 0.621 0.497 0.569 0.186 0.257
P P’ 0.094 0.170 0.028 0.080 0.057
Q 0.519 0.742 0.398 0.262 0.029
R 0.911 0.609 0.860 0.920 0.973
Q S 0.354 0.633 0.744 0.123 0.720
T T 0.698 0.892 0.819 0.843 0.633
U U 0.534 0.248 0.354 0.490 0.429
Total 391 407 1 290 140

Adaptado de Suzuki, Y.; Stormont, C. and Trommerhausen-Smith, A. (1975). Alloantibodies: the blood groups they define.

Proc.Int.Symp. Equine Hemateol., Vol, 1, pp 3341, 2



3.5. Formas de sensibilizacion de las yeguas madres.

Para que la Isoeritrélisis neonatal se presente deben existir varios factores:
a) los eritrocitos de la madre deben ser negativos para él o los antigenos (factor

inmunizante) que se encuentran en los eritrocitos del potro en cuestion; U°%'*® que

en esta investigacion es el xenoantigeno llamado "Antigeno burro™; 4118128 b g
potro de la actual gestacion debe heredar de su padre él o lo(s) antigeno(s} contra

(1230326 y ¢) aunque el mecanismo

los cuales la yegua madre ha sido sensibilizada;
precisc de inmunizacién de las yeguas no ha sido bien detemminado, la
inmunizacion o estimulacién para la produccién de anticuerpos por parte de 1a
madre, puede ser en forma natural o iatrogénica. **"

En la primera forma (natural), la sensibilizacion ocurre por el acceso de los
antigenos fetales a la circulacion materna durante |a labor de parto (probablemente
ésta es la forma donde existe el paso mas grande de eritrocitos fetales hacia la
madre 0 a causa de hemorragias fetomaternales que permiten el cruce de la capa
epitefiocorial de la placenta durante la gestacion. ®** Aunque existe controversia
en cuanto a si efectivamente este tipo de hemorragias es una ruta comun o
solamente lo es en forma excepcional. Por ejemplo Dolt y Huli, (1951) ®¥
sugirieron que el dafo o defecto en la placenta permite un aumento en el paso de
antigenos de los eritrocitos del feto, pero algunos investigadores como Cronin,
(1955) “# dice lo contrario, al establecer que se encontraron numerosas placentas
con areas anormales de tejido cicatrizado, necrdtico o con areas desnudadas de
vellosidades, sin que se presentaran evidencias de IN en los potros.

La segunda forma (iatrogénica} puede resultar de transfusiones sanguineas
que contengan eritrocitos con antigenos extranos a la yegua o ante una exposicion
a una vacuna de tejido de origen equino. Varios investigadores reportan que la
vacunacién conteniendo sangre o tejido es la responsable de la mayoria de los
casos de produccion de una IN iatrogénica. 64678284

Cuando una yegua ha sufrido inmunizacion por cualquiera de las formas
antes mencionadas con antigenos ajenos a ella y estos estan presentes en los

eritrocites de su hijo, existe una posibilidad significativa de que los anticuerpos



maternales dirigidos contra los antigenos del potro aparezcan en el calostro, y si
subsecuentemente son ingeridos y se absorben por el potro, pueden causar un
problema hemolitico. Entre mas elevados sean los titulos antieritrocitos el riesgo
serd mas mayor, los mayores titulos se producen en yeguas previamente
sensibilizadas en respuesta a los mismos antigenos poco antes del parto. Estas
responden a la inmunizacién con eritrocitos desde los 56 dias posconcepcion; sin
embargo, el paso mas grande de eritrocitos del feto hacia la madre ocurre en el
Ultimo mes de gestacion y durante el parto, como resultado def rompimiento de ios
vasos sanguineos de la placenta. La sensibilidad inicial durante fa primera gestacion
incompatible usualmente ocurre sin complicaciones adversas para el potro, siendo
fa presentacién de ésta enfermedad muy rara en potros nacidos de yeguas
primiparas debido a que la inmunizaciéon primaria ocurre muy tarde en la gestacion,
por lo que la cantidad de anticuerpos contra los erfrocitos que alcanzan a
concentrarse en el calostro es insuficiente para desencadenar la [IN.
(2,5,6,36,38,42,58,65,66,67,82,84,94,102,118,126)

£n estos casos, la primera gestacion Gnicamente sirve para generar una
respuesta inmune primaria, resultando en informacién que sera guardada en la
"‘memoria” de las celulas. Pero en futuras gestaciones, pueden ocurrir
estimulaciones antigénicas subsecuentes que desencadenan una reaccidn inmune,
la cual resulta en una elevacion mucho mas rapida de los anticuerpos que la
ocurrida durante la inmunizacién primaria, con un aumente marcado de anticuerpos
antieritrocitos durante las ultimas 4 semanas de gestacion, por lo que el mejor
momento para probar si la yegua gestante esta produciendo anticuerpos contra los
antigenos de los eritrocitos, es el Gitimo mes de dicha gestacion. Esos anticuerpos
pueden ser aglutininas y hemolisinas, las hemolisinas estan usualmente presentes
en titulos altos v son los indicadores de un inminente problema hemolitico. Los
mismos anticuerpos que median la enfermedad pueden ser utilizados "fn vitro" como
reactivos para la deteccién de la presencia de antigenos, sirviendo como base para

Ia tlplﬁcaCién sanguinea (3.5,30,36,38,39,54,57,64,66,67.84,94,102,108)
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36. Patogénesis.

3.6.1. Incompatibilidad del sistema A. Para que ocurra Isoeritrélisis neontal
involucrando a este sistema, debe existir una yegua Aa-, que sea montada por un
semental Aa* y que éste antigeno sea heredado por la cria. Entonces el potro
expresara el antigeno Aa en la membrana celular de sus eritrocitos, por lo que
sera él y la yegua seran incompatibles a causa de éste antigeno en el sistema A.
Si la yegua es sensibilizada por los eritrocitos de ia cria con el antigeno Aa de sus
eritrocitos, producird anticuerpos contra éste antigeno antes del parto. Durante ia
gestacion, esta incompatibilidad es de poca consecuencia tanto para el feto como
para la madre, a menos que por ejemplo, se le haya practicado a esta dltima una
transfusion sanguinea con eritrocitos Aa’. Después de esto los anticuerpos
antieritrocitos Aa estaran presentes entre las inmunoglobulinas en el calostro, y. si
el potro los ingiere y absorbe y estos anticuerpos son de suficiente calidad y
cantidad para dafiar a los eritrocitos, la IN puede ocurrir. %129

3.6.2. Incompatibilidad del sistema Q. El antigeno Qa es también
completamente inmunogénico, las yeguas Qa- expuestas a eritrocitos Qa’ seran
sensibilizadas, y una produccién de anticuerpos anti-Qa se iniciara. La secuencia
de eventos alrededer de la IN asociada con Qa es idéntica a los mostrados con

Aa, y tinicamente ef nombre del antigeno es el que es diferente. ®®

3.6.3. Incompatibilidad de otros sistemas. La IN ha sido reportada que ocurre
en al menos unos casos con los antigenos Ua, 3% pc (789 y pa @139 pgr ot
fado, el sistema C tiene Unicamente dos alelos Ca y C- (nulo). Casi cada caballo
gue es C- (genotipo C-/C-) naturalmente produce anticuerpos anti-Ca. *¥ Estos
anticuerpos no estan asociados con la produccion de IN, ® y sirven unicamente
para dificultar el diagndstico cuando se usan pruebas no especificas (Prueba de
aglutinacion del potro ictérico), ya que producen reacciones falso-positivas. Por lo
tanto, los veterinarios que llevan a cabo este tipo de pruebas utilizando calostro de

la madre y eritrocitos del potro, deben tomar en cuenta que los anticuerpos anti-Ca
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pueden causar este fipo de reaccion. ' También debemos recordar como ya se
mencionéd que la presencia de anticuerpos anti-C en las yeguas en riesgo, pueden

provocar la llamada “Inmunidad mediada por anticuerpos”. ©%

3.6.4. Incompatibilidad con el "antigeno burro”. Para el caso de los potros
mulas la presencia de la [N, se debe a la ausencia en la madre y la presencia en
el padre de un antigeno llamado “Antigeno burro” que es heredado por la cria.
Siendo la secuencia de eventos alrededor de la IN igual a la asociada con los

antigenos Aa o Qa. (14.118,126)

n



3.7. Epidemiologia.

La Isoeritrélisis neonatal afecta a un gran nimero de potros eguinos de
diferentes razas entre las que tenemos: Pura Sangre Inglés, Standardbred, Arabes,
Morgan, Cuario de Milla, Paso Fino, Caballos de tiro y Apaloosa; sin embargo, et
potencial para el desarrollo y la observacion de IN es dependiente de la raza. Dado
que no es una enfermedad comun, no es practico realizar estudios a todas las
yeguas que un determinado criador tenga en produccién. ® McClure, (1997) ('
menciona que virtualmente todas las gestaciones equinas son incompatibles para
alguno(s) antigeno(s) de los eritrocitos, debido a que las yeguas carecen de uno(s)
antigeno{s) que los sementales tienen y que pueden heredar al potro. Considerando
que todos los antigenos, por definicién pueden estimular la produccidn de
anticuerpos bajo algunas condiciones, entonces existe fa posibilidad de que
tedricamente cualquier antigeno de los eritrocitos puede provocar IN.

Bowling y Clark, (1985) citado por McClure, (1997) A28 dice que "los
porcentajes de yeguas en riesgo de sensibilizacion contra los ahtigenos mas
comunes para la produccion de IN en la descendencia equina (Aa y Qa) varian
entre las razas, y depende de la frecuencia en que cada gen que codifica para esta
proteina (antigeno) esté representado en la poblacién, indicando que un mayoer
numero de yeguas en riesge en la poblacidn no necesariamente se traduce en un
alto niimero de casos de IN, ya que en la misma poblacién también habra una alta
proporcion de sementales que no poseen ef antigeno en cuestion y por lo tanto, no
lo heredan a su descendencia”.

Esta frecuencia genética ha sido determinada para varias razas equinas en
algunos grandes estudios de tipificacién sanguinea. Por ejemplo, Scott, (1978) ¥
en su estudio realizado en Inglaterra respecto de l1a frecuencia del gen que codifica
para los antigenos de los eritrocitos Aa y Qa y Qrs en relacién a la proporcién de
yeguas negativas para esos antigenos, encontré que el 3% de las yeguas PSI
fueron Aa, 17% Qa y 3% Qrs, de las yequas Arabes ninguna fue Aa, 70% Qa y 3%
Qrs, y de las yeguas Shire, 38% fueron Aa, 100% Qa y ninguna Qrs. El porcentaje

para las montas con potencial de riesgo por incompatibilidad para esos tres
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antigenos de los eritrocitos fue del 26.5% para los PS|, 13.5% para los Arabes vy
14% para log Shire; aunque la incompatibilidad del antigeno Aa en los PSl en un
estudio fue 21 (44.68%) de 47 casos clinicos. La estimacién de estas frecuencias
también fue realizada por Bowling y Clark, (1985) “ en siete razas de caballos en
los Estados Unidos de Norteamérica (frecuencias citadas posteriormente en esta
tesis). En otro estudio realizado también en los Estados Unidos de Norteamérica por
Bailey, et al, (1987) %2 se determiné la frecuencia genética y el polimorfismo de los
grupos sanguineos en algunas razas equinas, encontrando que el porcentaje de
yeguas en riesgo debido a que ellas son Aa- es del 2% para las razas PSI, 22%
para los Standardbred de paso, 3% para los Standardbred trotadores, 25% para los
Saddiebred y Cuarto de Milla, 18% para los Morgan, y 3% para los Arabes. La
estimacién del porcentaje de yeguas en riesgo debido a que son Qa- es del 16%
para la raza PSI, 68% para los Cuarlo de Milla, 72% para los Arabes, y casi un
100% para los Saddlebred . (cuadro 4)

Esta informacion necesita ser acoplada con dos aspectos importantes: a) la
probabilidad de que el potro herede determinado antigeno de su padre; y b) la
frecuencia en que los anticuerpos se desarmollan en contra de ese antigeno en las
gestaciones incompatibles. La probabilidad de que el potro herede el antigeno de su
padre esta inversamente relacionado al numero de yeguas en riesgo. % Por
ejemplo, pocas yeguas PSI estan en riesgo por ser Aa- (2%), aunque esto significa
que el 98% de los PSI {incluyendo tos sementales) son Aa+ . La probabilidad de que
la yegua sea montada con un semental Aa+ y de que su potro herede el antigeno
Aa es por lo tanto muy grande {se estima que es cerca del 85% en los PSI}. Por otro
lado, virtualmente todas los equinos de la raza Saddlebred carecen del antigeno Qa,
y en una primera observacion pareceria que todas las yeguas de esta raza estan en
riesgo al ser Qa- (lo cual es cierto); sin embargo, el antigeno Qa no se presenta
tampoco en los sementales Standardbred. La probabilidad de que el potre herede el
antigeno y sea incompatible con la yegua es por lo tanto nula. " (cuadro 4)
Ademas de la probabilidad de heredar el antigeno de su padre, y por lo tanto, de
que el potro sea incompatible con la madre, existe una diferencia importante en la

frecuencia con la cual las yeguas con gestaciones incompatibles producen
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anticuerpos, lo cual depende sobre todo dei antigeno sanguineo y de la raza. La
razon para esto no esta completamente comprendida, se estima que solamente el
50% (del 2%) de las yeguas PSI y el 17% (del 22%) de las yeguas Standardbred de
paso que estan en riesgo por ser Aa-, producen anticuerpes anti-Aa, y Unicamente
el 3% (del 16%) de las yeguas PSI que estdn en riesgo por ser Qa-, producen

anticuerpos contra este antigeno. " (cuadro 4)

Cuadro 4. Probabilidad de que las yeguas tengan un potro con Isoeritrélisis

neohatal en diferentes razas de caballos Americanas.

Raza* Antigenos Porcentaje de Probabilidad del potro
yeguas en riesgo Porcentaje de Probabilidad de
de producir el yeguas que que ef potro
antigeno produjeron el herede el
antigeno** antigeno
PSI Aa 2% 214 (50%) 85%
PSI Qa 16% 2/65 (3%) 60%
STB paso Aa 22% 467266 (17%) 44%
STB trote Aa 3% 213 (66%) 82%
SB Qa - - 0%
SB Aa 25% ND** 50%
SB Qa 88% ND 12%
CM Aa 25% ND 49%
CM Qa 68% ND 18%
Morgan Aa 18% ND 57%
Morgan Qa - ND 0%
Arabe Aa 3% ND 82%
Arabe Qa 72% ND 20%

Adaplado de Bailey E.; Conbay. 5.H. and McCarthy, F.P. (1887). Neonatal isoerythrolysis of foals; an update on testing. Proc.Am Ass. Equine

Prattice. 33, pp 341-353, (*®

* El cdlcuk para los cabaflos Cuarto de Millz (CM]), Arabe y Morgan, estin basados en los datos de ia frecuencia de los genes
reporiados por Bowling y Clark. ™! EI cileulo para ks Pura Sangre Inglés (PSI), Stancardbred (STB) y Saddiebred (SB), estd
basada en os datos de frecuencia de los genes generados por Bailey, &f ai. '™

- Yeguas con anticuerpes y yeguas en riesgo para ese factor en ésie estudio

- ND, datos no disponibles.

Respecto de las muias, McClure, et al, (1994) " concluyen de los

resultados de su investigacion que todas las gestaciones de mulas (padre burro y
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madre yegua) son incompatibles en lo que respecta al "Antigeno burro”, ya que
existe una incompatibilidad del 100% entre el padre y fa madre, dado que todos los
burros y mulas probados poseen éste antigeno, mientras que todos los caballos
carecen de él. Por lo que el potencial para desarrollar el sindrome de IN también es

en la misma proporcion en todas las gestaciones de éste tipo.
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3.8. Prevalencia.

La prevalencia de Isoeritrdisis neonatal puede estar influida por varios
factores tales como: a) una incompatibilidad mayor o menor entre el padre y la
madre; b) el antigeno incompatible heredado al potro por el padre; c) la exposicion
de {a madre al antigeno de incompatibilidad de los eritrocitos de ta cria; d) una
adecuada transferencia pasiva de anticuerpos al potro; y e} una buena absorcién de
estos anticuerpos por parte del potro, #293839.56584)

" La prevalencia de IN en las razas Pura Sangre inglés, Standardbred, Arabe,
Cuarto de Milla, Paso Fino y Appaloosa ha sido bien documentada por Stormont,
(1975); ® Scott y Jeffeott, (1978); @ Bailey, (1982); ™ Morris, (1986); ®® Becht,
(1987); ®y Bailey, et af, (1987). "% En los equinos esta prevalencia es baja, siendo
mas comUnmente encontrada en PSH (0.5-1%) " y en los Standardbred (2%). ¥
La enfermedad esta casi enteramente restringida a la raza Arabe y a otras razas

(2,54,84)

que tienen descendientes directos o indirectos de ésta raza, siendo

afectados del 1-2%. "** Sin embargo, para los Ponnys Shetland, la prevalencia es
casi nula, #5413

Es posible que existan diferencias entre fas razas equinas en su habilidad
para iniciar una respuesta inmune a estos antigenos, citando como ejemplo: a) la
no presencia de IN en la raza Ponny Shetland, en donde basados en la frecuencia
de los genes, deberia de ocurrir; y b) un bajo porcentaje de reportes de la
enfermedad en esta raza. **'" Concluyendo Sahapell y Lock, (1986) ®® que la
enfermedad puede ser mucho mas prevalente que lo sugerido en la literatura, y esta
siendo pasada por alto en los potros que tienen signos clinicos poco notorios.

Usando la frecuencia de los genes que codifican para los antigenos Aay Qa
en diferentes razas equinas, se puede identificar la probabilidad del nimero de
yeguas en riesgo de cada raza (cuadro 4). Los otros antigenos causantes de IN
tales como: Ab, Pa, Dc y Ua, han ccurrido poco, y no es practico considerar yeguas
que no tengan estos antigenos en riesgo. Aproximadamente una de cada 2,000
yeguas produciran anticuemos para algunos otros antigenos que no sean Aa o Qa,
los cuales causaran IN. 24857102



3%

Por otro lado, la prevalencia reportada de IN en mulas es mucho mas alta
que en los caballos, siendo generaimente de un 8-10%, con una mortalidad del 25
al 50%. "® Las razones para esto son desconocidas, pero pueden ser reflejo del
alto porcentaje de incompatibilidad de Ias gestaciones de mulas comparadas con
las gestaciones del caballo. 13192118
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3.9. Incidencia.

