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Resumen

El proposito de este trabajo fue evaluar el efecto de la administracion intravenosa
de una solucion de albtimina, sobre el tiempo de recuperacion de caballos productores de
plasma hiperinmune luego de ser sometidos a una sangria de escala industrial. Se encontro
que, a pesar de los grandes volumenes de sangre extraidos, la sangria produjo alteraciones
minimas en la electrofisiologia cardiaca, la hematologia y la bioquimica sérica de los
caballos. Aunque las diferencias de algunos pardmetros hematologicos y bioquimicos,
antes y después de la sangria, resultaron ser estadisticamente significativos, la mayoria
fueron clinicamente irrelevantes. Esta poblacion de animales present6 valores basales altos
de GGT, probablemente como consecuencia de la inmunizacidon con venenos de serpiente;
y valores altos de CK, posiblemente por su manejo en pastoreo a campo abierto.
Consecuentemente, la recuperacion luego de la sangria no requirid de un periodo de
reposo prolongado. La administracion intravenosa de albimina no aceler6 la recuperacion
de los caballos. Por el contrario, su administracion provoco reacciones adversas tempranas
y algin grado de afectacion a nivel hepatico. Se concluyd que la administracion de
albumina intravenosa no es Util para acelerar la recuperacion de los caballos sometidos a
sangria industrial para la produccién de plasma hiperinmune, pero no se descarta su

empleo para la atencion de otras patologias equinas.
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Abstract

This work evaluated the effect of the intravenous administration of an albumin
solution on the recovery time of hyperimmune plasma producing horses after being under
industrial scale bleeding. It was found that, in spite of the large volumes of blood
extracted, the bleeding produced minimal alterations in cardiac electrophysiology,
hematology and serum biochemistry of horses. There were statistically significant
differences of some hematological and biochemical parameters, before and after bleeding,
but none of them were clinically relevant. This population of animals presented high
baseline gamma-glutamyltransferase values, probably because of previous immunizations
with snake venoms; and high values of creatine kinase, possibly due to its management in
open field grazing. Subsequently, recovery after bleeding did not require a prolonged
period of rest. The intravenous administration of albumin did not accelerate the recovery
of the horses. In contrast, this administration caused early adverse reactions and some
degree of liver damage. It was concluded that the administration of intravenous albumin is
not useful to accelerate the recovery of horses exposed to industrial bleeding for the
production of hyperimmune plasma. It is recommendable to carry out specific studies for

the use of albumin for treatment of other equine pathologies.
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1. ANTECEDENTES

Los antivenenos empleados para el tratamiento de los accidentes ofidicos son
formulaciones de inmunoglobulinas purificadas a partir del plasma de animales (e.g.
caballos u ovejas) que han sido inmunizados con veneno de serpiente (Gutiérrez et al.,
2011). Tanto el proceso de inmunizacion como el de sangria para la obtencién de plasma
afectan el estado fisico de los animales productores de plasma hiperinmune (Estrada et
al., 1992; Angulo et al., 1997a, 1997b; Leon et al., 1999). Por eso, ambos procesos deben

ser disefiados y ejecutados priorizando la salud del animal sobre su productividad.

1.1.  Inmunizacion y sus efectos en animales productores de plasma hiperinmune.

Normalmente, la inmunizacién de animales con veneno de serpiente se realiza
mediante la inyeccion de pequefias cantidades de veneno mezclado con adyuvantes (i.e.
emulsiones o sales minerales), en dosis repetidas a lo largo del tiempo (Leon et al., 2011).
Sin embargo, al mismo tiempo que se estimula al sistema inmune para que produzca
anticuerpos contra las toxinas ofidicas, se expone a los tejidos del animal a suftrir dafio
local y sistémico ocasionado por los componentes del veneno (Estrada et al., 1992;

Angulo et al., 1997a; Leon et al., 1999; Waghmare et al., 2014).