Algunos grupes sanguineos son mas inmunogénicos bajo ciertas condiciones
de exposicion, como por ejemplo: parto o transplacentaria, al igual gue varios
antigenos de esos mismos grupos sanguineos. #2388 McClyre vy Parish,
{1990) 8 reportan que la incompatibilidad de algunos grupos sanguineos entre la
madre y el potro es la norma mas que la excepcién; sin embargo, la incidencia de
sensibilizacién de la madre y ocurrencia de la IN es relativamente baja en los potros
equinos, no ocurriendo jo mismo en lo referente a potros mutas. 1519118 Egta haia
incidencia de manifestaciones clinicas es interesante, ya que como se ha visto
existe una gran incompatibilidad entre los grupos sanguineos de las yeguas y los
sementates. “¥ Influyendo en su presentacion algunos faciores tales como: a) la
probabilidad de que las razas de caballos, asi como también de que los animales
(individualmente), difieran con respecto a la cantidad y frecuencia de su respuesta
inmune; b) la probabilidad de que las razas y lineas de caballos, asi como también
de individuos difieran considerablemente con respecto a la ocurrencia de
hemorragias retroplacentales, ya que ambos aspectos estdn marcadamente
influenciados por el genotipo; ¢) un nimerp significativo de casos de IN no es
detectado si la anemia es ligera y con muy pocas manifestaciones clinicas o en los
casos en los cuales hay alguna muerte, la causa especifica no puede ser
determinada; d) la cantidad de anticuerpos antieritrocitos absorbidos asi como
también la hemélisis potencial de esos anticuerpos determina la severidad de IN,
por lo que las manifestaciones clinicas son entonces dependientes sobre todo de fa
cantidad de calostro ingerido, la concentracién calostral de anticuerpos, el tipo de
anticuerpos antieritrociticos responsables, y la habilidad de! potro para absorber
esas proteinas. Ya que la falla total o parcial de la transferencia pasiva de
anticuerpos calostrales en el potro, reduciran la aparente incidencia de IN; y e)
aungue no es comunmente aceptado, muchos caballos producen anticuerpos
antieritrocitos en forma natural y en concentraciones bajas, esos anticuerpos
pueden proteger a la yegua contra la sensibilizacion por la rapida eliminacién de fos

eritrocitos fetales cuando ocurren pequefias hemorragias, por o tanto, la cantidad
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de este tipo de patologias puede ser un factor importante para determinar el
proceso de sensibilizacion, 4425464884102

Por estas razones, y dado que la IN no es una enfermedad contagiosa y que
ocurre esporadicamente, el nimero actual de los casos nuevos en peotros equinos y
potros mulas que se presentan en cualquier afic es muy dificii de determinar.
Siendo importante también mencionar la posibilidad de que cierta cantidad de
gestaciones las cuales pueden producir potros con IN, pueden terminar en un
abonio, y la relacién entre fa causa de muerte del feto y la ictericia del mismo no ser

reconocida, ‘42
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3.10. Curso de la enfermedad y signos clinicos.

Los reportes de los signos clinicos de la Isoeritrolisis neonatal, abarcan varias
décadas y basicamente describen la patogénesis posnatal de la ictericia hemolitica
en el potrilla e hibrido, habiendo sido descritos inicialmente por Brumpt, (1947); ™y
posteriormente por Coombs, et af, (1948); @ Parry, et al, (1948), 40 Bruner, et al,
(1948);® Bruner, et al, (1948);,*? Saint-Martin, (1948); “” Saint-Martin, (1949); “"
Bruner, et a, (1950); ®” Doll, {1952); “? Priouzeau, (1952); “® Saint-Martin,
(1952); "® Cronin, (1955); “? Robert y Archer, (1966); " Rossdale, (1972);
Stormont, (1975); ®? Trommershausen, ef af, (1975); ® Scott y Jefcott, (1978); @
Gary y Joseph, (1983); ® Christine, ef af, (1984); ® Becht y Semrad (1985); @
Trommershausen y Clark, (1985); ® Shappell y Lock, {1986); @ Becht, (1987); ©
McClure y Parish, (1990): ®® McClure, (1991); ¥  Zabury, et af, (1992); ®* Traub-
Dargatz, ef al, (1995);, “'® y McClure, (1997). "®  Excepto por los casos
complicados por una infeccion bacteriana prenatal, parto retardado o distocico,
generalmente los potros que después sufren IN nacen nommales y completamente
saludables, mostrandose activos y con buen instinto de amamantarse, comenzando
a mostrarse ictéricos y débiles después de varias horas, por lo que la mayeria de las
veces escapa a la observacidn. Pero conforme pasa el tiempo después del
nacimiento {usualmente de las 8 a 12 horas), precipitados por el estrés y el ejercicio,
se presenta un aumento del fitmo respiratorio y cardiaco, con temperatura normal,
muriendo antes del cuarto dia después de! nacimiento, @>7293947.64.68.84.128.141)

Los signos mostrados son muy parecidos entre los potros equinos y los
potros mulas pero con ausencia de signos neurologicos en estos Uitimos. @47 Las
proteinas calostrales, incluyendo los anticuerpos, pueden ser demostrados en el
sueroc del potro desde las seis horas después del primer amamantamiento, por lo
que los signos de IN animales severamente afectados pueden ocurrir desde este
momento. ©%"

l.os signos clinicos de la IN varian de acuerdo con el porcentaje y grado de
destruccion de los ertrocitos. Existen cuatro formas basicas de presentacién de esta
enfermedad: a) en la forma lenta, el dafio a los eritrocitos no es répido, tos signos



pueden pasar inadvertidos o en algunos casos consistir solamente en una debilidad
temporal y faita de interés por alimentarse, el diagndstico es confirmado sélo por
pruebas serologicas; b) en la forma moderada, los signos comienzan a presentarse
desde varias horas hasta varics dias después del nacimiento, en donde la palidez
puede ser el sigho primario, que es rapidamente acompafiada por ictericia cuando
ios entrocitos danados son metabolizados. Inicialmente los potros afectados estan
alertas, pero conforme avanza la enfermedad exhiben cansancio, debilidad,
taquicardia, taquipnea, anemia, depresion y después sobreviene el problema
metabdlico secundario, el cual incluye acidosis e hiper o hipoglicemia, ademas de
una alteracién de la funcién renal asociada con pigmenturia, por lo que la orina
puede ser obscura y positiva para hemoglobina y bilirrubina. Durante los estados
terminales el equino puede presentar convulsiones, posiblemente causadas por la
anemia severa y los productos toxicos del desdoblamiento de los productos
eritrociticos (bilimubina), llegando al estado comatoso; c) en la forma aguda, se
presentan casos mas severos de la enfermedad, con un curso clinico de horas,
iniciandose entre las y 12 y 36 horas después del nacimiento, progresando la
letargia hasta que el potro es incapaz de pararse, pudiendo presentar
hemogtlobinuria, palidez de las membranas mucosas y signos indicatives de una
disminucién de la oxigenacidn, tales como debilidad, taquipnea, taquicardia y
postracién, Los potros permanecen mucho tiempo en recumbencia lateral o en
posicién esternal, descansandec e! mentén en la tierra, tienen dificultades para
pararse y se alimentan en forma poco frecuente (por lo que la ubre de la madre esta
llena), estando incluso renuentes a alimentarse por mucho tiempo. Debido a la
anemia severa, la disminucion en el transporte de oxigeno puede provocar signos
del sistema nervioso central. Usualmente, estos potros tienen un mal prondstico v
mueren en corto tiempo, pudiendo no haber tiempo de que se presente 1a ictericia; y
d) en la foma hiperaguda, los signos iniciales se presentan en las primeras horas
de vida (6 o 7). La miccién y la defecacion generalmente se mantienen sin cambio,
aunque en algunos casos se presenta algo de constipacion, siendo la arina obscura
parecida al color del vino tinto por la gran cantidad de pigmentos biliares, y

sobreviene el ¢olapso con implicaciones nerviosas, gue al parecer son resultado de
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una reaccién parecida a un shock anafilactico, |a cual puede ser mediada por la
reaccion antigeno-anticuerpo, con una inminente muerte poco después.

Los signos bioquimicos de la hemolisis estan retacionados con la liberacidn
y desdoblamiento de la hemoglobina, la cual es liberada después de la hemdlisis
hacia el plasma. Parte de esta hemoglobina es unida primero a 1a haptoglobina, y
el complejo es después rapidamente eliminado del plasma por el sistema reticulo
endotelial, mientras que la hemoglobina restante libre en el plasma es eliminada a
través del rifion (hemoglobinuria) o es metabolizada a bilirrubina, la cual resulta en
ictericia cuando se incrementa.

Una profunda anemia, hemoglobinemia y hemeglobinuria  son
consistentemente encontradas en los neonatos severamente enfermos, mientras
que los potros menos afectados pueden presentar un diagnéstico mas dificil. Por lo
que indudablemente los dos signos mas importantes de la IN son la ictericia y la
hemoglobinuria con ausencia de fiebre, y aunque no son patonogménicos de esta
enfermedad, sugieren isoeritrolisis cuando son potros nacidos principalmente de
yeguas multiparas, y entre mas pronto se presenten los sintomas, el prondstico es
mas pobre. {3,56.7,29,30,40 47 54 59,64,67,68.84,118,128)

Existe mucha variacién en cuanto a la edad de las yeguas antes de Gue se
presente la enfermedad en alguno de sus potros (6 a 22), el tiempo que una yegua
lleva en la reproduccidn antes de producir un potro con IN (1 a 18), y la cantidad de
gestaciones previas, en donde en promedio se presenta en la segunda o tercera
gestacion, pero se han diagnosticado casos tan tardios como en la décima segunda
gestacién. Existiendo algunos reportes de inmunizacion durante la primera
gestacion de la yegua, (22428418 £ definitiva tenemos que el conocimiento y
aplicacion de las pruebas seroldgicas se requieren para realizar un diagnéstico mas
eficiente de isoeritrdlisis, y €l conocimiento de la base de tales pruebas es vital para

entender |a patogénesis, diagndstico, y manejo apropiado de los potros afectados.
(84)
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391 Diagnaéstico diferencial de laboratorio y serolégico.

Aungue algunos casos de Isoeritrflisis neonatal pueden ser diagnosticados
tentativamente en base a los signos clinicos, es importante tratar de conseguir un
diagnostico definitivo, ya que la ictericia y otros signos clinicos pueden indicar un
gran nimero de enfermedades especificas que pueden producir una anemia
hemolitica clinicamente significativa, por lo que en un diagnéstico diferencial en
casos de ictericia y anemia, tanto fisiolégica como infecciosa en los caballos y
mulas, se deben considerar los siguientes padecimientos: Septicemia, Anemia
hemolitica autoinmune, Anemia infecciosa equina, Reaccién a transfusiones
sanguineas, Exposicion a toxinas (mordedura de vibora, fenotiazinas, hojas de
maple rojo ¢ cebolla) e Impactaciénes por meconio. Requiriendo estas condiciones
un régimen terapéutico diferente, @471329.3340

La ayuda del laboratorio facilita enormemente el diagnéstico clinico, y
proporciona ademas, valiosa informacion referente a ta severidad de la enfermedad,
permitiendo tomar una mejor decision respecto de la terapia a implementar. Entre
los examenes mas utilizados estan el hematolégico y el volumen del paquete celular
(VPC), los cuales son de poca ayuda diagnbstica para conccer el origen de la
anemia; sin embargo, deben ser aplicados para poder determinar la severidad de la
misma y decidir el tratamiento, 557385168102

Algunos de los principales hallazgos hematoldgicos que se presentan son: a)
aumento de la hemoglobina; b) disminucién de los eritrocitos conforme avanza la
anemia, recordando que la presentacion de estos signos tiene una relacion muy
cercana con el progreso de la IN; c) los reticulocitos han sido observados muy
pocas veces aun en los casos de recuperacion temprana sin presentarse la
reticulocitosis; y d) los eritrocitos generalmente son uniformes y de tamario normal,
y la poiquilocitosis, anisocitosis, formas esféricas y celulas nucleadas estan
ausentes. Se presenta un aumento en su range de sedimentacion, asi como de su
fragilidad y una marcada tendencia a hemolizarse. ®**¥
Ahora bien, en lo que respecta a los estudios del paquete celular, et potro

recién nacido normalmente tiene un VPC de 40% y una cuenta eritrocitica (CE) de



10.5 x 10°x ml, y se considera anémico cuando el VPC es menor del 25 a 30% y/o
la CE es menor de 6 x 10° x ml. Los potros con IN severa usualmente tienen una
rapida anemia progresiva, con un VPC menor de § a 10%, una CE de menos de 3 x
108 x ml, las concentraciones de hemoglobina son de 2.0 gr/dl, el indice de ictericia
es generalmente de 100, y la bilirrubina puede estar marcadamente elevada (20 a
30 mg/dl); ademas, ia aglutinacién y la hemolisis de los eritrocitos pueden ser
evidentes en los frascos de coleccion o frotis sanguineos. 24078811 perg gunque
exista una historia compatibie con IN (anemia, debitidad, ictericia, hemoglobinuria y
un incremento en los parametros de los signos vitales), el diagnéstico definitivo de
IN puede ser hecho Unicamente por medio de la serologia, mediante la aplicacién
de pruebas hemoliticas y de aglutinacion, en donde el suerc de la madre es
probado para demostrar la presencia de anticuerpos contra los antigenos de los
eritrocitos de un panel de caballos con antigenos conocidos, incluyendo los padres
de! potro afectado; pudiéndose utilizar también su calostro y su leche. Basicamente,
las pruebas confirman el diagndstico al demostrar hemdlisis y aglutinacién de los
eritrocitos del potro, en donde el margen de error es casi nulo; ya que como se
menciond los anticuerpos contra los eritrocitos de los potros equines y potros mulas
estan ausentes o raramente detectables en las yeguas no apareadas y en las
madres de un potro normal. Ei diagnéstico serologico para IN se puede dividir en
dos tipos: a) las pruebas en donde todo el procedimiento se lleva a cabo en un
laboratorio: tipificacion o serologia; y b) las pruebas de aglutinacion que se llevan a
cabo en el campo, como la Prueba de aglutinacidén para el potro ictérico (JFA, con
sus siglas en inglgs), 67305488.102111.18)

Como ya sabemos los anticuerpos responsables de la produccién de IN la
mayoria de las veces actltan mas como hemolisinas que como aglutininas, por lo
que las pruebas mas efectivas para la identificacién de la enfermedad son los
ensayos hemoliticos. ®¥ Ademas, una ventaja de las pruebas hemoliticas
comparadas con las de aglutinacién es la facilidad de interpretacion; la hemélisis es
rapidamente interpretable como una coloracion del sobrenadante parecida al vino

tinto en el tubo que contiene los eritrocitos sensibilizados, mientras que la formacién



de un anillo de estos eritrocitos, a veces interfiere con la interpretacion de las
pruebas de aglutinacion. 4

Las pruebas hemoliticas mezclan los eritrocitos del potro, el suero de ia
yegua y la fuente de complemento exégenc (la prueba requiere de una fuente de
complemento exdgeno), y se consideran positivas si el suero tiene anticuerpos que
actdan como hemolisinas contra los antigenos presentes en los eritrocitos del potro.
@ Egtas pruebas son superiores cuando son comparadas a las que detectan la
presencia de aglutininas, tales como la Prueba convencional de reaccion cruzada
(Prueba de antiglobulinas ¢ Prueba directa de Coombs), en donde el método
emplea antiglobulinas anti-caballo producidas en conejos, para producir aglutinacion
en eritrocitos que han sido sensibilizados por el suero o calostro de la yegua.
(32,102,111}

Las pruebas de aglutinacion son mas utilizadas por los médicos veterinarios
en el campo, y pueden ayudar en el diagndstico, pero se debe recordar que una
prueba de aglutinacién puede proporcionar resultados falsos-negativos cuando las
hemolisinas, y no las aglutininas, son las responsables de la destruccion de los

eritrocitos. %12
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312, Examen posmortem.

Cuando el tratamiento falla y el potro muere, los hallazgos patoldgicos
encontrados estan en funcion de varios factores: a) el tiempo que el potro dure
enfermo; y b) el tipo de presentacion (evolucidn) de la enfermedad (hiperaguda,
aguda, moderadas o lenta). “'2** Desde hace mucho tiempo Doll y Hull, (1949) &%
mencionan que excepto por la anemia y la ictericia, se encuentran muy pocas
lesiones en fos potros muertos por IN.

El examen posmortem revela todas las caracteristicas asociadas con la
destruccion anomal de los eritrocites, mostrdndose pocos cambios tanto
macroscépicos como micrescopicos. Los principales hallazgos son: a) una marcada
ictericia evidente en la mayoria de los drganos y tejidos; b) la sangre parece diluida
en agua y palida o puede estar coagulada en los grandes vasos; ¢} parte de ta
destruccidn de los eritrocitos puede llevarse a cahbo directamente en el sistema
circulatorio, pero otra puede ocurrir en el bazo o el higado, ya que estos drganos
tienen la habilidad de retener y destruir selectivamente a una parte de los eritrocitos
que tienen en su membrana ciplasmatica alguna anormalidad (anticuerpos fifados),
por lo que los eritrocitos son colectados y destruidos, mostrandose estos organcs
aumentados de volumen, ademas de obscuros en la necropsia; d) el tracto biliar y la
médula ésea estan amarillos o anaranjados en los casos hiperagudos; e} hay algo
de liquido en las cavidades; f} el corazdn casi siempre se mantiene normal,
mostrando algunas veces hemorragias subepicales y subendocardiales, sin signos
de magulladura, al igual que el cerebro y las meninges, los cuales pueden algunas
veces mostrar una coloracion ictérica; y g) la vejiga puede contener orina teitida con
hemoglobina.

Los hallazgos microscopicos mas comunes son: a) el conteo de eritrocitos
es demasiado bajo, estableciendo la presencia de una severa anemia en &l potro
enfermo, y aungue no se cbserva el incremento de formas inmaduras de los
eritrocitos en la circulacion, los estudios de la médula osea de los potros muertos
muestran un incremento en la regeneracion de los eritrocitos; b) el fluido cerebro-

espinal presenta algunas veces una coloracion parecida a la biliar, sin evidencia de
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dafo cerebral {formacién sanguinea extramedular o trombos) por aglutinacién en
los pequerios vasos; c¢) los pulmones generalmente no muestran anormalidades
microscopicas; d) la eritrofagicitosis en el bazo es evidente histolégicamente; e} las
lesiones del higado incluyen vacuolacidn de los hepatocitos; y f) el rifion presenta
necrosis centrolobular, acumulacion de pigmentos biliares y cambios fibréticos
tempranos, ademas de una degeneracion de los tabules, los cuales contienen los
pigmentos biliares y hemosiderina. El dafio hematico y renal son resultado de la
anemia prolongada, asi como también los efectos toxicos del proceso hemaolitico.
(12515484 A pesar de que la IN es un proceso hemalitico, en la sangre periférica se

observan muy pocos reticulocitos y ningun eritroblasto. !
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3.13. Pruebas serodiagnésticas.

Stormont, et af, (1964) " senalaron hace mas de 30 afios que las pruebas
serodiagnésticas eran una herramienta muy atil para fa identificacién de los
antigenos de los grupos sanguineos mas comanmente involucrados en la
enfermedad hemolitica de los potros recién nacidos, y que eventualmente se
podrian usar para evitar lo que se llamaba "montas incompatibles”,

Estas pruebas est4n basadas en la habilidad de los antigenos que se
encuentran en la membrana de los eritrocitos para estimular la produccién de
anticuerpos en los animales que no los poseen en sus eritrocitos. Por lo que los
anticuerpos producidos correspondientes para cada antigeno pueden ser usados
para visualizarlos “in vifro”. En esta forma una bateria de reactivos es desarrollada
y cada uno de ellos contiene un anticuerpo especifico, tales reactivos son
generalmente designados como: anti-A, anti-B, anti-C, etc., en donde la letra A, B,
C y demas, son para referir a los antigenos especificos o sitios de combinacion en
la superficie de los eritrocitos. (cuadro 5} La mayor parte de las técnicas estan

basadas en lo descrito por Stormont, ef al, (1964).

Cuadro 5. Un ejemplo de como los resultados de tipificacion sanguinea son

reportados.