La especie de animal mayormente seleccionada para la inmunizacion es el caballo,
debido a la facilidad de manejo y de los grandes volimenes de sangria que permite (Ledn
et al., 2011). Se ha observado que durante la primo-inmunizacion, caballos inyectados

por la via subcutanea con cantidades crecientes (i.e. desde 1,5 hasta 50 mg) de una


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Waghmare%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24582735
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mezcla de los venenos de Bothrops asper, Crotalus simus y Lachesis stenophrys

desarrollaron lesiones de severidad moderada en el sitio donde el veneno fue inyectado

(Estrada et al., 1992; Angulo et al.., 1997a; Leon et al., 1999; Figura 1).
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nenos de B. dsper, C. simus 'y L.
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Figura 1: Lesion local de un caballo inmunizado con una mezcla de ve
stenophrys para la produccion de un antiveneno poliespecifico.

Estas lesiones son caracterizadas por un edema que luego da lugar a la formacion
de abscesos. Mas adelante, estos abscesos titulizan, exponiendo el tejido dafnado a
infecciones secundarias que pueden complicar la cicatrizacion final (Estrada et al., 1992;
Leon et al., 1999). La mezcla de los venenos con quelantes de iones divalentes es una
estrategia que ha sido usada para reducir el dafio local durante la inmunizacion (Ledn et

al., 1999), ya que estos quelantes son capaces de inactivar a las metaloproteinasas



responsables de producir la mayor parte del dafio local (Rucavado et al., 2000), sin
afectar sus propiedades antigénicas (Leoén et al., 1999). Independientemente de si el
veneno fue inactivado o no, los caballos no desarrollaron efectos sistémicos de

envenenamiento (i.e. coagulopatia o hemorragia; Estrada et al., 1992; Leon et al., 1999).

En sangre, los caballos inmunizados con esta mezcla de veneno experimentan a
nivel sanguineo un incremento moderado de la cantidad de neutréfilos y linfocitos,
manteniendo invariable el tiempo de protrombina y la concentraciéon de plaquetas
(Estrada et al., 1992; Angulo et al., 1997a; Waghmare et al., 2014). Ademas, estos
caballos sufren de un descenso del hematocrito y la hemoglobina, que, al no estar
acompafiado de signos de hemdlisis intravascular o sangrados sistémicos, ha sido
asociado con algun tipo de efecto inhibidor de la hematopoyesis (Estrada et al., 1992;
Angulo et al., 1997a); sin embargo, la comprobacion experimental de esta hipdtesis aun

esta pendiente.

Por otro lado, el estudio de la bioquimica sérica de caballos inmunizados con la
mezcla de venenos descrita evidencidé la inducciéon de pequefios incrementos en la
actividad de la creatina quinasa (CK) y la alanina aminotransferasa (ALT), acompafiados
por una disminucion de la aspartato aminotransferasa (AST). Estos hallazgos han sido
identificados como consecuencias del dafio tisular producido por el veneno en el sitio de

inyeccion (Estrada et al., 1992; Angulo et al., 1997a).

También se encontrdé un incremento en la concentracion de lactato, el cual fue
relacionado con un aumento del metabolismo anaerdbico, producido como consecuencia

de la hipoxia generada en algunos tejidos por una disminucion de la perfusion que resulta


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Waghmare%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24582735
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del edema y la hemorragia local. Asi mismo, se demostr6 un incremento en la
concentracion de proteina total, posiblemente relacionada con el aumento en la
produccion de anticuerpos (Estrada et al., 1992; Angulo et al., 1997a) y de proteinas de

fase aguda.

No se encontr6 alteraciones en la actividad de la deshidrogenasa lactica, ni de la
gama-glutamil-transferasa (GGT) que sugirieran dafio hepatico u otras alteraciones que

sugirieran dafio renal (Estrada et al., 1992; Angulo et al., 1997a).

1.2.  Sangria y sus efectos en los animales productores de plasma hiperinmune.

Los caballos empleados como productores de plasma hiperinmune son sometidos a
procesos de extraccion de grandes volumenes de sangre para obtener el plasma que
constituye el material de partida en el proceso de purificacion de inmunoglobulinas y
formulacion de antivenenos (Leon et al., 2018). En un protocolo usual, caballos de 400-
450 kg son sometidos a sangria durante tres dias consecutivos, colectando en cada sesion
un volumen de sangre igual al 2 % de su peso corporal, y alternando las extracciones de
sangre con autotransfusiones de los globulos rojos separados del plasma colectado el dia
anterior (Angulo et al., 1997b). Se ha demostrado que los glébulos rojos extraidos
empleando anticoagulantes como el ACD (i.e. 4cido citrico 0.093 mol/L, citrato de sodio
0.197 mol/L y dextrosa 0.6 mol/L) conservan su viabilidad por hasta 35 dias a 2 °C — 8
°C (Niinisto et al., 2008). Sin embargo, aspectos como la técnica aséptica durante la
sangria y la separacion del plasma deben ser realizados cuidadosamente, con el objeto de