Antigenos de los grupos sanguineos

Antigenos A:adf/b|C:a |D:bemgq/dkl [ Kia |P:ad {Q:-bc (U:- |[T:TV
detectados

Antigenos A: abcde | C:a | Diaabedsfghik |K: a |P: abed [Q:abe [Uia |T: TV

reconocidos fg Imnopqr

En este ejemple, 105 sistemas son sefalados por letras mayasculas, los antigenos por letras mindsculas, y un *-°, indica
que ninguno de los antigenos probados en ese sistema fue detectado. Algunas veces una lista de antigenas reconocidos
es incluida dentro del formato para que e! revisor pueda reconocer cuales pruebas fueron realizadas. En este ejemplo
también se uso un °f, para indicar el genotipo asignado basado en cuales anligenos fueron detectados. Este caballo es
positivo para el antigeno Aa y es negativo para el antigens Qa.

Adaptado de McClure, J.J. (1997), Strategies for prevention of neonatal isoerythrolysis in horses and mules. Equine
Veterinary Educaction. Vol 9, No. 3, pp 118-122, %




El principal objetivo de las pruebas serpodiagnosticas es determinar: a) si el
suero, calostro 0 ambos de las yeguas, contiene anticuerpos especificos contra los
eritrocitos del semental que se esta usando como reproductor; y b} si los eritrocitos
de cualquier animal que estd siendo afectado por IN estan sensibilizados o
marcados con anticuerpos. Para determinar si los eritrocitos estan sensibilizados,
uno puede emplear el procedimiento de tipificacion que ha sido usado para dar
claridad en lo que se refiere a los grupos sanguineos. Se debe aclarar que la
dificultad aqui es que los anticuerpos usualmente no hacen su aparicion hasta que
la gestacion esta avanzada, y que ademas pueden mostrar una rapida caida en
sus titulos (24 a 72 horas posparto). (3.1154.57,66,67.82.108.128) £ranks, (1962), citado
por Stormont, et af, (1964) 7 sefialé que "el periodo critico para la obtencion de
la muestra de la yegua es de siete dias preparto y no mas de 24 horas posparto;
sin embargo, en las yeguas que previamente han producido potros con iN, el
periodo puede ser mds largo en ambos sentidos, y que en la ausencia de
muestras de suero de los potros que han muerto por IN, se recomienda comparar
los tipos sanguineos de la yegua con los del semental, para poder determinar
cuales antigenos pudieron estar envueltos en la produccién de la enfermedad”.

Para fa tipificacidn sanguinea de los caballos se han usado procedimientos
hemoliticos y de aglutinacion, y como se ha mencionado reiteradamente, la
mayoria de los anticuerpos usados en ésta tipificacién exceptuando a los usados
en el sistema D actdan mejor como hemolisinas que como aglutininas, por lo que
el énfasis debe por lo tanto ser dado a usar procedimientos liticos. Sin embargo,
se debe aclarar que estas pruebas seroldgicas para IN son mas dificiles de
desarrollar en la practica debido a que: a) los eritrocitos usados para la prueba
diagndstica deben ser lavados para dejarlos libre de proteinas del suero y otro tipo
de celulas sanguineas, que pueda afectar adversamente los resultados; b) es
necesaria la incubacién de los eritrocites por al menos 30 minutos, la cual es
usualmente requerida antes de que algunos resultados imporantes sean
obtenidos; ¢) es necesario el uso de algunos reactivos especiales, los cuales
incluyen suero de conejo (complemento); y d) los reactivos también requieren de

un almacenamiento especial (refrigeracion). (3.54.56,67,76,82.84)
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Estas pruebas se pueden dividir basicamente en tres categorias. a) las
pruebas que se realizan antes de la monta {para seleccion de los reproductores
compatibles con las yeguas) y comprende la tipificacion sanguinea que detecla
incompatibilidad de los grupos sanguineos entre el semental y la yegua; b) las
pruebas que se realizan antes del parto para detectar anticuerpos prenatales en el
suero de la madre en riesgo; y ¢) las pruebas que realizan después de parto {para
detectar la presencia de anticuerpos en dicho caloslro), en donde el calostro de las
yeguas es probado con los eritrocitos del potro para asegurarse de que ningln
antigeno esti presente, sobre todo en fas yeguas con historia de produccion de

potros con IN. 2%

3.13.1. Prueba para seleccién de los sementales compatibles con las

yeguas.

En el contexto de IN, un semental compatible con determinada yegua es
aquel que carece del mismo antigeno de esa yegua en particular, la cual esta en
posibilidad de producir anticuerpos que estan involucrados en la presentacion de
la enfermedad; por lo tanto, si la yegua carece de los antigenos Aa ylo Qa, asi
como el semental, entonces se puede decir que son compatibles. {cuadro 6) El
porcentaje de sementales compatibles es paralelo a los porcentajes de yeguas en
riesgo, la proporcion de la pobfacién que tiene un antigenc especifico difiere entre
las razas; por ejemplo, entre los PSI, el antigeno Aa es el antigeno mas comun,
siendo el 98% de los animales de esa raza positives para este antigeno, por lo
que el 2% de fas yeguas en riesgo y sementales son Aa-, y por lo tanto, son
“compatibles”. '*® Bailey, et a/, (1987) ""? citan que la probabilidad de encontrar
un semental PS! compatible para una yeguas Aa- es Unicamente uno de 50
sementales PSI; asi mismo, el 16% de las yeguas PS1 estan a riesgo debido a son
Qa-; por lo tanto, el 16% de los sementales son compatibles al ser también Qa-.

Estas pruebas pueden ser hechas de dos formas: a) los eritrocitos del
semental pueden ser probados para determinar si tiene el antigeno

correspondiente a los anticuerpos que la madre tiene en su suero;, y b)
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comparando especificamente los anticuerpos de la madre contra el tipo sanguineo
del semental.

Una vez realizadas estar pruebas, los criadores pueden usar esto de dos
maneras: a) antes de la decision de la monta (yegua no gestante), esto es cuando
ya se sabe que una yegua no es productora de anticuerpos contra los eritrocitos
de determinado semental, éste puede ser selecciocnado por no tener un antigeno
que pase al potro. En ia practica, sin embargo, esto provoca una gran dificultad ya
que los antigenos Aa y Qa son comunes en las razas, y encontrar un semental
que el propietaric de una yegua desea usar, con un tipo de sangre compatible,
puede ser muy dificil; y b) después de la decision de la monta (yegua gestante),
aqui los eritrocitos del semental deben ser probados contra el suero de la yegua
antes de su parto, ya que los Unicos antigenos que ef potro tendra seran los
heredados por la madre y el padre. Si no hay una reaccion con los eritrocitos del
semental, entonces tampoco habra una reaccidon con los eritrocitos del potro, ya
que si el semental no tiene los antigenos correspondiente, su descendencia no

tendra riesgo de IN. V%2 (cuadro 6)

Cuadro 6. Ejemplo de un reporte de tipificacién sanguinea para compatibilidad

del semental con la yegua.

Antigenos sanguineos

Yegua A: abcdefg |C:a | D: abedefghikimnopgrs |K:a |P.abed [Q:abc [U.a
Sistemas -bc-- a Bed-f—- k m— - ---- abe a
Semental 1 |A: abedefg [C:a | D:_abcdefghiklmnopars (K..a (P._abcd {Q:abe |U:a
Sistema a--d a --de—-k --0 - -b-- abc a

Semental 2 |A: abedefq |C:a | D:abedefghiklmnopars |K.a |P:;_abed |Q:abc |U:a

Sistemas -be - a -bedf--Km-- - a--d a

Un semental compatible con la yegua por carecer del antigeno Aa es el semental 2, mientras que e! semental 1 no Io es,
por tener este antigeno, Por otra pante 1a yegua en este ejemplo no tiene ningdn riesgo en lo que respecta al antigeno Oa,
ya que ella lo tiene, asl como el semental 1, y el semental 2 no ko presentla, por o que no lo podrd heredar a2 su
descendencia.

Adaptade de McClure, J.J. (1997). Strategies for prevention of necnatal isoerythrolysis in horses and mules. Equine
Vetesinary Educaction. Vol. 9, No. 3, pp 118-122. '
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Finalmente podemos concluir que la tipificacién sanguinea es de mucha
importancia y utilidad en: a) la determinacion de las yeguas en riesgo para la
preduccion de antigenos contra los antigenos mas cominmente involucrados en
la presentacion de IN; b) para la seleccion de sementales compatibles con la
yegua que se va gestar; y ¢) para la evaluacion de! suero de la yegua en la fase
tardia de la gestacion. '*®

Respecto de las mulas, McClure, et al, (1994) 'y McClure, (1997) 112
mencionan que en términos de IN no hay ningun semental compatible con
ninguna yegua para la produccién de mulas, debido a que todos los sementales
burros tiene el "Antigenoc burrg", el cual esta ausente en todos los equinos, y por lo
tanto, todas las yeguas estan a riesgo cuando son gestadas por un burro. Siendo
dichas gestaciones predeciblemente incompatibles, por lo que todas las
estrategias para la prevencion de esta enfermedad en ellos deben ser posparto.

3.13.2. Prueba para detectar anticuerpos hemoliticos en el suero de las
yeguas gestantes contra los antigenos de la membrana celular

de los eritrocitos del potro.

La presencia de anticuerpos en el suero de las yeguas prefiadas en la fase
tardia de la gestacion sugiere fuertemente que Ia IN se presentara, por lo que se
deben realizar pruebas posnatal para determinar si éstos anticuerpos reaccionan
contra los eritrocitos de su cria. ®571%128) | 3 metodologia de los procedimientos
hemoliticos en términos generales es la siguiente:

1. Se requieren de dos tubos de sangre completa del potro, uno conteniendo
un minimo de 5 ml con anticoagulante (EDTA, ACD o solucion de citrato
isoténico}, y el otro conteniendo un minimo de 3 a 5 ml sin anticoagulante,
sirviendo estos como fuente de eritrocitos y suero respectivamente.

2. Una pequefia mezcla de sangre no coagulada es usada para preparar una
suspension al 2.5% de eritrocitos en solucién dextrosa salina (2% dextrosa

en 9.0% de solucién de cloruro de sodio), siendo recomendado lo anterior

42



para reducir la tendencia de las celulas del equino para autolizarse en
solucion salina isotonica.

Dos gotas de suero diluido (1:4) son puestas en un tubo de ensayo de 10 x
75 mm.

Se adiciona una gota de los eritrocitos en suspensian.

Posteriormente, se agrega una gota del suero de conejo (complemento). Un
control negativo es puesto de la misma manera usando etitrocitos
oblenidos de un caballo o potro sano, mientras que un control positivo
asegura determinar que ef complemento esta activo; empleando cualquier
antisuero {antieritrocitos de caballo, el cual se diluird a 1:100 o mas),
hemolisara efectivamente los eritrocitos del caballe en presencia de
complemento de conejo. El control positivo es puesto usando dos gotas del
antisuero diluido, una gota de una suspensién al 2.5% de los eritrocitos
lavados de un donador sano y una gota de suero de conejo (complemento).
Los tubos son agitados e incubados de 32 Ca 37 C.

La hemdlisis es registrada después de 0.5, 1 y 1.5 horas, cualquier grado
de hemdlisis de los eritracitos del potro claramente mayor del que puede
ser observado en el control negativo esta indicando casos de IN, El
fundamento para el procedimiento litico es asegurar que el complemento
de conejo ha sido absorbido en el momento cuando el procedimiento
hemolitico de fos eritrocitos se ha llevado a cabo (1.5 horas). En la
ausencia de complemento de conejo, el complemento a utilizarse es el de
suero de cobayo.

Si los eritrocitos de los potros estan sensibilizados y se desea averiguar la
especificidad de los anticuerpos que estan sensibilizandolos, entonces los
eritrocitos pueden ser probados contra un conjunto de eritrocitos de
caballos de tipos sanguineos conocidos. Debe la solucion producir lisis
onicamente de los eritrocitos que posean un antigenc A, cuando son
utilizados Unicamente anticuerpos anti-A, y si ningin anticuerpo es
detectado en el plasma o suero del potro, entonces debe ser de la misma
especificidad a los de la solucidén. Si el complemento reconoce a los
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anticuerpos unidos a los eritrocitos y esas celulas son destruidas, las
pruebas son consideradas positivas. La fuerza de la reacciéon es
usualmente medida como 0 {sin reaccion), 1 (arriba del 25% de lisis), 2
(arriba del 50% de lisis), 3 (de 50 a 80% de lisis) y 4 (hemdlisis completa).
El suero es probado a una gran variedad de diluciones, y los resultados son
expresados en términos de la dltima dilucién en la cual la hemdlisis ocurre.
8. Las recomendaciones con respecto a si el potro recién nacido debe o no
amamantarse con el calostro de su madre dependen de !a forma de

‘reaccion del suero. (cuadro 7)

Cuadro 7. Interpretacion de los resultados de tipificacién sanguineay

recomendaciones respecto del potro.

Anticuerpos | Titulos Reaccion* Recomendacion
A 1716 1 Se alimenta y se monitorea para aumento.
A 118 3.4 Retirar ¢l calosiro y prueba de reaceién cruzada
Ca 1718 1-4 Se alimenta.
Qa 12 2 Se alimenta y s@ monitorea para aumento.
Qa 116 2 Retirar el calpstro.
R y ) 12 1 Retlirar el calostro.
Oftros 1116 2 Se alimenta y se ¢hserva al potro.
Otros 1116 4 Riesgo no conocido ¥ se retirar el calostro.

* 1= < 25% de hemdlisis; 2 = < 50% de hemdlisia; 3 = < 100% da hemolisis; 4 = 100% de hemdlisis,

Adaptado de Bailey E.; Conboy, S.H. and McCarthy, F.P. (1887). Neonatal isoerythrolysis of foals; an update on testing,
Proceedings of the American Association of Equine Practice, Vol. 33, pp 341-353. 9

Esencialmente para los potros equines, los anticuerpos hemoliticos Aa y Qa,
son encontrados causando una completa hemdlisis desde una dilucidn de 1:2, por
o que se recomienda retirar el calostro de los potros, excepto en el caso de la

presencia de Ca. {192 Fyisten otras metodologias un poco diferentes de la descrita,
(82)




3.133 Pruebas de reaccion cruzada o Prueba de aglutinacion del potro
ictérico.

La presencia de anticuerpos en el suero de una yegua en la fase tardia de su
gestacion requiere de la toma de precauciones antes de que el potro nazca y tome
el calostro de su madre. Este tipo de pruebas se realizan en el momente del parto
para determinar si ei calostro de la madre contiene anticuerpos contra los eritrocitos
de su cria, con la finalidad de que si estos anticuerpos son detectados en dicho
calostro antes de su ingestién por el potro, esta pueda ser impedida, y asi prevenir
definitvamente la IN. Esta prueba tiene algunas caracteristicas importantes tales
como: a) puede ser desarrollada en pocos minutos después del parto y antes de
que el potro mame; b} su metodologia es muy simple, sin la necesidad de reactivos
especiales; requiere Unicamente una centrifuga, {ubo de ensayo, solucién salina y
pipetas, ademas de las muestras de calostro de la madre y sangre de! potro; ¢) se
puede realizar facilmente en condiciones de campo; y d) es mas o menos confiable,
pero su ufilidad es fimitada. La prueba detecta la reaccion de aglutinacion entre el
calostro y los eritracitos del potro, sin especificar cual antigeno esta presente, pero
puede confimar el problema potencial al estar los anticuerpos antieritrocitos
presentes. (*2'% La metodologia del procedimiento de esta prueba en términos

generales es la siguiente:

1. Colectar calostro de la yegua.

2. Colectar sangre del potro con anticoagulante (EDTA) antes de que se
alimente.

3. Etiquetar 8 tubos con la leyenda: control y solucion salina (1:2), {1:4), (1:8),

(1:16), (1:32), (1:64) y (1:128). Adicionar a cada uno de los 8 tubos 1 mi de
solucion salina (0.9% de Cloruro de Sodio). -

4, Hacer diluciones en serie del calostro en: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 164 y
1:128. Adicionar 1 ml de calostro {o suero) en e! tubo etiquetado con la
leyenda 1:2 y mezclarlo, tomar 1 ml de ese tubo y adicionarlo al segundo
tubo etiquetado con la leyenda 1:4 y mezclar; después tomar 1 ml de ese
tubo y adicionario al tercer tubo etiquetado con la leyenda 1:8, y continuar asi

hasta hacerlo con la totalidad de los tubos. Descartar 1 ml del gltimo tubo
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etiquetado con la leyenda 1:128 para que el total del volumen de cada uno de
los tubos sea de aproximadamente 1 ml.
5. Adicionar 1 gota de la sangre completa de! potro a cada uno de los ocho

tubos y mezclar.

6. Centrifugar los tubos por 2 o 3 minutos a una velocidad promedio de 300 a
500 gravedades.
7. Eliminar el sobrante e invertir cada uno de los tubos, observando el estado

del boton formado poer los glébulos rojos en el fondo del tubo.

« La aglutinacidn completa (4+), causa que los eritrocitos se mantengan

completamente aglutinados y empaquetados en el fondo.

« Una fuerte aglutinacién (3+), forma un coagulo.

« Para una débil aglutinacién (1+ a 2+), los eritrocitos forman peguefios

coagulos que pueden desplazarse por las paredes de los tubos.

¢ Cuando no hay aglutinacion (-), los eritrocitos también se deslizan pero

con mucha mas facilidad. Esto debe ser el caso del tubo control, si en
este tubo se forman coagulos, entonces los resultados deberan ser
tomados con poca credibilidad.

Algunas otras recomendaciones que se deben considerar son; a) si hay
una reaccion positiva con los eritrocitos del potro, entonces la prueba (el calostro)
debe ser corrido con los propios eritrocitos de la madre para asegurase gue no es
una condicion de la prueba o que la viscosidad del calostro es la que esta causando
fa falsa aglutinacion; b} la titulacién es definida como la dilucién mas alta a la que se
produce una fuerte aglutinacion. Si la reaccion de titulacion del calostro por medio
de ésta prueba es positiva a una dilucidn de 1:16 0 mayoer en los caballos y 1.64 o
mayores en las mulas, cuando es probado contra los eritrocitos de potro antes de
que se haya amamantado, tiene entonces una buena correlacion con el ensayo
estandar hemolitico; por lo que se debe evitar que el potro tome este calostro,
suplementandolo por medio de una fuente alterna (banco de calostro u otra madre),
hasta que la titulacidén en el calostro disminuya. En diluciones menores de 1:16 ésta
correlacién no es buena, y se registraran mas falsos positivos; ¢) la prueba también

es de utilidad para monitorear el decline en el nivel de anticuerpos dafinos en el



calostro, y determinar cuando es seguro permitirle al potro alimentarse de su madre.
La evaluacion seriada de los titulos del calostro por medio de la Prueba del potro
ictérico contra los eritrocitos del potro antes de que se amamante y hasta que éste
nivel sea menor de 1:16 para los potros equinos y 1:64 para los potros mulas,
puede permitir que el poiro regrese con seguridad para amamantarse de su madre,
inclusive desde las 4 a 8 horas. Es importante sefialar el uso de eritrocitos del potro
antes de que este se alimente de su madre, ya que cuando esto sucede los
eritrocitos del potro pueden llegar a cubrirse con anticuerpos, por lo que la reaccién
de aglutinacion de la prueba, se puede presentar atin cuando los anticuerpos en el
calostro y/o en 1a leche no estan presentes en cantidades significativas; y d) otros
factores tales como la viscosidad del calostro hacen que la muestra sea menos
diluida y por lo tanto mas dificil de leer a bajas diluciones con calostro muy grueso,
ademas de la tendencia de! calostro para inducir fa formacion de grumos, los cuales
simulan la aglutinaciéon. En suma, la prueba JFA es efectiva, simple y utilizable con
las reservas ya mencionadas, y su uso permitira la deteccién de casi todo el calostro
que contenga los anticuerpos causantes de IN, #5192 po.ordando finalmente
que estas pruebas son dependientes sobre todo de la cantidad de antigenos en
los eritrocitos y anticuerpos en el calostro, por lo tanto son inadecuadas y algunas
veces falsas 0 engafiosas, ya que no indican la presencia de anticuerpos con mas
precisién que los procedimientos hemoliticos. Se recomienda de acuerdo a las
posibilidades del criadero, que éstas pruebas sean realizadas rutinariamente para

tipificar tanto al semental como a las yeguas reproductoras.