preservar la integridad de los gldbulos rojos, de modo que sea posible emplearlos en las
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autotransfusiones (Feige et al., 2003). A pesar de eso, normalmente, los globulos rojos

colectados durante el tercer dia son descartados (Angulo et al., 1997b).

Como consecuencia de la sangria, se produce una disminuciéon de las
concentraciones séricas de sodio y potasio (Angulo et al., 1997b). Para contrarrestar este
desbalance electrolitico, es frecuente que la dieta de los animales sea suplementada con
sales y que luego de la autotransfusion del tercer dia, los caballos sean hidratados por la
administracion intravenosa de 10 L de lactato de Ringer (i.e. Na" 130 mEqg/L, K™ 4

mEq/L, Ca’" 4 mEq/L, Cl- 111 mEq/L y lactato 27 mEq/L; Angulo et al., 1997b).

Algunos estudios indican que, en comparacion con los métodos convencionales de
sangria, la plasmaféresis automatizada permite la colecta de mayores cantidades de
plasma, con mejor perfil microbioldégico y menor contaminacion con células sanguineas
(Gordon et al., 1986; Becht y Gordon, 1987; Morris, 1987; Feige et al., 2003). No
obstante, mientras algunos reportes indican que de cuatro y 11 litros podran ser
producidos empleando plasmaféresis automatizada (Magdesian et al., 1992; Feige et al.,
2003), los resultados no publicados del ICP demuestran que los métodos de sangria
convencionales para un caballo, dependiendo de su tamafio, pueden producir entre ocho
litros y diez litros de plasma por sangria. Ademas, dependiendo del titulo del animal y de
la formulacion del producto, cada litro de plasma equino puede traducirse en 30 a 40

viales de antiveneno.

Luego de la plasmaféresis automatizada, los caballos presentan un aumento
moderado del hematocrito (Feige et al., 2005). Debido a que en el proceso los animales

reciben una cantidad de lactato de Ringer igual a la del plasma cosechado, es poco
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probable que este fendémeno se deba a deshidratacion. Los autores indican que el aumento
del hematocrito podria deberse a una liberacion esplénica de eritrocitos por estrés. Sin
embargo, también consideran que podria deberse a la salida de liquidos del espacio

intravascular causada por la pérdida de presion oncética (Magdesian et al., 1992; Feige et

a., 2005).

Los caballos sometidos a sangria o plasmaféresis automatizada reducen su
concentracion de proteina sérica (Angulo et al., 1197b; Feige et al., 2005). Sin embargo,
esta disminucion presenta una magnitud menor a la esperada de acuerdo con la cantidad
de plasma extraido (Feige et al., 2005). Se cree que esto sucede por la reposicion de la
albumina plasmatica extraida por albumina proveniente de las reservas de albumina

extravascular, que constituye mas del 65 % de la albimina corporal total (Kaneko, 1989).

Se estima que cerca de 25 dias son requeridos para que los caballos recuperen su
concentracion plasmatica de proteina total (Magdesian et al., 1992), y de entre 30 a 50
dias para reponer por completo sus reservas de albumina extravascular (Fleck and Colley,
1984; Magdesian et al., 1992). Por eso, algunos autores recomiendan que las
plasmaféresis no sean realizadas con mayor frecuencia a la de una vez cada 30 dias

(Magdesian et al., 1992; Malikides et al., 2001; Feige et al., 2005).

En el caso de los caballos productores de plasma para la elaboracién de
antivenenos, estos se dejan reposar por ocho semanas para que repongan su condicion
fisica, hematoldgica y bioquimica sérica, antes de ser sometidos a la siguiente sangria.
Sin embargo, la dindmica de recuperacion de estos animales durante el periodo de

descanso no ha sido estudiada en detalle (Ledn et al., 2015). No existe evidencia de que
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este tiempo sea insuficiente o excesivo para que la recuperacion de los caballos se

complete.

El tiempo maximo que tardan los caballos en recuperarse luego de una sangria
determina el mayor numero de sangrias a las que los animales pueden ser sometidos en
un periodo particular, sin desmejorar su estado fisico. Establecer este lapso es importante
porque permite maximizar la productividad de plasma y reducir los costos de produccion
de los antivenenos; lo que permitiria poner los antivenenos a disposicion de mas
comunidades, mismas que los requieren a un menor costo. En ese sentido, se ha sugerido
que la administracion de albumina equina intravenosa (AEI) podria acelerar la

recuperacion de los caballos y asi mejorar su productividad de plasma.
1.3. Generalidades de la albumina.

La albumina es una proteina de 67 kDa que aparecié por primera vez en los
vertebrados mas primitivos, segin lo indica su trazado evolutivo hasta los peces
teledsteos. Por eso, en la actualidad es posible encontrarla en peces, reptiles, aves y
mamiferos (McLachlan y Walker, 1977; Bujacz, 2012). Entre las funciones principales de
la albimina se encuentran el mantenimiento de la presion oncética, la regulacion del pH
plasmatico, la modulacion inmunologica, y el transporte de calcio, hormonas tiroideas,
hormonas liposolubles, acidos grasos libres y bilirrubina no conjugada (Hrkal y

Klementova, 1984; Simard et al., 2006).

La albumina es sintetizada por el higado y se encuentra en el plasma sanguineo de
mamiferos a concentraciones de entre 2,7 y 5,1 g/dL dependiendo de la especie

(Meneses-Guevara & Bouza-Mora, 2014). Debido a que el punto isoeléctrico de la


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McLachlan%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=875033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Walker%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=875033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bujacz%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22993082
https://es.wikipedia.org/wiki/Presi%C3%B3n_onc%C3%B3tica
https://es.wikipedia.org/wiki/Hormona
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_graso
https://es.wikipedia.org/wiki/Bilirrubina

albimina se encuentra entre 4,7 y 4,9 g/dL, su carga a pH fisiolégico es negativa, lo que
facilita la atraccion de moléculas de sodio y agua. Ademas, es repelida por la membrana
basal del glomérulo renal que también posee carga negativa. Esta es la razon por la cual,
en estado fisiologico normal, la albimina no es filtrada a nivel renal (Dane et al., 2013;

Garcia-Martinez et al., 2013).

Estudios cristalograficos han revelado que la albimina tiene una estructura terciaria
en forma de corazén con un alto contenido helicoidal y tres dominios homologos, cada
uno compuesto por dos subdominios. Esta estructura estable y flexible, posee diferentes
sitios de union que permiten contribuir a la solubilizacidn, el transporte y metabolismo de

muchos compuestos, ademas de su capacidad antioxidante (Roche et al., 2008).

El aumento en la concentracion sérica de albimina puede ocurrir como producto de
la deshidratacion. Por otro lado, la disminucidén de la concentracion sérica de albumina
puede deberse a enfermedades genéticas, a causas que disminuyen su sintesis (i.e.
enfermedades hepaticas, desnutricion, sindrome de mala absorcion y diarreas), o a causas
que aumentan su eliminaciéon (i.e. sindrome nefrético, quemaduras graves; Garcia-
Martinez et al., 2013). Como consecuencia de la disminucion de la albumina sérica se
produce la extravasacion del plasma y edema, lo cual puede llegar a ser particularmente

importante a nivel pulmonar y gastrointestinal (Garcia-Martinez et al., 2013).

1.3.1. Soluciones inyectables de albimina humana (SIAH).

Las soluciones inyectables de albimina humana (SIAH) son formulaciones que se

preparan a partir de plasma sanguineo de donadores sanos, mediante técnicas de
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separacion de proteinas, adaptadas a la escala industrial. Tradicionalmente, las SITAH han
sido producidas empleando metodologias basadas en la técnica de Cohn, la cual consiste
en la precipitacion diferencial/selectiva de las proteinas plasmaticas, con etanol frio

(Cohn et al., 1946; More y Harvey, 1991; Tanaka et al., 1998).