4



3.14,_ Terapia y manejo.

Los principales problemas de los potros con Isoeritrdlisis neonatal son: la
anemia hemolitica, hipovolemia, shock, hipoglicemia, acidosis metabdlica e
infeccién bacteriana secundaria, ademas los efectos de la severa hemodlisis
intravascular en donde tenemos en primer lugar que si la anemia es severa y
prolongada puede causar dafo irreparable a la circulacién y al sistema nervioso
central, y segundo, varios organos entre ellos el rifidn y el higado pueden sufrir
dafios por el proceso de la enfermedad y |la degradacion de los productos de los
eritrocitos hemolizados; debiendo considerase todos estos factores si se quiere
tener un tratamiento y manejo médico exitoso. La determinacion de Ja terapia mas
apropiada requiere una combinacion de la evaluacién de los aspectos clinicos,
clinico patolégicos, conteo de la sangre completa, quimica sanguinea y urinalisis.
Una vez que ha sido establecido que el potro se encuentra en riesgo de
desarrollar o ya presenta la enfermedad, el tratamiento y el manejo son
esenciales, "2 giando a meta principal el apoyo durante la crisis

hernolitica e hipovolémica, que incluye algunas cuestiones importantes como:
3149 _ Prevencion de la ingestion de mas anticuerpos daiiinos.

Uno de los aspectos que mas llama la atencidén en cuanto al tratamiento
del potro con IN, es la prevencién de futuras ingestiones de anticuerpos por parte
del potro, por lo que se propone que: a) la alimentacion sea realizada por una
yegua nodriza. Censiderando que es una decision riesgosa ya que por un lado la
concentracion de anticuerpos dafinos en el calostro de |a madre es paralela a la
concentracion de anticuerpos de proteccidn y ofras sustancia tales como
minerales y vitaminas, y que esta medida profilactica privara al potro de estos
constituyentes, poniéndolo en riesgo considerable para que desarrolle infecciones
neonatales por la "Falla de la transferencia pasiva” inducida; b) evitar al maximo la
separacién del potro de su madre, tomando en cuenta que esta accién tendera a
someter al potro a un estrés tal vez innecesario y que realmente lo compromete

mas; y c) proporcionar alimentacidn suplementaria al potro por el tiempo



necesario. Si el potro tiene menos de 24 horas se le puede alimentar con
suplemento de leche de una preparacion comercial, y si se consigue calostro de
otra yegua que no represente ningln peligro para él o de un banco de calostro se
recomienda proporcionar de 1 a 2 litros de calostro tibio (para suplementar
anticuerpos de proteccion). El cual debe ser dade por medio de un bote o una
sonda estomacal dentro de las primeras doce horas de vida, y dado que los
intestinos del potro llegan a ser impermeables a los anticuerpos del calostro en un
promedio de 24 de edad, ésta medida debera extenderse por el mismo tiempo;
por lo que se recomienda que se realicen pruebas a la leche (o calostro) que se le
va a proporcionar para estar informados de cual es la calidad y cantidad de los
anticuerpos de proteccion que se le estan dando al potro, permitiendo que regrese
a alimentarse de su madre hasta que no exista mas peligro para él. Durante este
periodo la yegua madre debe ser ordefiada con intervalo de 1 a 2 horas durante
las primeras 24 a 48 horas para asegurarse que la produccién de leche continuara
y reducir la cantidad de hemoagluitininas contenidas en él, ¥593%5% gin olvidar lo
que reportd Bruner, ef af, (1955) ®” quien dijo "las aglutininas contra los
eritrocitos contindan produciéndose aunque a bajas concentraciones en la leche
de la yegua por algun tiempo después del parto (13 dias), y pueden producir una
ligera sensibilizacién de los eritrocitos como lo demuestran las pruebas aplicadas,
pero no se presentan signos clinicos de IN, manteniéndose los niveles de
hemoglobina y el conteo de eritrocitos normales”, Es posible considerar también la
alimentacion del potro con leche de otro tipo de animales, como por ejemplo,
leche de vaca que es la que se aproxima mas a la composicion de la leche de la
yegua, aunque se deben hacer ajustes a este tipo de leche, como es agregar

glucosa. F 4%

3.14.2. Terapia a base de corticosteroides.

En los potros con [N, esta terapia no ha sido adecuadamente diseiada, no
obstante, la administracién de corticosteroides puede ser de ayuda en la

disminucién del proceso hemolitico. ®#¥
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3.14.3. Proteccidn contra una infeccidn de agentes oportunistas.

Una terapia a base de antibidticos de amplio espectro como, trimetropin-
sulfa, penicilina o ampicilina, también ayudan en la prevencién de infecciones
bacterianas secundarias. Ademas se debe considerar la aplicaciéon de una dosis
de antitoxina tetanica. 39498487
3.14.4. Reemplazo de una porcion del volumen del plasma (remocién

de anticuerpos antieritrocitos sueltos y administracién de

anticuerpos de proteccién).

Si el calostro no puede ser utilizado, entonces se recomienda proporcionar
de 2 a 3 litros de plasma de un donador, cuyo plasma esté libre de anticuerpos
antieritrocitos, e! cual debe ser administrado por via intravenosa dividido en
pequenas dosis, para proveer al potro de cantidades adecuadas de anticuerpos
de proteccién. Por otro lado, algunos investigadores han sugerido fa
administracion de 6 litros o mas de plasma por via estomacal deniro de las
primeras 12 a 24 horas para poder suplir los anticuerpos necesarios; sin embargo,

este procedimiento no es mas efectivo que la ruta de administracion intravenosa.
{s4)

3.14.5. Reemplazo del déficit de los eritrocitos hasta que la médula
d6sea responda a la anemia (transfusién sanguinea para ia

correccion de la anemia).

Es importante considerar que durante el proceso de esta enfermedad, se
presenta en forma invariable una disminucidén considerable del volumen
sanguineo del potro afectado, por lo que se debe mantener por medio de
eritrocitos que puedan realmente ser transferidos de uwn animal a otro. La
suplementacion con eritrocitos s un importante auxilio en el manejo exitoso del
potro con IN, y la sola terapia de transfusion simple provoca una dramatica

mejoria. El tratamiento de esta enfermedad, desde su descubrimientc hasta la



[.

actualidad, se ha enfocado principalmente a fratar de resolver el problema de la
destruccion de los eritrocitos por medio de las transfusiones sanguineas (de
preferencia exconsanguineas), las cuales se realizan como un medio de aumentar
rapidamente los niveles de hemoglobina. Los diferentes autores varian en sus
recomendaciones sobre: a) el momento ideal de realizar las transfusiones; b) el
procedimiento; c) el tiempo en realizarla; d} la cantidad de sangre administrada; e)
el tipo de animales utilizados como donadores (considerando con esto que tanto
los caballos, yeguas o mulas pueden ser utilizadas, sin existir algunas ventajas o
desventajas de una sobre las otras); y f} que animales son los que necesitan la
transfusidn., Habiendo reportado que la variacion de los porcentajes de

recuperacion es alto, llegando incluso hasta un 58%, (629:3040.44.51.68.108.111.433)

3.14 6. Seleccién del donador ideal.

El problema basico en la transfusién sanguinea es la rapidez en la
seleccion de un donador. El objetivo de la transfusién es proveer al potro con
eritrocitos que no sean destruidos por los anticuerpos maternales absorbidos en el
calostro. Cabe mencionar nuevamente gque el potro recién nacido es
inmunolégicamente nulo, por lo que no hay anticuerpos autélogos dirigidos contra
ningtn eritrocito que pueda provocar un efecto inmediato con la transfusion. La
clave es seleccionar un donador adecuado, poniendo especial atencion con la
reaccion del suero ¢ calostro de la yegua con el suero del potro. Si no es posible
usar a la madre se pueden seleccionar otros donadores, los cuales deben carecer
de los antigenos para los que estan dirigidos los anticuerpos de la madre, y dado
que no es posible 1a tipificacién sanguinea de los donadores en corio tiempo, es
importante tener previamente identificados algunos caballos en los que se haya
determinado por tipificacion sanguinea que son Aa- y Qa- principalmente. Este
tipo de animales es adecuado para que se les utilice como donadores debido a
que la mayoria de los casos de {N estan asociados principalmente con estos dos
antigenos. La probabilidad de que al azar se seleccione un donador al cuat le

falten los dos antigenos dafiinos (Aa y (a), y pueda por lo tanto ser utilizable



como donader, varia significativamente con la raza. Por ejemplo, la probabilidad
de encontrar un PSI Aa- puede ser de 1 a 2 en 10 animales, mientras que en los
caballos de la raza cuartos de milla es de 1 en 2. Y la probabilidad de que se
presenten reacciones de la sangre cuando se selecciona al azar es de 15%. El
padre de los potros no es un buen donador, ya que comparte los mismos
antigenos que el potro, y sus eritrocitos reaccionaran con los anticuerpos
maternales presentes, ademas de adicionar mas carga para el sistema reticulo

endotelial cuando son destruidos, %5-30.36.40.52,64.111,120,133)

3.14.7. Necesidad de transfusion.

En cuanto a la necesidad de suplir a los eritrocitos, ésta debe estar basada
en su conteo y en el volumen del paquete celular, aungue no Unicamente estos
valores son los importantes, sino también la rapidez con la cual estos parametros
estén declinando. En los potros sospechosos de IN es recomendable garantizar
las determinaciones del VPC por lo menos dos veces diarias hasta la que
progresién de la anemia pueda ser caracterizada, Una transfusién sanguinea esta
indicada cuando: a) et hematocrito es de menos del 15%; b) el VPC a menos del
10%, ¢) los eritrocitos han caido a menos 3 x 10% x ml; d) la concentracion de la
hemaglobina es mencr a 5 mg/d!; e) hay evidencia de una continua y progresiva
disminucién de estos parametros; y f) la apariencia clinica del potro continga
deteriorandose; ya que a esos niveles la capacidad acarreadora de oxigeno por
parte de la sangre esta severamente comprometida. Considerando también la
recomendacion de ofros investigadores en el sentido de gue a menos gue el
volumen del paquete celular baje de 15% a 10%, las transfusiones pueden no ser
necesarias si el reposo es forzado, pero si, si la anemia comienza a ser mas

40,51,69,111
severg, (5:2930.401.68.1%)
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3.14.8. Obtencién de la sangre del donador,

Los globulos rojos de la madre son obviamente perfectos, en términos de
que los anticuerpos producidos por ella no reaccionaran contra sus propias
celulas; sin embargo, para evitar administrar mas anticuerpos daninos ai potro, el
suerc de la yegua {conteniendo anticuerpos contra los eritrocitos del potre) debe
ser removido por medio del lavado antes de administrarse exclusivamente el
paquete celular. Para hacer esto, de 6 a 8 litros de sangre pueden ser colectados
en una solucidén de citrato de sodio al 3.8% (poniendo 1 parte de fa solucion de
citrato de sodio por 9 partes de sangre), aungue 3 o 4 litros usualmente proveen
suficientes globulos rojos. Posteriormente, la sangre se deja reposar de 1 a 2
horas, después el plasma es asépticamente drenado, y en forma también aséptica
se afiade un gran volumen de solucién salina estéril (0.9% de Na CI),
mezclandose y dejando reposar otra vez, la solucién salina es después drenada y
descartada. En este punto los globulos rojos pueden ser resuspendidos en un
volumen igual de solucion isotdnica para su administracion o el procedimiento de
lavado puede ser repetido. La sedimentacidon es menos deseable que la
centrifugacion porgue es mas lenta y no remueve adecuadamente los anticuerpos.
Por otro lado los eritrocitos lavados y resuspendidos pueden maostrar un
considerable aumento de la hemdlisis dentre de las 12 horas, ain cuando se
almacenen a 4 C; por lo que se recomienda que |a sangre del donador sea
almacenada mientras se lava, después de este procedimiento y hasta un poco
antes de que sea usada.

Si se realiza una transfusion que reaccione con los anticuerpos maternales,
esto significa que se estan introduciendo celulas incompatibles dentro del sistema
sanguineo del potro, los cuales probablemente no sobreviviran por largos periodos
de tiempo en la circulacion. Tales transfusiones deben ser consideradas como
medidas de relleno temporales; ademas, pueden sensibilizar al potro para futuras
transfusiones (tal vez no dentro de pocas horas o dias, pero potencialmente
dentro de pocas semanas). Esto debe ser considerado cuando se calculen las

ventajas y desventajas de este tratamiento, {#2%:3640.47.64.68,111.120)
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3.14.9. Volumen y rango de la transfusién.

Respecto a la cantidad de sangre a transfundir, esto depende de la
severidad de la anemia y sobre todo de la concentracion de hemoglobina, siendo
el mayor de los problemas el aumentar el porcentaje de esta ultima en la sangre,
ya que entre mas abajo estén sus niveles, los signos de la enfermedad en los
potros serdn mas severos, cuidando siempre de no sobre cargar la circulacion.

Existen varios protocolos que varian en cuanto a la cantidad de sangre que
debe ser administrada y la que se debe de retirar, pero en general se recomienda
retirar e introducir un volumen de aproximadamente 200 ml en cada paso, con un
total de 1, 4 o hasta 6 litros de eritrocitos lavados, lo que es usualmente adecuado
para producir un mejoramiento clinico. La transfusién se debe realizar a una
velocidad de 80-180 gotas por minuto, tanto para introducir como para sacar (ésta
cantidad es soportada adn por los potros mas severamente afectados). Una
transfusidn mas lenta es mejor si el potro se mantiene quieto especialmente en el
inicio de ia transfusion de los casos severamente afectados, tomando de 20
minutos a una hora para reemplazar 1 litro, haciendo un total de 1 a 6 horas para
reafizar el trabajo de transfusion completa. Cuando la transfusion ha aliviado la
mayoria de los signos cardiovasculares en casos los severos y la frecuencia
cardiaca esta abajo de 120 por minuto, es pasible incrementar fa transfusion a un
ritmo un poco mayor. La cantidad a transfundir casi siempre es mds grande que la
que se retira, con una diferencia aproximada de 500 ml entre ellas; también se
recomienda que cuando se retire mas de 1 fitro ésta debe ser acompafada por 5
m! de gluconato de calcio para contrarrestar los efectos del exceso del citrato. Se
pueden requerir repetidas transfusiones si la anemia continda progresando. En los
potros severamente afectados, en los cuales el contenido de hemoglobina en la
sangre es muy bajo, es recomendable dar una transfusion inicial de 500 ml de la
sangre de! donador inmediatamente antes de comenzar el procedimiento de

30,40,64,69,111,120
sangrado. ( '



3.14.10. Precauciones durante del proceso de transfusion.

La transfusion sanguinea no deja de tener algunos peligros que deben ser
tomados en cuenta, ya que puede -causar congestionamiento del sistema
circulatorio con consecuencia en los pulmones, en los cuales puede causar
edema. Para reducir los riesgos del incremento muy rapido del volumen de la
sangre circulando, se puede concentrar la que se va a transfundir siguiendo las
recomendaciones mencionadas con anterioridad. “? Se deben considerar las
determinaciones tentativas de! volumen del plasma y sangre realizadas por
Cronin, (1954) 7" en donde determina que en el caballo son, 5.237% y 8.114%,

respectivamente.
3.14.11. Técnica de transfusiéon de sangre en el potro.

El intercambio de sangre puede ser realizado administrando la sangre a
través de una de las venas yugulares y retirando simultdneamente sangre de la

yugular opuesta o bien utilizando la técnica descrita por Parry, et al, (1949); “e

) 7 que permite

Farrelly, ef al, (1950); 9 ¢ Ia técnica mejorada de Cronin, (1953
la administracién de grandes volimenes de sangre sin sobrecargar el sistema
vascular evitando el colapsc. No hay evidencias de que éste sea el método mas
efectivo v lo que simplemente se quiere es proveer una cantidad determinada de
eritrocitos que no sean afectados por los anticuerpos maternales. Se debe realizar
ésta maniobra estando de preferencia et potro en compafiia de su madre y
sujetado por algunos ayudantes; sin embargo, la necesidad de incremento en la
manipulacion del potro tratando de evitar al maximo cualquier clase de ejercicio,

hace posible considerar necesaria una sedacion, 405570

3.14.12. Resultados de la transfusion.

Se ha encontrado que los mejores resultados con las transfusiones

sanguineas han sido obtenidos cuando éstas son administradas tan rapidamente
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como sea posible después de que el problema de IN ha sido reconccido, ya que el
retardo en |a aplicacion de éste procedimiento disminuye grandemente la
oportunidad de sobrevivencia de los potros criticamente enfermos. Los potros
tratados con transfusion han procedido a amamantarse por si solos a los pocos
minutos después de que ésta se ha realizado. Algunos estudios limitados en
caballos adultos han sugerido que las transfusiones de glébulos rojos no
sobreviven por largos periodos de tiempo en la circulacion (2 a 4 dias), y no se
sabe si en los potros ccurre el mismo fendmeno. El volumen del paquete celular
en potros con IN légicamente se incrementa después de una transfusién, para
declinar gradualmente después; ésta reduccidn no es probablemente de
consecuencias graves si es gradual, dado que el volumen del paquete celular del
potro generalmente se corrige cuando los anticuerpos maternales dafinos son
metabolizados. Sin embargo, la sobrevivencia aln por poco tiempo de los
eritrocitos es de beneficio en potros severamente afectados y puede permitirles
sobrevivir hasta que los titulos de las inmunoglobulinas antieritrocitos declinen en
fa circulacidn. Se deben tomar muestras sanguineas para monitorear el grado de
anemia, recordando que tomara varias semanas antes de que los niveles puedan
retornar a lo normal.

Debemos recordar que aparte de los beneficios mencionados, este
procedimiento no es inocuc y debe ser aplicado solamente cuando ia vida del
potro esté comprometida, tomado  siempre en cuenta los riesgos. Su
implementacién debera basarse no solamente en los datos de laboratorio, sino
también en la meta que se quiera lograr al realizarla, considerando que algunos
animales pueden compensar bastante bien la pérdida gradual de un nimero
importante de eritrocitos, por lo que la transfusién puede no ser requerida.

Por otro lado, aunque €l cuerpo es capaz de eliminar un pequefo nimero
de eritrocitos viejos en forma continua, la répida destruccién de un gran nimero
de eritrocitos extrafios después de una transfusién incompatible puede causar el
desarrollo de una severa reaccién patolégica. Las reacciones a las transfusiones
generalmente son eventos muy raros, los cuales pueden ser causados tanto por

antigenos sanguineos como no sanguineos. 2#4084708M) £y o0 8, enfista

96



los problemas mas comunes que se pueden presentar en los potros como

consecuencia de una transfusion sanguinea.

Cuadro 8. Problemas mas comunes causados por la transfusion sanguinea.

Causas inmunoldgicas de problemas en las transfusiones sanguineas.

Antigenos de los eritrocitos, antigenos de los leucocitos, antigenos de las
plaguetas, antigenos de histocompatibilidad, isctipos de las proteinas

plasmaticas e inmunosupresion,

Causas no inmunolégicas de problemas en las transfusiones sanguineas.

Rapida administracion {volumen sobrepasado), hipocalcemia (exceso de
citrato), hipercalemia (sangre almacenada), infeccion (técnica de transfusion
mal aplicada). hemdlisis de la sangre (técnica mal realizada), microagregados

{sangre almacenada).

Signos clinicos de las reacciones a las transfusiones sanguineas.

Taquipnea, taquicardia, colapso, disnea, cblico, diarrea, defecacion, miccidn,

arritmia cardiaca, pirexia, urticaria, prurito, ictericia y hemoglobinuria.

El tratamiento para las reacciones debidas a las transfusiones consiste en
suspenderias inmediatamente y mantener el flujo de orina con diuréticos, debido a
que la acumulacién de hemoglobina puede dafar el fAfon, lo que provoca una
destruccién de los tabulos renales. La recuperacion puede ocurrir despues de
eliminar todos los eritrocitos extrafios.

La presentacion de estas reacciones pueden ser prevenidas por la
realizacion de pruebas al suero del receptor para detectar anticuerpos contra los
eritracitos del donador. Las pruebas de compatibilidad son conocidas como pruebas
de reaccién cruzada y son desarrolladas con la mezcla del suero del receptor con
eritrocitos del donador y después incubada a 37 C por 30 minutos,; si los eritrocitos

del donador son lisados o aglutinados por el suero del receptor, entonces la
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transfusion no se debe realizar con esas celulas. Ocasionalmente se encuentra que
el suero del donador que no fue removido adecuadamente puede ser capaz de
reaccionar con los eritrocitos del receptor , pero este no tiene mayor significado
clinico, ya que los anticuerpos del donador dados intravenosamente son

rapidamente diluidos dentro del receptor. ®®
3.14.13. Almacenaje.

- Todos los productos derivados de la sangre deben ser usados frescos,
aunque el almacenamiento de los componentes sanguinecs es posible. Los
eritrocitos se mantienen en refrigeracién con anticoagulante (dextrosa), entre 3 y 4
semanas, y si el plasma es refrigerado inmediatamente después de la coleccién, los
factores de coagulacién se mantendran estables por cerca de dos meses, y la

albiimina y la globina por casi un afo. %

3.1414._  Conclusiones respecto de la transfusion sanguinea.

La transfusion sanguinea es un procedimiento que aunque no muy
comunmente empleado, tiene importantes aplicaciones en el manejo terapéutico, ya
que la técnica no es costosa por no requerir de equipo especializado, y su uso
adecuado puede ser el factor mas importante en la sobrevivencia de los casos
fatales potenciales. Asi mismo, es facil de desarrollar en la practica y ademas de los
efectos benéficos del reemplazo de los eritrocitos, proporciona también un recambio
en lo que respecta a leucocitos, plaguetas, factores de coagulacién, albumina,
globina y otros componentes menos importantes. Las transfusiones sanguineas son
potencialmente de gran ayuda, reguiriendo una seleccion cuidadosa del donador y
una buena técnica para minimizar el riesgo de una reaccion adversa.

Debido a la poca aplicacion de las pruebas seroldgicas en nuestro campo,
debe verse que una prueba de pretransfusién apropiada puede ser un método
adecuado, consistiendo en transfundir una pequedia cantidad de sangre (50 mi)
hacia el receptor, y posteriormente monitorear los signos vitales del receptor {pulso,



respiracion, temperatura corporal) anies de proseguir con la totalidad del
procedimiento, ya que se ha reportado que una pequefa cantidad de sangre
transfundida (200 ml) puede desencadenar en una reaccion fatal.

Otras consideraciones que se deben tomar en cuenta para el tratamiento de
IN son: a) minimizar el estrés y el ejercicio, colocando al potro en lugares cerrados,
calientes y secos; b) aplicacién de fluidos intravenosos para mantener el volumen
sanguineg y los niveles de energia; ¢) promover la diuresis y minimizar los efectos
de grandes cantidades de hemoglabina en los rifiones, tratando de eliminar el dario
al riién (nefrosis por hemoglobina); y d) evitar la constipacién por medio de la
aplicacion de enemas a base de jabhén o aplicacion de supositorios de parafina. Siel
potro no se ha alimentado bien, el balance acido-base debe ser monitoreado y
corregido con agentes alcalinos apropiados tales como bicarbonato de sodic (de
200 a 400 ml de fluidos: solucién salina normal con 4% de glucosa y 3% de
bicarbonato de sodio), los cuales se le daran por medio de sonda estomacal dos
veces al dia. E! tiempo de convalecencia después del periodo hemolitico puede ser
determinado por el monitoreo de la regeneracidén de los eritrocitos, periodo que
variara dependiendo de la severidad de la anemia que presento. &7:79:40,64.68.102120)
Bruner, et al, (1950) ®" demuestran por medio de sus estudios que esta puede

tomar de 1 a 2 meses.
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3.15. Pronédstico.

El prondstico de Isoeritrdlisis neonatal depende de cuatro factores
principales: a) la naturaleza y cantidad del anticuerpo involucrado; b} la rapidez del
inicio de los signos; ¢) el grade de anemia; y d) el tiempo en que se tarda en
implementar el tratamiento. Como se menciond anteriormente el antigeno Aa casi
siempre produce anticuerpos muy potentes, por esta razén los potros equinas en los
cuales la enfermedad es debida a un anticuerpo anti-Aa, frecuentemente presenta
casos hiperagudos o agudos en un tiempo de 12 a 15 horas después de mamar &l
calostro, mientras que los casos causados por el anticuerpo anti-Qa tienden a ser
menos agudos (24 horas} al igual que los provocados por los anticuerpos anti-R y
anti-S, que generalmente son de término medio en su inicio, teniendo también un
pobre prondstico.

En los casos hiperagudos los potros pueden morir antes de que ¢l problema
sea reconocido, sin ninguna oportunidad para la administracién de {a terapia. En
estos casos, la transfusion sanguinea es esencial y urgente ¢ el potro rdpidamente
moriréd de extenuacién debido a la anemia, las transfusiones sanguineas pueden no
ser necesarias en los casos que se consideran como de tipo medio, teniendo que
realizar una evaluacién constante de él. Mientras que los polros que desarrollan Ia
enfermedad muy lentamente pueden responder bien a los cuidados de sostén, En
general los potros hemoliticos tienen una buena oportunidad de sobrevivir si se les
realiza una transfusion de eritrocitos lavados, con tal de que las condiciones hayan
sido reconocidas antes de que el potro esté en un estado irreversible de

extenuacion, #3639



3.16. Prevencion y control.

La prevencién de la Isoeritrélisis neonatal depende de la deteccién temprana
del problema en las yeguas prefiadas y de su deteccion inmediata en el potro. Dado
que la yegua esta siendo inmunizada por su propio potro es posible detectar la
presencia en su circulacién sanguinea de los anticuerpos producidos. Se pueden
utiizar varias estrategias para su prevencidn, como es la aplicacion del
conocimiento actual de la serologia en los grupos sanguineos, asi mismo, unos
buenos conocimientos inmunogenéticos, pueden proveer un mejor control de la IN;
aplicandose en la identificacion de sementales compatibles con las yeguas
problemas o bien de crias en riesgo, para asi evitar la produccion de potros con ésta
enfermedad. 873984108128 Bontro de los aspectos mas importantes que nosotros
podemos llevar a cabo para prevenir y controlar la presencia de la enfermedad,

tenemos:

3.16.1. Primero. |dentificar a las yeguas en riesgo "Aa- o Qa-" (en caso de un
apareamiento desconocido pero potencial incompatible o un caso completamente
incompatible con o sin antecedentes de produccion de IN), por medio de la
tipificacion sanguinea, asi como identificar especificamente a los anticuerpos Aa o
Qa (que son los mas frecuentes productores de IN en los potros equinos). Esto
puede ser hecho mediante fa remisibn de unas muestras de sangre con
anticoagulante y suero a los laboratorios correépondientes. Se debe tener
precaucién con las yeguas negativas para cualquiera de los antigenos
anteriormente mencionados, ya que ello significa que pueden potencialmente

desarrollar anticuerpos contra dichos antigenos.

3.16.2. Segundo. Dar monta a las yeguas en riesgo (Aa- o Qa-) con sementales
también negativos {monta basada en la tipificacion sanguinea), para evitar que la
descendencia herede del padre los antigenos incompatibles. Sin embargo, en las

razas en las que una baja proporcidon de la poblacién es negativa para esos
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antigenos, como por ejemplo los PSI, la identificacién de un semental que sea
negative y utilizable en base a otros criterios puede ser dificil,

Se puede concluir especificamente al respecto que algunos pasos cruciales
para el contro] de IN, son: a) todas las yeguas reproductoras deben ser tipificadas;
b) todas las yeguas prefiadas ya tipificadas y negativas (Aa-, Qa-, R- o S-), deben
seguirse estudiando para detectar un aumento de los niveles de anticuerpos; y ¢)
realizar un estudio a! azar de los individuos que se encuentran en reproduccion para
detectar alguna incompatibilidad. Concluyendo Stormont, (1975) ®¥ que cuando las
montas apropiadas son hechas, el plan reproductivo puede llevarse a cabo con
seguridad y la probabilidad de que se presente IN en los potros es casi cero.

3.16.3. Tercero. Si los anticuerpos antieritrocitos son detectados en el suero de la
yegua antes del parto (titulos de hemclisinas fuertemente positivos en una dilucion
de 1:4), es recomendable que al potro no se le permita amamantarse de su madre
y el calostro debe ser checado para actividad contra los eritrocitos de su cria antes
de permitir que éste lo ingiera; ya que Bruner, ef af, {1948) *® demostraron que la
concentracién de anticuerpos antieritrocitos en el suero de una yegua gestante
preparto, se presenta también en el calostro, siendo incluso demostrado por otros
investigadores que el calostro de las yeguas inclusive contiene una concentracién
mas alta de anticuerpos que los encontrados en el suere. Aunque Genco, ef al,
(1969) 7 reportan que tanto el calostro como el suero contienen anticuerpos en
forma similar y que las tres cantidades mayores de inmunoglobulinas séricas son
IgG, IgE, e IgM. En condiciones de campo la Prueba de aglutinacién del potro
ictérico, ha mostrado una buena correlacién con las pruebas de laboratorio (Prueba
hemolitica y de Aglutinacién standard) para detectar anticuerpos; por esta razon, se
debe considerar el estudio def calostro por medio de esta prueba antes de permitir
la alimentacion de los potros, pudiéndose, como lo demuestran algunos estudios,
usar la sangre del cordén umbilical contra el calostro para realizar los estudios.
Teniendo mucho cuidado como ya se menciond ya gue se conoce la tendencia de!
calostro de formar grumos, resultando esto en diagnosticos falsos-positivos (intensa

formacién de pequerias hebras de las celulas de! potro en presencia del calostro),



provocando que el calostro, que es tan importante para la cria, le sea retirado con
riesgo de un dafio posiblemente mayor. La severidad de la IN en los potros esta
refacionada con los titulos de anticuerpos en el suero y calostro de la madre,
existiendo controversia al respecto, pues otros investigadores mencionan lo
contrario. En algunas yeguas, el suero y el calostro contienen tanto hemoaglutininas
como hemolisinas, mientras que en ofras unicamente las hemoaglutininas son
demostradas, pero las hemolisinas sin hemoaglutininas no han sido observadas.
Los potros de las yeguas cuyos sueros tuvieron titulos de hemolisinas de 1:100 a
1:1000, usualmente estuvieron severamente afectados con hemoglobinemia y
hemoglobinuria, los poltros de yeguas que tuvieron titulos de hemoagluitininas de
1.16 a 1:32 o0 mas altos, pero tuvieron titulos de hemolisinas de menos de 1:10,
usualmente desarroilaron wuna severa anemia tempranamente pero sin
hemoglobinuria. Sin embargo, los potros de yeguas que tenian unos titulos altos en
el suero de hemogglutininas han presentade casos de mediana categorfa de
isoeritrolisis. 7

El calostro de la madre debe ser ordefiado cada hora 0 menos y congelado,
pero una pequena cantidad (10 ml) enviada al laboratoric para su andlisis. Si se
comprueba que contiene anticuerpos contra los eritrocitos de la cria, el resto que
esta congelado se puede enviar al laboratorio y darle un mejor fin como es el de la
investigacidn o definitivamente desecharse; pero si las pruebas muestran que no
contiene nada peligrosa para el potro, puede ser dejado en el congelador hasta que
pueda ser utilizado per otro potrillo que lo necesite, con fa certeza de que es

completamente inocuo. (489

3.16.4. Cuarto. Es de primordial importancia la prevencién de la "Falla de la
transferencia pasiva” de la inmunidad calostral. El tiempo que se debe de retirar al
potrilio la alimentacion de su madre se basa en dos aspectos importantes como
son: a) la pérdida de la habilidad por parte del potro para absorber !os anticuerpcs a
través de su tracto intestinal que es de aproximadamente 24 horas, debido a la
sustitucion de las celulas que realizan esta labor en el epitelio intestinal; y b) la

manipulacion que se hace con ias yeguas para retirar el calostro de su glandula
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mamaria, la cual se debe de realizar cada hora, ya que esto reduce marcadamente
la concentracién de los anticuerpos, La accion de retirar al potrilio de su madre para
eliminar la ingestion de anticuerpos dafinos para él, también provoca que éste no
adquiera inmunoglobulinas que le permitan tener defensas contra los
microorganismos patdégenos que le pueden provocar alguna otra enfermedad, y por
lo tanto, se puede hablar de una “Falla de la transferencia pasiva” provocada.
Numerosos reportes indican que esto predispone a que el neonato equino sea
presa facil de las infecciones, (#67:84134.136.136)

- La inmunidad contra las infecciones depende de la respuesta humoral
{anticuerpos) y celular (linfocitos B y T, en general). 13 Banks y McGuire, (1989)

™38 mencionan que "aunque los componentes del

citado por Stoneham, (1991)
sistema inmune estan presentes en el potro desde el momento de su nacimiento, no
se considera que tienen un nivel de competencia inmunitaria como fos adultos hasta
que el potro tiene una edad de al menos 30 dias. Las concentraciones totales con
respecto al adulto en el potro recién nacido no estan bien conocidas pero varian
desde el 12 al 60%. Dependiendo el potro de los anticuerpos obtenidos via el
calostro, debido a que los niveles de 19G son minimos al momento de su
nacimiento."

Las concentraciones de 19G dan una medida de la inmunidad humora!
especifica, el rango de esta especificidad en los neonatos es determinada por la
fuente de ellas (usualmente el calostro de la madre). Es aqui en donde radica la
importancia de la medicion rutinaria de las concentraciones de inmunoglobinas {IgG)
en el suero del potro cuando este tiene entre 12 y 72 horas de edad. Constituyendo
este simple acto una parte importante de la medicina preventiva, ademas de que
ayuda a identificar los potros en riesgo, {'%4105106.130.137.139)

En casos de una posible "Falla de la transferencia pasiva" sin duda la mejor
politica es la alimentacién del potrillo con otro calostro hasta que sea posible utilizar
el de la madre, implementdndose algunas técnicas de manejo las cuales pueden
ser usadas para maximizar la ingestion de calostro de alta calidad por parte del
potro durante el periodo critico, cuando la absorcion por parte su intestino delgado

es mas alta. Este manejo comprende varias posibilidades y circunstancias, como
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por ejemplo: a) cuando se tiene una yegua que con anterioridad ha tenido una "Falla
de la transferencia pasiva” en forma inexplicable, en este caso se puede utilizar el
calostro de otras yeguas o de un banco de calostro. En cualquiera de los casos el
potrillo debe ser alimentado con 500 m), 1 o0 hasta 1.5 litros de calostro {(oral o por
medio de sonda estornacal), cuando éste tarda tres o mas horas en amamantarse
después del nacimiento; después, se debe dar de dos a cuatro veces alimento a
base de sustituto de leche. Agqui definitivamente es necesario considerar la creacidn
de un banco de calostro, este puede ser construido con el gue es obtenido de otras
yeguas multiparas por medio de la coleccion de pequerias cantidades durante las
primeras horas después del parto, en donde aproximadamente dos “onzas" de
calostro pueden ser colectadas de cada yegua a un intervalo de 2 horas, dado que
esto al parecer no induce una falla en la transferencia de anticuerpos al potro, a
cuya madre se le esta substrayendo. ®* Sin embargo, se recomienda que at potro
hijo de esta, se le hagan estudios para detectar una posible "Falla de la
transferencia pasiva”, asegurandose que el desorden no esta presente. Esto puede
ser confirmado con mas seguridad si una pequefa cantidad del calostro obtenido es
enviada a un laboratorio de tipificacion sanguinea para detectar la cantidad de
inmunoglobutinas en él; b) cuando se tiene un potro con "Falla en fa trasferencia
pasiva", pero no se tiene un banco de calostro, ni una donadora de calostro, y
ademas se presume o definitivamente existe la presencia de una lactacién
prematura en dicha yegua, en este caso es forzoso utilizar el calostro de la madre
del porto, en donde un minimo de 500 ml de su calostro debe ser ordefiado y

administrado al potro en la misma forma que la anterior; recordando siempre que:
cuando la calidad del calostro de las madres es considerada pobre. Se debe medir
la concentracion de lgG en el calostro de todas las yeguas y debe darse Gnicamente
si este tiene una concentracion de IgG de 70 gflitro ¢ una gravedad especifica de al
menos 1.09; ¢) cuando el potro es mas grande (de 18 a 24 horas), el tratamiento y
manejo para estos casos es fa suplementacién de anticuerpos oralmente de una
donadora compatible por medio de suero o plasma (6-9 litros), lo gue provee una
adecuada cantidad de niveles de proteccion; y d) si definitivamente la cria es

todavia mas grande (mayor de 24 horas} el suplemento pasivo de anticuerpos, debe



ser dado en forma de plasma administrado intravenosamente. Otra vez el donador
del plasma debe ser escogido basandose en la tipificacion sanguinea, debiendo
estar libre de anticuerpos para los eritrocitos del potro. Si la tipificacion sanguinea
no ha sido hecha para identificar a los posibles donadores, un potro de un afio o un
semental que nunca haya recibido alguna transfusién es el que se puede escoger o
bien, se recomienda usar algin animal de la raza Ponny Shetland debido a la baja
frecuencia de los antigenos Aa y Qa. Es importante asegurarse que el plasma a
transfundirse esta libre de eritrocitos ya que de otra manera, algunos antigenos
extrafios pueden ser introducidos dentro del receptor al realizarla, lo que puede
resultar en una sensibilizacion del potro a esos antigenos extrarfios con lo que se
incrementa el desgo por la predisposicién de una reaccion del potro cuando se
realiza una segunda transfusién, haciendo posible la presencia de IN. Aunque existe
controversia respecto de la eficacia de fas transfusiones de plasma en la reduccion
de la probabilidad de septicemia o infecciones.