Otro método utilizado es el método de Schneider, también conocido como
desnaturalizacién térmica diferencial o termocoagulacion selectiva, el objetivo de esta
técnica es la obtencién de albumina Unicamente, ya que el proceso se lleva a cabo
elevando la temperatura cercana a los 70 °C, temperatura a la cual todas las demads
proteinas plasmaticas sufren desnaturalizacion. Esta técnica emplea agentes como el
caprilato de sodio y el N- acetil triptofanato de sodio para mantener la estabilidad de la

albimina a dichas temperaturas (Vargas-Arroyo, 2006).

En los ultimos afos se han desarrollado métodos que incluyen otros tipos de
técnicas, como la separacion en dos fases acuosas complementada con Ia
termocoagulacion selectiva (Vargas et al.,, 2012; 2015a). Otros investigadores han
propuesto el desarrollo de metodologias para la produccion de albimina recombinante

(Zhang et al., 2005; Kobayashi 2000).

Normalmente, ademas de albimina a una concentracion de 5 6 20 g/dL, las SIAH
contienen estabilizantes como caprilato de sodio, acetiltriptofano y glucosa, los cuales se
agregan con el fin de prolongar la vida util del producto y disminuir los requerimientos
de las condiciones ambientales en los que debe ser almacenado (Matejtschuk et al.,
2000). Debido a que las SIAH se encuentran en el mercado en presentaciones de una

dosis por vial (50 mL), estas no incluyen preservantes (Matejtschuk et al., 2000).
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Las propiedades farmacoldgicas de la albumina estan directamente relacionadas

con sus funciones. Por eso, la administracion intravenosa de SIAH se emplea en el
tratamiento del sindrome hipovolémico por hemorragias, quemaduras y diarreas,
reversion del colapso cardiovascular, sindromes infecciosos toxicos, hipoproteinemias de
diferentes causas como el sindrome nefrético y/o desnutricion, y alteraciones hepaticas

como la cirrosis o hepatitis B (Demling, 1987, Offringa, 1998).

Es importante considerar que el uso de albumina puede causar morbilidad
consecuente con su aplicacion, esto debido mayoritariamente a la velocidad de
administracion. Luego de una reposicion rapida de un 20 % de albumina se puede
producir un aumento en la retencion de volumen de hasta unas cuatro veces, causando
edema pulmonar intersticial y consecuentemente una disminucién en la oxigenacion

tisular.

Ademads, la suplementacion de la albumina tiene efectos antihemostaticos y
antiplaquetarios (inhibe la agregacion) lo que puede incrementar la pérdida sanguinea en
pacientes con compromiso posquirirgico o postraumatico. Por ultimo, en pacientes
hipovolémicos se puede complicar la condicion al afectar la excrecion de sodio y agua

(Offringa, 1998).

1.3.2. Soluciones inyectables de albumina equina (SIAE).

De forma homologa a las STAH, existen soluciones inyectables de albumina equina

(SIAE), las cuales pueden ser producidas a partir del plasma de caballos donadores,
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empleando métodos de purificacién como la precipitacion con sulfato de amonio (Belli et
al., 2013) y el fraccionamiento de plasma en sistemas de dos fases acuosas (SDFAs;

Vargas et al., 2015b).

La purificacion de albumina mediante SDFA es realizada por la mezcla del plasma
equino con fosfato de potasio y polietilenglicol (PEG 3350). Como resultado se forman
dos fases acuosas inmiscibles: una fase inferior salina y otra fase superior polimérica
(Vargas et al., 2015b). La albliimina, junto con otras proteinas como la transferrina y la 1-
antitripsina, quedan disueltas en la fase inferior salina. Por su parte, las
inmunoglobulinas, la ceruloplasmina, el fibrindgeno y el plasmindgeno precipitan en la

fase polimérica (Vargas, 2015b).

Las proteinas disueltas en las fases salina y polimérica pueden ser separadas por
centrifugacion o filtracion. En este punto la albimina recuperada constituye cerca del 66
% de la proteina total en la solucidon. Sin embargo, la pureza de la albimina puede ser
mejorada incorporando al método pasos adicionales de purificacion como la

termocoagulacion y la cromatografia de intercambio i6nico (Vargas, 201 5b).