Para maximizar la eficacia de este tratamiento, el plasma debe tener una
concentracion de lgG minima de 15 gflitro, y si es posible, el pltasma debe ser de la
madre, pero si otros donadores son requeridos debido a una incompatibilidad
sanguinea con su cria © & una baja concentracién de IgG, entonces el donador de
preferencia debe haber estado expuesto al mismo medio ambiente al que el potro
se encontrara después de su nacimiento. Un donador es seleccionado después de
la aplicacidn de algunas pruebas para detectar incompatibilidad con el receptor,
ademas de una adecuada concentracion de IgG; la metodologia en términos
generales es la siguiente: a} la piel sobre la vena yugular es rasurada y preparada
con jabon quirlirgico y una pequefia inyeccion de anestésico local es colocado
subcutaneamente; b) la sangre es colectada en bolsas de coleccion de 450 ml,
conteniendo un anticoagulante como dextrosa o el citrato.  Cuatro bolsas de este
tipo proveen 1 litro de plasma; c) las bolsas llenas o son centrifugadas en una
centrifuga a 200 gravedades por 12 minutos o se les ponen fijas en reposo por un
buen tiempo, hasta que se separe el plasma del paquete celular sanguineo; d)
posteriormente, este plasma es drenado hacia una bolsa de las que se utilizan para

transfusion sanguinea, el tiempo para retirar el plasma para la transfusién debe ser



minimo (menos de dos horas) con el fin de aumentar la cantidad de complemento y
ofras sustancia inestables en los componentes del plasma; e) el potro debe ser
sujetado en una posicion de descanse, y también se debe realizar una preparacion
de |a zona de su yugular; posteriormente, un catéter adecuado para el potro (aguja
del 16 y dos pulgadas de largo} es colocado en su vena y el plasma administrado
via sanguinea manteniendo una filtracién de la misma. El rango de transfusién al
inicio debe ser lento (cerca de 60 gotas por minuto) y el ritmo cardiaco y respiratorio,
asi como las membranas mucosas monitoreadas constantemente. Si ninguna
reaccion adversa ocurre el rango de transfusién puede ser aumentade a cerca de 1
litro cada 20 minutos. Si se presentan signos de una reaccidén adversa, por ejemplo,
aumento inexplicable en el ritmo cardiaco y/o respiratorio, tremor muscular o signos
de estrés, entonces la transfusién debe ser suspendida hasta que estos signos
terminen. La transfusién debe ser iniciada a un ritmo mas lento. La coleccién de
muestras sanguineas repetidas debe ser hecho para medir la concentracion de IgG
en el potro, hasta que esta sea la deseada. @*88923480I0N yreijire, of 4,
(1977) 7 considera que una concentracién de 4 gllitro es adecuada, aunque un
nivel de 8 gflitro es considerado mas aceptable en un potro enfermo o de alto riego.
Sin embargo, esta es una decisién arbitraria, la cual varia de acuerdo a fa opinion
clinica y a la experiencia. Cuando se presentan eventos de una reaccion
anafilactica, se debe administrar epinefrina en una dosis de 0.01 mg/kg de peso
corporal a una dilucién de 1:1000 subcutaneamente o 0.01 mg/kg de peso corporal
de una dilucién de 1:10,000, intravencsa. También se debe aplicar profilacticamente
flumixin meglubine a una dosis de 0.25 mg/kg de peso, para reducir !a incidencia de
efectos colaterales. '

La incidencia de los eventos de la “Falla de |a trasferencia pasiva” es posible
reducifa con un manejo cuidadoso. El uso de plasma de un donador
cuidadosamente seleccionado para ser transfundido es un buen tratamiento,

aunque su eficacia requiere de otras evaluaciones. "%
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3.16.5. Inmunosupresién mediada por anticuerpos.

Las mujeres generalmente desarrolian anticuerpos contra los antigenos ABO
ubicados en la membrana celular de los eritrocitos de sus esposos, siendo mucho
menos probable que lleguen a ser sensibilizadas por et antigeno Rh, (antigeno mas
importante) responsable de la “Eritroblastosis fetalis” de los infantes. “***#” Thomson,
et al, (1990) citado por McClure, (1997) “* menciona que "a las mujeres que
desarrollan anticuerpos contra el factor Rh, estos les son dados profilacticamente
para acelerar la remocion de cualquier eritrocito fetal incompatible. El procedimiento
consiste en administrar a la madre Rh-, un anti-D (el anticuerpo Rh mas
comunmente encontrado y preparado en veluntarias), tan rdpidamente como sea
posible inmediatamente después del parto de un feto Rh*, por lo cual cualquier
eritrocito de origen fetal presente en la circutacion sera destruido, estando la madre
prevenida para iniciar una isoinmunizacién”. Esta vacuna ha eliminade efectivamente
muches nuevos casos de esta enfermedad en los infantes. Pero este procedimiento
no puede ser aplicado en los caballos, ya que el feto no es afectado en el utero.
{2,102}

Con respecto a los animales (yeguas) como anteriormente se menciong,
cuando los anticuerpos anti-Ca, estuvieron presentes en el suero de las yeguas Aa-,
estas fuercn menas propensas a formar anticuerpos anti-Aa (causantes de !N}, que
las yeguas sin anticuerpos anti-Ca (3.8% contra 15.8%). ""? Este y otros estudios
sugieren que es posible desamollar una inmunizacién en las yeguas (Aa-} que se
prevé formaran anticuerpos confra algunos antigenos (Aa). Siguiendo el modelo
realizado en los humanos, es probable que los casos de IN debidos a una
sensibilizacién por el antigeno Aa, puede ser prevenida usando una inmunizacion en
las yeguas con un concentrado de antiglobulinas contra el antigeno Aa,
inmediatamente después del parto. Por otro lado, los estudios recientes de la
ocurrencia de produccién de anticuerpos anti-Ca naturales sugieren que tai estrategia
puede ser aplicada en los caballos sobre todo en las gestaciones de yeguas que
estan en alto riesgo por ser Aa- o en las gestaciones de yeguas para la produccién de

mulas, donde la proporcion de gestaciones incompatibles es total. Esta inmunizacion



prevendra que las yeguas monten una respuesta inmune primaria respondiendo al
antigeno. Aunque finalmente esta estrategia de "Supresion mediada por anticuerpos"
en los caballos no se ha implementado, por lo que hasta entonces, el programa de
pruebas descrito anteriormente, ayudara al veterinario a identificar las yeguas que se

encuentran en riesgo y prevenir que el potro desarrolle IN, 8102429



V. Material y métodos.

4.1, Localizacion. El trabajo de campo de esta investigacion se realizd en el
Criadero Militar de Ganado en Santa Gertrudis, Chihuahua, localizado en el
kildmetro 32 de la carretera Delicias-Naica, en el Municipio de Saucillo, Chihuahua.
La latitud es 27° 41" y longitud es 105° 10", con una altura sobre el nivel del mar de
1,250 metros. El criadero pertenece al Ejército Mexicano, y colinda al norte con el
Municipio de Rosales, al este con los Municipios de Saucillo y San Francisco de
Conchos, al sur con el Municipio de Valle de Zaragoza, y al ceste con el Municipio
de Rosales y Valle de Zaragoza; la orografia que presenta es principalmente
grandes llanos y pequenas lomerias; el clima es representativo del Estado, que va
desde el seco templado, pasando por semiseco templado hasta muy seco
semicdlido; la temperatura anual varia mucho a lo largo del afio, la minima puede
ser de menos de O C, la media de 194 C y |a alta de 40.3 C; la precipitacién
promedio anual es de 363.5 mm, con 252 dias libres de heladas; 1a infraestructura
para el transporte estd representada por una carretera asfaltada y por caminos
rurales y vecinales compuesta principalmente por caminos de terraceria de tercer
orden, los cuales comunican al poblado de Naica con el casco de la hacianda en el
primer caso, y esta con cada una de las diferentes estancias en el segundo caso.

En cuanto a la poblacién humana constante, el criadero presenta un
asentamiento humano de aproximadamente 2000 personas. Actuaimente tiene
divisiones internas para la construccion de praderas denominadas “Estancias”
contando con 18 de ellas, cuya extension va desde 8,000 hasta 15,000 hectareas.
La colecta de muestras se realizé en la Estancia "El Soldado”, 1a cual cuenta con

corrales de manejo, bebedero, comederos y sombreaderos.

4.2. Desarrollo del trabajo. El trabajo de campo se inicié en diciembre de 1992 y
se termind en diciembre de 1993, realizdndose 4 muestreos con un intermedio de
tres meses entre cada muestreo. Para los muestreos se utilizd una manada de 245
potrancas nacidas en este criadero, por lo cual se les ha denominado “criollas”, de

las cuales se tiene [a certeza de que nunca habian tenido contacto sexual con
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burros, ni habian parido algin potro equino. Cabe mencionar que la totalidad de
estas yeguas fue dedicada exclusivamente a |a reproduccion con burros desde el
principio de su etapa reproductiva en el afio de 1991. Estos animales estan
identificados por medio de unas marcas hechas con un fierro caliente en dos
regiones anatémicas: a) el nimero del herradero en la regién de los glateos {punta
de! anca} y b) el afio de nacimiento en la regién masetérica del lado izquierdo. Al
iniciar el trabajo las potrancas tenian una edad aproximada de 4.5 afios, con 380
a 450 kg de peso, diferentes pelajes y una alzada promedio de 1.55 mt. (cuadro 9)
fas potrancas fueron montadas y gestadas por un grupo de 10 burros, de raza
catalana, con un peso de 350400 kg y una edad promedio de 4 afios. Este
ganado se encontraba en su totalidad en estado de libre pastoreo, permaneciendo
durante todo el afio en un potrero de aproximadamente 9,000 hectareas. La
extension del terreno y la cantidad de semovientes hicieron que un mangjo
adecuado fuese imposible, provocando con esto muy poca mansedumbre, lo cual
exigid un trabajo mas intenso para trabajar con ellas. En este lugar se llevo a cabo
todo el ciclo reproductivo {monta, gestacidn, parto, crianza, hasta él destete de la
cria), para nuevamente iniciar el ciclo reproductive del afio siguiente. Como se
observa en el Cuadro 9, la muestra de estudio guedo conformada por 245

yeguas, de estas, la mayoria (68.2%) tenia cuatro arios de edad, casi una cuarta
parte {25.3%) contaban con cinco afios, y el resto (1.2 y 5.3%) de tres o menos
y de seis o mas afios de edad respectivamente. El promedio de edad de toda ia

muestra fue de 4.47 afios con una desviacion estandar de 1.16.

Cuadro 9. Caracteristicas del tamafio de muestra incluida en el estudio

distribuida por edad.

Edad en anos Nimero Porciento
<3 3 1.2
4 167 68.2
5 62 25.3
> 6 13 5.3
Total 245 100.0
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La alimentacién de los animales fue exclusivamente por medio de pastoreo,

en donde dominan los pastizales de zacates propios de [a region: toboso Hilaria

mutica, navajita Boutelocua gracilis, banderilla Bouteloca curtipendula;
ademas de contar con matorrales como: Chamizo o costilla de vaca Atriplex

canescens, Guajillo Acacia macrostachya, y mesquites Prosopis laevigata,

ademas de sus frutos. Contando con agua en forma permanente por medio de dos
pozos. Se realizaron solamente 2 desparasitaciones en forma oral al afio con 30 g

de neguvén y 60 g de piperacina.

Al Antes de realizar el primer muestreo se abrio un registro de cada yegua
donde en se anoté:
a. ldentificacién de la yegua.
b. Edad de la yegua.
C. Cantidad de prefieces previas.

d) Numero de partos previos.

B. Durante el estudio al presentarse los partos se anotd;

a. Identificacion del muleto.
b. Fecha y datos del nacimiento del muleto.
c. Presencia de ictericia, palidez o depresién dentro de los primeros

dias, y otros problemas clinicos neonatales.

4.3. Meétodo para probar los anticuerpos hemoliticos contra los eritrocitos

del potro en el suero de las yeguas.

Para la evaluacién serolégica se obtuvieron 4 muestrecs sanguineos en
tubos “Vacutainer” al alto vacio por puncion de la yugular del lado izquierdo,
obteniéndose 10 ml de sangre sin anticoagulante de cada una de las yeguas, que
seria usada como fuente de suero, y otros 10 mi de sangre completa con citrato de
acido-dextrosa (ACD) como anticoagulante, que seria usada como fuente de

eritrocitos. Las muestras fueron guardadas en refrigeracion en México hasta su
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traslado ai laboratorio del Inmunogenética Equina del Departamento de Ciencias
Clinicas de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Estatal de
Luisiana, EUA, en donde posteriormente de su llegada se refrigeraron de nueva
cuenta. Al iniciarse las pruebas, la sangre sin anticoagulante fue dejada a
temperatura ambiente y se separ6 el suero, el cual se mantuvo en congelacién a -
20 C, hasta la realizacion de las pruebas, las muestras con anticoagulante fueron
centrifugadas para la separacion del plasma, refrigerandose también hasta su
examen. Por la dificultad del manejo de los animales (yeguas y crias), como son:
grandes extensiones de tierra (para llegar al corral se requeria un recorrido de
aproximadamente 15 km), casi nula domesticacion, sequia prolongada, pobre
estado fisiolégico (demasiado delgadas), ademas de que algunas se encontraban
con crias demasiado pequefias para caminar, no siempre fue posible realizar los

cuatro muestreos a cada uno de los animales durante todo el afio de muestrao.

A Los procedimientos inmunolégicos para la determinacion de los titulos
de los anficuerpos contra el “Antigeno burro” comprendieron
glutinacién y hemdlisis, usando las pruebas de “Aglutinacidn salina
estandar” y la de “Hemdlisis mediada por complemento de conejo”,

%' Ambas pruebas se

descritas por Stormont, at af, (1964).
desarrollaron a temperatura ambiente y en forma simultanea de la

siguiente manera:

a. Se hizo una solucion salina buferada al 3% de los eritrocitos de las
muestras (SSB).

b. Se prepararon dos diluciones (1:2 y 1:16) del suero de cada una de
las yeguas en solucion (SSB).

c Se colocaron dos gotas de suero {cada gota era de aproximadamente
0.25 ul, siendo adicionados todos los reactivos con pipeta Pasteur) de
cada dilucién por sextuplicado en placas de microtitulacion; utilizando
para ello una serie de 6 pozos consecutivos, por o que las dos

diluciones ocuparon una serie completa de 12 pozos. Las placas
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tienen 96 pozos por lo que cada placa puede acomodar el suero de 8
yeguas, esta placa se utilizé para el ensayo de aglutinacién y se
prepard otra idéntica para ser utilizada en el ensayo hemolitico. Las
placas fueron congeladas a -20 C, si no se utiiizaban el dia de la
dilucién. Se incluyd un control con solucidn salina sola para
asegurarse que los eritrocitos eran adn viables y se agregd
complemento de conejo, para comprobar que éste sclo no hemolisa a
los eritrocitos,; también se incluyd un antisuero del cual se conoce que
hemolisa algunos de los eritrocitos probados (tales como un antisuero
anti-A), como un control positivo para asegurarse que el complemento
esta trabajando y que las condiciones de la prueba son las correctas.
Para probar los anticuerpos contra el “Antigenc burro" de los
eritrocitos, se wilizdé un grupo de al menos 10 donadores utilizades
para proveer los antigenos. La sangre de estos animales fue
colectada por venopuncién de la vena yugular vy colocada en tubos
“Vacutainer' al alto vacio con anticoagulante acido-citrato-dextrosa
(ACD). Cien pl de la mezcla de los eritrocitos fueron removidos del
total de la muestra sanguinea y lavados 2 veces con solucion salina
buferada fosfatada (0.15 ml NaCl, pH 7.2), para remover los
anticuerpos del suero. Los eritrocitos lavados fueron suspendidos en
concentraciones de 0.2% para utiizarse en las pruebas de
aglutinacién y hemdlisis.

Para la prueba de hemolisis, se adiciond una gota de complemento de
conejo a cada una de los pozos gue tenia las dos gotas del suero, y
posteriormente se agregd una gota de los eritrocitos proveniente de
los donadores a cada uno de los pozos. La razén de agregar el
complemento antes de los eritrocitos fue permitir a la lisis una mejor
oportunidad de competir con fa aglutinacion, porque la mayoria de los
antisueros y de los reactivos de tipificacién sanguinea preparados de
ellos, exhiben una actividad de aglutinacién. Para la prueba de

aglutinacién no se adiciond complemento de conejo a uno de los

"



pozos que tenia las dos gotas del suerp, agregando solamente una
gota de los eritrocitos proveniente de los anihales donadores a cada
uno de los pozos,

Posteriormente se agitaron las placas de microtitulacion con las
muestras, tratando de mezclar los eritrocitos, el suero y el
complemento. Después de 60 minutos para hemdlisis y de 120
minutos para aglutinacion, las placas fueron evaluadas visualmente,
para esto se leyé cada placa usando un espejo y se evallio
primeramente la cantidad de hemdlisis que habia ocurrido en cada
uno de los pozos. La reaccion es leida visualmente y estimada por ¢l
tamafio del botdn de celulas separadas y el grado de hemdlisis
aparente en el sobrenadante. Nada de hemdlisis es leido como cero;
un 25% de hemdlisis como 1; 50% de hemdlisis como un 2; casi una
completa hemdlisis como un 3 y una completa hemolisis como un 4.
L.a misma evaluacién se hizo para la prueba de aglutinacién.

Después de la primera lectura, las placas de microtitulacion se
agitaron otra vez y se leyd una hora después,

La presencia de titulos de anticuerpos contra el “Antigeno burro” de
los eritracitos de las donadores (yeguas dedicadas a la produccion de
hibridos) fue evidencia de previa sensibilizacién durante la prefiez, en
ta ausencia de historias de transfusiones sanguineas. Se considero
positivo (actividad hemolitica o de aglutinacién) a una yegua cuando

presentaba una reaccién de 1:2 o mas en ambas pruebas.

Para lograr los objetivos planteados en los respecta al andlisis del
porcentaje de yeguas sensibilizadas, momento de sensibilizacién y
comportamiento de los anticuerpos contra el “Antigeno burro”: se

aplicé 1a siguiente metodologia

Se determiné el porcentaje de yeguas dedicadas a la produccién de

hibridos sin gestacion y gestantes (de acuerdo al numero de
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gestaciones) que presentaron reaccion positiva en general
{hemdlisis, aglutinacién y hemdlisis o solamente aglutinacién).
Comparandose estos porcentajes por medio de la prueba estadistica
X2,

Se determind el momento de sensibilizacidén durante los cuatro
muestreos en las yeguas gestantes (de primera y segunda
gestacion) de un potro mula. Comparandose las medias obtenidas
por medio de la prueba estadistica de x? (con correccidn de Yates).
También se compard entre si la proporcién de las yeguas gestantes
a diferentes trimestre de gestacioén gue mostraron reaccién positiva a
hemdlisis y a aglutinacién en ambas diiuciones, por medio de la
prugba estadistica z.

Se determind el comportamiente de la produccién de los anticuerpos
contra el "Antigeno burro” en las yeguas sin gestacidén y gestantes
sensibilizadas. Para ello se identificaron e hicieron comparaciones
entre todas las yequas que durante el primer muestreo dieron
resultados positivos a hemolisis y a aglutinacién, y que en los
subsecuentes muestreos dieron resultados diferentes (disminuyendo
la concentracion © dando negativos). Realizandose lo mismo con las
yeguas que presentaron esta condicion a partir del segundo
muestreo, Para las comparaciones se utilizé {a prueba estadistica
Analisis de vartanza en dos direcciones por rangos de Friedman.

De las yeguas sin gestacion y gestantes que presentaron reaccion
positiva, se determiné el comportamiento de los anticuerpos contra el
“Antigeno burro®, esfo es si fue como hemdlisis, aglutinacidn y
hemolisis o solamente aglutinacién. Para esto se utilizd la prueba
estadistica z.

Se detecté y compard el porcentaje de yeguas que fueron positivas
durante la gestacion y continuaban positivas después del parto, para
ver el tiempo en que desaparecia la sensibilizacidn. Utilizandose

también la prueba estadistica z.
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Nota. Para todas la pruebas estadisticas utilizadas, se establecio

come diferencia significativa si p < 0.05.

C. Para lograr los objetivos planteados en los que a la presencia de
Isoeritrélisis neonatal y mortalidad en los potros mulas, se aplicé la

siguiente metodologia:

a. Se realizé un estudio retrospectivo para determinar la tasa de
fertilidad de las yeguas de vientre y la tasa de mortalidad de los
potros mulas por ciclo reproductivo y en total.

b. Se realizd un estudio retrospectivo para detectar a las yeguas
positivas o no, madres de los potros muertos. También los archivos
clinicos de dichos fueron revisados para determinar la causa de su
fallecimiento, asi como la prevalencia e incidencia de Isoeritrolisis
neonatal en los potros mulas gue conformaban fa muestra en

estudio.
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V. Resuitados.

A Porcentaje de yeguas dedicadas a Ja produccién de hibridos
sensibilizadas.

El Cuadro 10, muestra que un total de 96 yeguas fueron identificadas como
reactoras positivas al "Antigeno burro” durante los cuatro muestreos, lo que
representa un 39.2% de las 245 yeguas evaluadas. Como puede observarse, la
proporcitn de yeguas positivas no fue significativamente diferente en las yeguas
que nunca gestaron 29 de 82 (35.4%) con respecto de aquellas que tuvieron una o
mas gestaciones 67 de 163 (41.10%). ©~ **

Cuadro 10. Yeguas con reaccién positiva y negativa durante los cuatro

muestreos.

Ndmero de Positivas Negativas Total
Gestaciones No. % No. % No. %
Sin gestacién 29 354 53 64.6 82 100

1 52 40.3 77 59.7 129 100
2 13 46.4 15 53.6 28 100
3 2 33.3 4 66.7 6 100
Total 96 39.2 149 60.8 245 100

Nota: Aquf se tomaron en cuenia a todas las yeguas que nunca presentaron una gestacién, asi como aguellas que alguna
vez estuvieron gestantes y que mostraron sensibilizacidn durante uno o mas de los euvatro muasireos,

B. Momento de sensibilizacidén de las yeguas gestantes de un potro mula.

En el Cuadro 11, observamos que en las yeguas que durante los cuatro
muestregs fueron detectadas gestantes, el promedio general de dias en que
aparece la reaccién positiva tanto a hemdlisis como aglutinacion es de 224.5 con
una desviacion estandar de 97.28 y un intervalo de 196 a 253 dias. Para las



yeguas de primera gestacién dicho intervalo fue de los 237 a 280 dias, mientras
que para las yeguas de segunda gestacion pueden presentar sensibilizacion entre
los 53 y 224 dias de gestacion, todo esto con un intervalo de confianza del 95%.

Cuadro 11. Yeguas detectadas en estado de gestacién de acuerdo al nimero

de dias en que dieron resultados positives (hemolisis yfo aglutinacion).

Nimero de gestacién

Primera ; Segunda | Tercera Total

N 32 12 1 45
Promedio 258.75 138.50 161 224 .51
Desy. est. 61.76 151.58 - 97.28

Moda 259 3 - 259

Mediana 259 121 - 247

Intervalo de confianza 95% |237-28B0| 53-224 - 196 — 253

Nota: Aqui se tomaron lodas las yeguas sensibilizadas que durante el momento exacto de alguno de los cualro muestreos,
especificamente se encontraban gestantes y se desecharon las yeguas sensibilizadas no gestantes.

En el Cuadro 12, se observa que las yeguas que cursaban con su primera
gestacion presentaron una media de 258.75 dias en que se detectaron resultados

positivos, mientras que las que cursaban con una segunda gestacion fue de solo

138.5 dias. Encontrando una diferencia estadisticamente significativa entre ellas.
{p < 0.05)

Cuadro 12. Diferencia entre las yeguas de primera y segunda gestacion en
dar resultados positivos.

Valores Primera gestacion | Segunda gestacion | Total
Sobre la mediana 19 2 21
Igual o menor a la mediana 13 10 23
Total 32 12 44

Nota: Aqui se tomaron en cuanta solamente a las yeguas sensibilizadas que durante el momento exacto de alguno de los
cuatro muestreos, se encontraban gestantes y se desecharon las yeguas sensibilizadas no gestantes, asl como la yegua
de tercera gestacion.

En el Cuadro 13, se observa que durante el primer trimestre de la gestacion
solamente el 7.69% de las yeguas dieron resultados positivos a la prueba de
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hemdlisis. La incidencia aumenté durante el sequndo trimestre (9.75%), llegando
a su maximo (17.39%) durante el tercer trimestre de la gestacion, y en el cuarto
trimestre, se mantuvo estable (16.66%). Independientemente del trimestre de la
gestacion, aproximadamente la mitad de las reacciones positivas se obtuvieron
con una dilucion de 1/2 y la otra mitad con una dilucién de 1/16. Encontrando una
diferencia estadisticamente sigﬁiﬁcativa solamente entre el segundo y tercer

trimestre de la gestacion, ®<%%

Cuadro 13. Incidencia de resultados positivos utilizando la prueba de

hemdlisis en diferente trimestre de la gestacién.

Trimestre Yeguas Negativas | Positivas | Positivas Total
de gestacion muestreadas a2 a 1116 positivas
12, (1-80 dias) 39 36 1 2 3 (7.569%)
2°, (91180 dias) 82 74 5 3 8 (9.75%)
3°, (181-1270 dias) 138 114 10 14 24(17.39%)
4°, (270 o mas dias) 42 35 4 3 7 (16.66%)
Total 301 259 20 22 42 13.95%)

Nota: Aqui algunas yeguas se contabilizaron una o méds veces por haber presentado una o mas gestaciones durante el
tiempo transcurrido entre 105 cuatro muestreos,

En el Cuadro 14, se observa que la incidencia detectada por medio de la
prueba de aglutinacidn fue muy baja en todos !os trimestres de la gestacion,
notandose solamente un ligero incremento en el cuarto trimestre. Encontrando
una diferencia estadisticamente significativa entre el tercer y cuarto trimestre de

gestacion. © <%



Cuadro 14,

Incidencia de resultados positivos utilizando la prueba de

aglutinacion en diferente trimestre de la gestacién.

Trimestre de Yeguas Negativas | Positivas | Positivas | Total de
gestacién muestreadas aif2 a1M6 | positivas

1% {1-90 dias) 36 34 1 1 2{5.5%)
2" (91-180 dias) 82 80 2 - 2 (2.43%)
3- (181-1270 dias) 129 128 1 - 1 (0.77%)
4~ (270 o mas dias) 51 48 3 2 5 (9.80%)
Total 298 288 7 3 10 (3.5%)

Nota; Aquf algunas yeguas se contabilizaron una o mas veces por haber presentado una o mas gestaciones durante &l

tiempo transcurrido entre los cuatro muesireos,

C. Comportamiento de los anticuerpos contra el “Antigeno burro” en las

yeguas sensibilizadas.

En el Cuadro 15, podemos observar que con el objeto de determinar si una

vez desarrollados titulos positivos estos se mantienen durante varios meses o se

reducen rapidamente, se procedio a identificar a las yeguas que durante el primer

muestreo dieron resultados positivos a hemélisis y en los subsecuentes muestreos

presentaron resultados diferentes, ya sea disminuyendo la concentracién o

simplemente dieron resultados negativos, detectdndose 42 yeguas. Encontrando

que el comportamiento de los resultados positivos a hemdlisis en el primer

muestreo es diferente estadisticamente de los resultados observados en los

subsecuentes muestreos, es decir que en su mayoria tendieron a dar resultados

negativos en los posteriores muestreos.

(p < 0.05)




Cuadro 15, Yeguas que presentaron resultados positivos a hemadlisis en el
primer muestrec en comparacién con {os resultados de los
muestreos subsecuentes.

No.| Mat. yegua |17 muestreo |2 muestreo 372 muestreo | 4/° muestreo
1 2180 1/16 - - -
2 9/88 1116 172 1716 -
3 10/88 1116 - - -
4 16/88 1/16 - - -
5 22/88 1/16 - - -
6 25/88 1/16 - 12 -
7 27/88 1/16 - - -
8 34/88 172 - - -
2 43/88 1116 - 1/2 -
10 53/83 1/16 - 116 -
11 65/88 1116 - - -
12 70/88 116 - - -
13 71/87 1116 12 - -
14 71/88 1116 - - -
15 79/88 i16 - - -
16 80/87 116 - - -
17 87/88 1416 - - -
18 89/88 1716 - - -
18 109/88 1116 - - -

20 114/88 1116 1116 - -

21 116/88 1716 1/16 - s

22 129/87 1/16 - - -

23 147/87 1716 - - -

24 149/86 1116 - 112 -
25 188/88 172 - 1418 -
26 207/88 1/2 112 112 1/2
27 213/88 12 1/16 - -
28 220/88 1/2 - - -
29 235/88 1/16 - - -

30 236188 116 - - -

H 237/88 116 - - -

32 282/88 116 - - -
33 286/87 116 - - -
34 288/88 1116 - - -
35 280/88 142 - - -
36 291/87 1716 - - 112
37 337/88 172 - 1/2 -
38 335/87 172 - 116 -
39 355/87 172 - 1116 -

40 372/88 1/2 - - -

41 391/38 1116 - - 116

42 400/88 112 116 112 -

Nota: Aqui se tomaron en cuenta a todas [as yeguas sensibilizadas sin imporiar si estaban vacias, gestantes o su

numero de gestacion.




En el Cuadro 16, tenemos que posteriormente se selecciond otro grupo de
24 yeguas que dieron resultados negativos en el primer muestreo pero positivos a
hemolisis en el segundo muestreo, pero que también en los restante muestreos
presentaron resultados diferentes, ya sea disminuyendo la concentracion o dando
resultados negativos. Encontrando que también la tendencia es presentar

resultados negativos en los muestreos subsecuentes. ©<%%%

Cuadro 16. Yeguas que presentaron resultados positivos a hemdlisis
en el segundo muestreo en comparacién con los resultados de los

muestreos subsecuentes.

No prog. | Yegua 2% muestreo 3 muestreo 4/ muestreo
1 20/87 116 - -
2 110/88 1116 - -
3 119/88 12 - 1716
4 123/87 112 - 1/2
5 172/88 12 - -
6 198/87 172 - -
7 216/88 112 116 -
8 266/88 1/16 - -
g 267/88 1/16 - -

10 268/88 1/16 - -
11 275/88 1116 172 -
12 285/88 1116 - -
13 208/88 1116 - -
14 300/87 1/16 1/18 -
15 308/88 ne 112 172
16 302/88 11186 - -
17 327/88 1716 - -
18 347/88 112 - -
18 364/88 16 - -
20 375/88 172 12 -
21 377/88 1116 - -
22 378/88 1/2 - -
23 387/88 1/2 112 -
24 399/88 1116 112 -

Nota; Aqul se fomaron en cuenta a lodas las yeguas sensibilizadas sin importar si estaban vacias, gestantes o su namero
de gestacion.
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En e! Cuadro 17, observamos a que las yeguas que durante el primer
muestreo dieron resultados positivos a aglutinacién y en los subsecuentes
muestreos presentaron resultados diferentes, ya sea disminuyendo la
concentracién o simplemente dieron resultados negativos, fueron solamente 6
yeguas. Encontrando que el comportamiento de los resultados positivos a
aglutinacion en el primer muestreo es diferente de los observados en los

subsecuentes muestreos, es decir que también tendieron a dar resultados

negativos en los posteriores muestreos. <%

Cuadro 17. Yeguas que presentaron resultados positivos a aglutinacion
en el primer muestreo en comparacion con los resultados de
los muestreos subsecuentes.
No. | Yegua | 1/ muestreo | 2° muestreo | 3/° muestreo | 4/ muestreo
1 | 87/87 172 - - -
2 1157187 172 - - -
3 | 163/87 1/16 - - -
4 [290/88 112 - - -
5 |294/88 1/2 - - -
6 [391/88 112 - - -
Nota: Aqui se tomaron en cuenta a todas las yeguas sensibilizadas sin imperiar si estaban vacias, gestantes ¢ su numero
de gestacion,

En el Cuadro 18, observamos que posteriormente se seleccioné un grupo
de 15 yeguas que dieron resultados negativos en el primer muestreo pero
positivos a aglutinacién en el segundo muestreo, pero que en los restante
resultades diferentes,

muestreos  presentaron ya sea disminuyendo la

concentracion o dando resultados negativos. Encontrando que también la

tendencia es presentar resultados negativos en los muestreos subsecuentes.
{p < ©.05)



Cuadro 18. Yeguas que presentarcn resultados positivos a aglutinacién en
el segundo muestreo en comparacion con los resultados en los

muesfreos subsecuentes.

No.prog.| Yegua | 2/ muestreo 37/ muestreo 4° muestreo
1 5/88 1/16 - -
2 9/88 1/16 - -
3 20/89 1/2 - 112
4 70/88 2 - -
5 119/88 116 - 112
6 207/88 112 1/2 -
7 268/88 1/2 - -
8 206/87 112 - -
9 300/87 1/2 - -
10 302/88 172 - -
11 327/87 12 - -
12 327/88 172 - -
13 347/88 1/2 - -
14 364/88 1/16 1/16 -
15 400/88 1/16 - -

Nota: Adqui se tomaran en cuenta a todas las yeguas sensibilizadas sin importar si estaban vaclas, gestantes o su nimero
da gestacion,
D. Hemélisis contra aglutinacion.

Como se muestra en el Cuadre 19, la prueba de hemdlisis resultd mas
sensible que la de aglutinacién, ya que la mayoria 68 (70.8%) de los casos
positivos fueron detectados por la prueba de hemdlisis, mientras que 23 (24%)
casos fueron por hemdlisis y aglutinacion, y solamente 5 (5.2%) de los casos
positivos fueron detectados solamente por la prueba de aglutinacién. Encontrando
que hay una diferencia estadisticamente significativa al comparar estas

proporciones, <%0
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Cuadro 19.  Clasificacion de las yeguas positivas de acuerdo a la prueba

mediante la cual fueron diagnosticadas.

Numero de | Hemélisis | Hemélisis/Aglutinacién | Aglutinacién Total

gestacion | No. ! % | No. % No. % No. | %

Sin 26 1897 3 10.3 - - 29 | 100
| gestacidn

1 33 |635] 16 307 3 5.8 52 | 100
2 7 [538( 4 30.8 2 15.4 13 | 100
3 2 100 - - - - 2 1100

Total 68 | 708 23 24.0 5 5.2 96 | 100

E. Comportamiento de los anticuerpos contra el "Antigeno burro” en las

yeguas paridas de una gestacion con un potro mula.

En el Cuadro 20, cbservamos que se procedio a la deteccidon de yeguas que
durante su gestacion fueron identificadas como positivas, para conocer si una vez
paridas siguen presentando una reaccién positiva (hemdlisis, hemdlisis y
aglutinaciéon o solamente aglutinacién), ¥ hasta cuando es el tiempo maximo de
dicha presencia de anticuerpos, en caso de que estos se presenten. Encontrando
a 38 yeguas que siguieron presentando reaccion positiva después del parto, de
las cuales 15 {39.5%) yeguas presentaron reaccion positiva entre 1 y 90 dias de
paridas, 11 {28.9%) yeguas entre los 81 y 180 dias, 8 (21.1%) yeguas entre 180 y
270 dias, y solamente 4 (10.5%) presentaron reaccién positiva a los 271 0 mas
dias después de paridas. Existiendo una diferencia estadisticamente significativa
solamente entre el primero y el cuarto trimestre de paridas, ya que en los
trimestres intermedios se presentd una disminucidn gradual no significativa entre

.05
ellog, P <99



Cuadro 20.

Yeguas que presentaron reaccidn positiva a hemélisis ylo

aglutinacién segun numero de dias posteriores al parto de un

potro mula.
Dias de Reaccion positiva
parida Hemodlisis Aglutinacion Hemdlisis y Total
Aglutinacion
No % No. % No. % No. | %

1a90 8 | 42.1 3 30 4 44.4 15 } 395
91a 180 6 | 316 3 30 2 22.2 11 |} 289
181a270: 3 } 158 3 30 2 22.2 8 12141
271 o mag 2 ] 105 1 10 1 11.1 4 {105
Total 19 | 100 10 100 9 100 38 | 100
F. Presencia de Isoeritrolisis neonatal y mortalidad en los potros mulas.

En el Cuadro 21, tenemos que en lo referente a los 200 nacimientos de

muletos registrades durante los tres ciclos reproductivos considerados (91/92,

92/93 y 93/94), se pudo observar que durante 1993 se presenté el mayor nimero

de ellos con 104, en contraparte con

los registrados en 1992 con 32 y los

ocurridos en 1894 con 62 nacimientos. La tasa de ferilidad (numero de

nacimientos durante el periodo de estudio entre nimero de yeguas en edad fértil

incluidas en el estudio) fue de 27.21%) y la tasa de mortalidad en los muletos

(namero de muletos muertos entre el total de nacimientos durante los ciclos

reproductivos mencionados), fue de 3.0%.

Cuadro 21. Nimero de nacimientos y defunciones de muletos registrados

por afo.
Afio | Nacimientos | Tasa de fertilidad | Mortalidad | Tasa de mortalidad
por 100 por 100
1992 32 13.06 1 3.12
1993 104 42 .44 2 1.92
1994 64 26.12 3 4.68
Total 200 27.21 6 3.00

ar
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El Cuadro 22, muestra lo que respecta a las causas de muerte de los
potros mulas durante los tres ciclos reproductivos (91/92 = 1, 92/83 = 2 y 93/94 =
3), se pueden observar que ningin potre mula recién nacide murid a
consecuencia de la enfermedad Isoeritrblisis neonatal, al menos durante este
periodo, segun del diagnodstico realizado por el personal médico veterinario del
criadero, y avalado por el hecho de que la mayoria de las yeguas (matriculas
266/87, 147/88, 24/88 y 336/88) que parieron a estos potros mulas dieron
resultados negativos a hemdlisis y aglutinacion, y solamente dos de ellas
(matriculas: 198/87 y 336/88) dieron resultados positivos a hemdlisis (1/2) durante
el segundo muestreo, pero no continuaron con su sensibilizacién y produccion de

anticuerpos segln lo muestran los resultados de las pruebas serologicas.

Cuadro 22, Datos generales de los muletos que murieron en el periodo 92-94.

Ciclo} Mat No. } Reaccion | Reaccion Fecha Fecha Causa
rep. | yegua | dela a a del de la de la
gest. | hem.* | aglut* parto | muerte | muerte
91-92 | 266/87 1 negativa negativa 26/abrf92 | 8/jun/92 | entallamiento
de visceras
147/88 1 negativa negativa 5/4/93 9/8/93 mordedura
92/93 de ofidio

260/88 1 negativa negativa 231593 4/9/93 neumonia

24/88 2 positiva ¥z | negativaen | 28/08/94 1| 28/08/94 parto

solamente | todos los distocico
en el muestreos
segundo
muestreo

03/94 | 198/87 2 positiva % | negativaen | 25/09/94 | 25/09/94 debilidad
solamente | todos los
en el muestreos
segundo
muestreo

336/88 1] negativa negativa 4/5/94 4/5/94 debilidad

* Reaccion durante la gestacién de la yegua.




vl. Discusidn,

A. Porcentaje de yeguas dedicadas a la produccion de hibridos

sensibilizadas.

Traub-Dargatz, et al, (1995) M® realizé un estudio con yeguas dedicadas a la
produccion de mulas que fueron montadas por un solo semental burro, en donde
la totalidad de esas yeguas presentaron una produccién de anticuerpos contra el
“Antigeno burro”. En el presente trabajo se encontrd que de las 245 yeguas que
representan el total de la muestra durante los tres ciclos reproductivos
considerados (91/92, 92/93 y 93/94), solamente 96 (35.2%) yeguas presentaron
sensibilizacién. La incidencia de sensibilizacién se mantuvo relativamente baja
independientemente de si las yeguas eran de primera gestacion (40.3%), de
segunda gestacion (46.4%) o de tercera gestacion (33.3%). Cabe aclarar que
aunque en esta investigacidon no se realizd ningun estudio para detectar la
presencia del “Antigeno burro” en la poblacion de sementales burros y potros
mulas, de acuerdo a los trabajos previos de otros autores, tedricamente todos los
potros mulas deben tener este antigenc, por lo que se esperaria una reaccion de

U418 por 1o que los resultados

sensibilizacion en el 100% de las yeguas.
sugieren que aunque el "Antigeno burre” estd presente en las crias, no siempre
produce una reaccidn de sensibilizacién en la yegua. Esto es confirmado por los
resuttados de trabajos con otros sistemas de antigenos, en los que se ha
encontrado que solamente el 50% (del 2%) de las yeguas PSly el 17% (del 22%)
de las yeguas Standardbred de paso que estan en riesgo por ser Aa- producen
anticuerpos anti-A al estar gestantes de una cria Aa+. "% También en ésta
investigacion se presentd sensibilizacion en yeguas gue aparentemente nunca
estuvieron gestantes (no mostraron un potro vivo). Esto podria deberse a una
exposicion a eritrocitos incompatibles por una transfusidn sanguinea previa o una
exposicion a agujas hipodérmicas contaminadas con tejidos de asnos, ya que
ambas condiciones pueden inmuniza a las yeguas contra el “Antigeno burro”,

provocando la formacion de anticuerpos. Otra posibilidad es que las yeguas hayan



tenido gestaciones no reconocidas debido a mortalidad y reabsorcion del embrion
0 a un aborto. Es conocide el hecho de que la incidencia de mortalidad
embrionaria y aborto en yeguas gestantes de burro es elevada. ¥ Ademas, las
grandes extensiones en Jas gue mantuvieron las yeguas en el presente trabajo,
hacen dificil la identificacién de un aborto. Debe recordarse que en el presente
trabajo no se realizaron diagnosticos de gestacion, sino que las fechas de

gestacién se calcufaron retrospectivamente a partir del nacimiento. (cuadro 10)
B. ~ Momento de sensibilizacién de las yeguas gestantes de un potro mula.

De acuerdo a diversos autores, los anticuerpos contra los antigenos de los
eritrocitos de los caballos, usualmente hacen su aparicion hasta que la gestacion
esta avanzada. 5887129 Eqte incremento de los titulos de anticuerpos en el
suero de una yegua inmunizada durante la (ltima fase de la gestacion, fue primero
demostrada por Bruner, et al, (1948) ®y Doll, ef af, (1952).®¥ En el presente trabajo
s& confirma que fa presencia de sensibilizacidn contra el "Antigeno burro” puede
presentarse desde la primera gestacion en yeguas servidas con burro, tal como ha
sido sugerido por otros autores, "% y que la presencia de sensibilizacion es mas
frecuente durante el tercer y cuarto trimestre de la gestacion, aunque en algunos
animales se presenté desde el primer trimestre. (cuadros 11,12, 13 y 14)

C. Comportamiento de los anticuerpos contra el “Antigeno burro” en las

yeguas sensibilizadas.

Tradicionalmente se ha considerado que una vez que las yeguas se han
sensibilizado contra el “Antigeno burre”, generalmente durante la primera gestacion,
esta sensibilizacion simplemente genera una respuesta inmune primaria, resultando
en informacién que sera guardada en la "memoria” de las cefulas. Por lo que sien
futuras gestaciones, ocurren estimulaciones antigénicas subsecuentes, estas
desencadenan una reaccion inmune mas fuerte, ta cual resulta en una elevacién

mucho mas rapida de los anticuerpos que la ocurrida durante la inmunizacién
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primaria, con un aumento marcado de anticuerpos antieritrocitos durante las dltimas
4 semanas de gestacion, S234THEBUIND Lioyward y Cronin, (1955), © hicieron
una descripcién de la concentracién de anticuerpos en el suero de una yegua
preparturienta sensibilizada por los antigenos de los eritrocitos del feto, el cuat fue
probado a los 20 y 12 dias antes de su parto con los eritrocitos del semental que
la cubrié para deteccién de titulos de anticuerpos, encontrando que la cantidad de
anticuerpos aumentaba conforme se acercaba el momento del parto. Muchos
autores han concluido que los mayores titulos de anticuerpos se producen en
yeguas previamente sensibilizadas en respuesta a los mismos antigenos poco
antes del parto, por lo que el mejor momento para probar si la yegua gestante
esta produciendo anticuerpos contra los antigenos de los eritrocitos es en el dltimo
mes de dicha gestacion. ®133031383954K84678410211815) o |3 misma forma, la
inyeccién de eritrocitos de burro a la madre de un potro mula afectado preducira una
respuesta mas rapida y mas grande que en una yegua no servida por un burro, ya
que la yegua iniciard una respuesta basada en su "memoria inmunclogica“. Una
yegua puede responder con anticuerpos desde los 56 dias posconcepcion; sin
embargo, el paso mas grande de eritrocitos de! feto hacia la madre ocurre en el
ultimo mes de gestacion y durante el parto, como resultado del rompimiento de los
vasos sanguineos de la placenta, (&7:1518.47.65.66.82.83.102123)

En el presente trabajo se encontrd un resultado inesperado, ya gue se
observé que muchas yeguas que durante el primer muestreo dieron resultados
positivos, en los subsecuentes muestreos presentaron resultados diferentes, ya
sea disminuyendo la concentracion o simplemente dando resultados negativos.
En teoria, una vez presentada la sensibilizacion, esta deberia mantenerse o
inclusive aumentar mientras el "Antigeno burro” siga presente, como ocurre a lo
largo de toda la gestacion de un potro mula. La reduccion o desaparicion de los
titulos de anticuerpos conforme avanza la gestacién podria explicar el porque no
se presentaron casos de IN en los potros a pesar de la relativamente alta

incidencia de anticuerpos en algun momento de la gestacién. (cuadros 15, 16, 17,
y 18)



D. Hemodlisis contra aglutinacion.

Los resultados obtenidos de algunos estudios de los sistemas antigénicos
en los caballos, concluyen que los anticuerpos responsables de la produccion de
la Isoeritrélisis neonatal en los potros equinos la mayoria de las veces actdan mas
como hemolisinas que como aglutininas, ®WAMMSTETMETONI0ZIN0 £, g
presente trabajo se confima también que las pruebas mas efectivas para la

identificacion de la enfermedad son los ensayos hemoliticos. (cuadro 19)

E. Comportamiento de los anticuerpos contra el “Antigeno burro” en las

yeguas paridas después de una gestacién con un potre muta,

Respecto del comportamiento de la produccion posparto de los anticuerpos
contra el “Antigeno burro”, segin lo publicado por algunos autores los anticuerpos
usualmente muestran una rapida caida en sus titulos (24 a 72 horas posparto).
B.578567.128) Sin embargo, en el presente trabajo Se encontraron que de las yeguas
con esta caracteristica (paridas), continuaron produciendo anticuerpos contra el
“Antigeno burro”, inclusive hasta el cuarto trimestre posparto (271 o mas dias).
{cuadro 20)

F. Presencia de Isoeritrélisis neonatal y mortalidad en los potros mulas.

Los trabajos cientificos publicados por una gran cantidad de investigadores, indican
que en los caballos la Isoeritrdlisis neonatal ocurre unicamente por ingestién y
absorcion de los anticuerpos contra los antigenos de los eritrocitos del recién

(3.6,29.30,38,39,64.66,6782.84.102.111) P, presente trabajo el porcentaje de

nacido.
mortalidad neonatal y perinatal fue muy reducido, ya que (nicamente el 3 (1.5%) de
los potros mulas murieron en las primeras 24 horas de vida, y otro 3 (1.5%) en los
primeros tres meses de vida. Aunque en el presente estudio no se realizé ninguna
prueba para determinar ta concentracion de inmunoglobulinas en la sangre de los

potros recién nacidos, la baja mortalidad neonatal indica que en la poblacion de
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potroes mulas cbjeto de este estudio se produjo una adecuada transferencia de
inmunidad pasiva de las madres a las crias, lo que implica que el calostro tenia
anticuerpos, que las crias ingirieron calostro y que la absorcion de los anticuerpos
fue adecuada, ya que de no haberse presentado una adecuada transferencia
pasiva, el porcentaje de mortalidad en esta etapa de la vida del potro mula tan
delicada, habria sido definitivamente mucha mas grande que [o observado,
independientemente de la patologia. Destacando también el hecho de que a pesar
de que cerca del 40% de las yeguas gestantes presentaron sensibilizacion contra
el "Antigeno burro”, en el presente trabajo no se presentaron casos de
Isoeritrélisis neonatal. {cuadros 11, 21y 22)

Por otro lado, generalmente se considera que la sensibilidad inicial durante
la primera gestacién usualmente ocurreé sin complicaciones adversas para el
potro, siendo la presentacion de ésta enfermedad muy rara en los recién nacidos
de yeguas primiparas debido a que la inmunizacion primaria ocurre muy tarde en
la gestacion, por lo que la cantidad de anticuerpos contra los eritrocitos que
alcanzan a concentrarse en el calostro es insuficiente para desencadenar la IN,
(18.29.30.31.34.36.39.5.58.6452841021) £t podria explicar la ausencia de Isoeritrolisis
neonatal en los potros mulas de yeguas que se encontraban en su primera gestacion.
Sin embargo, en el presente trabajo tampoco se presento la enfermedad en los potros
mulas de yeguas sensibiizadas que se encontraban en la segunda o tercera
gestacion con potro mula. (cuadro 22)

En la literatura se reporta mucha variacién en cuanto al nimerc de afnos que
una yegua lleva en la reproduccion antes de producir un potro con Isoeritrolisis
neonatal (1-18), ia edad de las yeguas antes de gue se presente la enfermedad (6
a 22), asi como el nimero de gestaciones (en promedio se presenta en la
segunda o tercera gestacion, pero se han diagnosticado casos tan tardios como
en la décima segunda gestacidén; aungque algunos autores mencionan que la
enfermedad puede ocureir desde la primera gestacion).
(1215181930313 9442474 68118125 £y o) presente trabajo, tenemos que cuatro
yeguas (matriculas: 266/87, 147/88, 260/88 y 336/88) de las cuales su potro mula
murid, eran de primer parto y dos {matriculas: 24/88 y 198/87), de segundo parto.



Cabe destacar que Unicamente en las yeguas de segundo parto se detectd una
reaccion positiva *12", (exclusivamente en el segundo muestreo); por lo que no es
posible relacionar a la enfermedad de IN como la causa de la muerte de sus crias,
apoyados en otros factores como lo es la historia y signos clinicos, ademas de los
resultados de las necropsias. (cuadro 22}

Respecto de la dificultad de relacionar a los anficuerpos con la presencia o
ausencia de la lsoeritrdlisis neonatal, Noda y Watanabe, (1975) “® tuvieron
problemas para determinar la refacion entre los grupos sanguineos y la presencia
de ictericia en los potros, concluyendo que dicha prediccidén es mas facil si la
ictericia presente en el potro es causada por hemolisinas que la yegua forma

8 presentan una

contra su cria. También Traub-Dargatz, et al, (1995),
investigacion en donde son examinados cuatro potros mulas recién nacidos cuyo
padre era el mismo, y que con anterioridad se le habia practicado una evaluacion
para la identificacion del “Antigeno burre”, presentandolo. Llegando a la conclusion
de que fas razones para que dos de los cuatro potros no presentaran IN a pesar de
que todas las madres habian desarrollado anticuerpos contra el antigeno de sus
eritrocitos, son “desconocidas”; siendo posible que a pesar de la presencia de
anticuerpos antieritrocitos en el suero de las yeguas, la concentracién de ellos en el
calostro pude haber sido baja. Sin embargo, en dicho trabajo se determind que los
anticuerpos contra los eritrocitos de los potros si fueron detectados en el suero de
las madres antes y después del parto, y que el nivel total de IgG en ambos potros
fue mayor a 800 mg/dl, indicando una adecuada absorcién. Por lo que al parecer lo
que sucedié es que: 1) los potros no absorbieron anticuerpos especificos contra
sus eritrocitos; 2) estos fallaron en atacarlos; y 3) los anticuerpos si atacaron a los
eritrocitos pero fallaron en causar una lisis o aglutinacion significativa. En el
presente frabajo, a pesar de que los anticuerpos se comportaron mas como
hemolisinas que como agiutininas, no s& presentd ningin caso de IN; lo que
concuerda con algunos investigadores en el sentido de que definitivamente existen
otras causas adn no investigadas, que provocan que a pesar de la gran
incompatibilidad entre estas dos especies no siempre se produce lsoeritrdlisis

neonatal. (cuadro 19y 22)



La prevalencia reportada de IN en los potros mulas es de un 8 a 10%, con
una mortalidad del 25 al 50%, siendo mucho mas alta que en los caballos, en
donde en forma general se puede considerar una prevalencia de 0.5 a 1 0 hasta
2%, y las razones para esto son desconocidas ain, pero pueden ser el reflejo del
alto porcentaje de incompatibilidad de las gestaciones de mulas comparadas con

{213.151930.84.002.118) gy, embargo, aunque en el presente

las gestaciones del caballo.
trabajo el total de nacimientos fue de 200, Gnicamente se presentaron seis muertes
y una tasa de mortalidad del 3.0%, en los tres ciclos reproductivos considerados en
este estudio; con una prevalencia de IN en esta poblacién de cero, no obstante que
una gran cantidad de yeguas (39.20%) presentd una sensibilizacion (hemdalisis,
aglutinacién y hemdlisis y aglutinacion) importante durante su gestacién. {cuadros
10,21y 22)

En lo referente a la ircidencia de Isoeritrdlisis neonatal, tenemos que en
yeguas gestantes con caballo, los estudios genéticos de aloantigenos relacionados
con la enfermedad indican que deberia de ser de aproximadamente 14% de todos
los potros nacidos de este tipo de gestaciones, pero por alguna razén la verdadera
incidencia fue mucho menor, ya que la aloinmunizacién no ocurre en todas las
gestaciones incompatibles. ¥ Cronin, (1955) “? y Scott y Jeffcott, (1978) @
mencionan que en el Reino Unido la mayoria de los casos de IN han sido
observados en los caballos Pura Sangre Ingiés, y que la incidencia estimada es
inferior al 1%. Esta baja incidencia de maniestaciones clinicas es interesante, ya
que en mas del 25% de las gestaciones existe incompatibilidad entre los grupos
sanguineos de las yeguas y los sementales. “” En el presente trabajo, la incidencia
IN en la poblacién, también fue de cero; sin embargo, debemos tomar en cuenta lo
sugerido por Scott y Jeffcott, (1978) @ quienes dicen "el nimero actual y verdadero
de los casos de IN que ccurren, es muy dificit de medir, debido principalmente a un
incorrecto diagndstico, a la ocurrencia de casos subclinicos que no pueden ser
detectados si la anemia es ligera y con pocas manifestaciones clinicas o en los
casos en los cuales hay alguna muerte, fa causa especifica no pueda ser
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determinada”, asi como lo publicado por Traub-Dargatz, ef al, (1995 quienes

"observaron que las razones para la baja ocurrencia de IN severa en los potros
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mulas a pesar de la produccién de anticuerpos dirigidos contra los antigenos de sus
eritrocitos, ain estan bajo investigacion, pero se puede deber a que el potro mula no
desarrclla una verdadera anemia a la misma concentracién de anticuerpos en el
calostro como sucede en los potros equinos o aungue existe una incompatibilidad
total entre los progenitores de un potro mula, con respecto al "Antigeno burro”, no
todos los potros mulas son diagnosticados con IN, debido que los signos clinicos

que presentan estos animales no son reconocidos”. (cuadro 22)



VIl

Conclusiones.

En el presente trabajo es posible concluir lo siguiente:

A,

El porcentaje de yeguas dedicadas a la produccidn de hibridos que son
sensibilizadas contra el antigeno burro es menor (39.2%) al esperado, y la
incidencia de sensibilizacién no aumenta con las gestaciones posteriores, por

lo que nunca llega a alcanzar el 50%.

Tomando en cuenta las tres posibles causas por las cuales una yegua no
gestante (nuca presentd un potro mula al final de la época reproductiva) se
puede sensibilizar, la causa mas probable es una placentitis de una
gestacion que no finalizé con un potro vivo, por lo que no fue detectada o una

iatrogénica al tener contacto con agujas contaminadas con tejido extrafio.

La sensibilizacién contra el "Antigeno burro" en las yeguas dedicadas a la

preduccién de mulas se puede presentar desde la primera gestacion.

Existe una diferencia respecto del tiempo requerido para dar un resultado
positive entre las yeguas de primera y segunda gestacién, lo cual pone de
manifiesto que la primera gestacion sirve para montar una respuesta de

"memaoria".

El aumento en la cantidad de anticuerpos que permite que las yeguas
sensibilizadas sean detectadas por las pruebas inmunoldgicas, ocurre

principalmente durante el tercer y cuarto trimestre de la gestacion.

l.as yeguas con respuesta positiva tienden a disminuir la intensidad de la
respuesta o hacerse negativas en muestreos posteriores, lo que podria
explicar la nula incidencia de la condicién clinica en los potros. Sin embargo,

queda sin explicacidn la causa de supresion de la sensibilidad.

El compertamiento de los anticuerpos formados contra el “Antigenc burro” en

las yeguas gestantes de un semental burro, es muy parecido a los
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anticuerpos formados contra fos antigenos causantes de la IN en los potros
equinos (Aa y Qa), esto es, la mayoria de ellos actia como hemolisinas,

después como hemnolisinas y aglutininas y finalmente como aglutininas.

Los anticuerpos producidos contra el “Antigeno burro™ en las yeguas paridas
después de una gestacién de un potro mula, pueden conservarse durante

muchos meses.

A pesar de la elevada incidencia de sensibilizacién contra el "Antigeno burro
" en las yeguas, en el presente trabajo no se encontré un solo caso de
Isoeritrolisis neonatal detectables clinicamente, ni mortalidad por esta causa.

Debido a que no todas las gestaciones de mulas a pesar de alta
incompatibilidad en lo que se refiere al “"Antigeno burro” de los entrocitos
resultan en la presencia de Isoeritrélisis neonatal, otros factores diferentes de
dicha incompatibilidad deben estar jugando una importante funcion. Por lo

gque mas investigacion al respecto es necesaria.
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