La administraciéon de sangre o plasma es una practica habitual de los cuidados
intensivos en caballos (Morris, 1987). Plasma o SIAE se han empleado en el tratamiento
de caballos con hipoproteinemia aguda secundaria a colicos y otros trastornos
gastrointestinales (Belli et al., 2013; Bellezo et al., 2014). Aunque en algunos casos la
administracion de derivados plasmaticos es preferida, su uso estd limitado por la poca
disponibilidad de estos productos en el mercado (Tennent-Brown, 2011). La SIAE podria

aplicarse para la reposicion del volumen plasmatico de los caballos, reposicion de
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volumen mediante terapia de fluidos, atencion de caballos deshidratados posterior al

ejercicio, heridas y/o quemaduras.

En el caso particular del presente trabajo, el uso de albumina equina en caballos que
son empleados como fuente de plasma hiperinmune para la produccién de antivenenos
ofidicos, podria acelerar su recuperacion luego del proceso de sangria industrial.
Considerando ciclos productivos de ocho semanas, una reducciéon de dos semanas en el
periodo de descanso de estos caballos seria suficiente para que cada animal aumentara su
produccién anual en mas del 10 %. El aumento en la productividad se veria reflejado en
la produccién de mas viales de antiveneno por cada caballo en un periodo determinado,
pero también en la reduccion de los costos de produccion y eventualmente en el precio de

los productos.
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2. HIPOTESIS:

La administracién intravenosa de alblimina equina acelera la recuperacion del
volumen plasmatico, de los pardmetros hematologicos y de quimica sérica, en los

caballos que son sometidos a sangrias industriales para la produccion de antivenenos.
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3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto que tiene la administracion intravenosa de albumina sobre el
volumen plasmatico equino y los pardmetros hematoldgicos y de quimica sérica, para
evaluar si esta practica disminuye el tiempo de recuperacion de los animales que son

sometidos a sangrias industriales durante la produccion de antivenenos ofidicos.

4.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1.  Comparar la medicion directa del volumen plasmatico extraido de caballos
durante las sangrias industriales con el valor calculado indirectamente por el método
del Azul de Evans, para determinar el grado en que este método indirecto aproxima

los verdaderos valores de volumen plasmatico.

4.2. Comparar la electrofisiologia cardiaca, el perfil bioquimico sérico y los valores
hematologicos (incluyendo el volumen plasmatico) de caballos, antes y después de
ser sometidos a sangrias industriales, para establecer el grado en que el esquema de
sangria afecta estos valores y determinar el tiempo que tardan estos animales en

restablecer su condicion basal.

4.3.  Comparar el tiempo de recuperacion de caballos luego de ser sometidos al proceso
de sangria industrial, cuando se les administra y cuando no se les administra albumina
equina, para determinar si esta practica acelera el restablecimiento de la condicion

basal en estos animales.



15

5. MATERIALES Y METODOS
5.1.  Consideraciones éticas

Este proyecto cumplid6 con los Principios de la Guia Internacional para la
Investigacion Biomédica que involucra Animales (CIOMS, 1985) y las Guias ARRIVE
para el Reporte de experimentos in vivo (Kilkenny et al., 2011). Todos los
procedimientos que involucraron el uso de animales de experimentacion en este estudio
fueron aprobados por el Comité para el Uso y Cuido de Animales de Laboratorio
(CICUA) de la Universidad de Costa Rica, en su sesion niumero 139, seglin consta en el

oficio CICUA-28-14.

5.2. Animales de experimentacion.

Se empleo seis caballos criollos, de ambos sexos, con peso corporal de 400-450 kg,
empleados rutinariamente para la produccion del antiveneno EchiTAb-plus-ICP
(Gutiérrez et al., 2005). Otros tres caballos mantenidos en la misma finca para acarrear
materiales fueron empleados como controles normales (i.e. animales no inmunizados ni
sometidos a sangrias industriales). Durante todo el proceso experimental, los animales
fueron mantenidos con agua y alimento ad libitum, mediante una técnica de pastoreo en
potreros sembrados con forraje del tipo Ray-grass, complementado con alimento

peletizado enriquecido con proteinas, vitaminas y minerales.
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5.3.  Albumina inyectable (SIAE)

Se utilizd una solucion estéril y libre de endotoxinas, de albimina equina a una
concentracion del 10 % y con una pureza del 60 %, obtenida mediante el fraccionamiento

de plasma equino en un sistema de dos fases acuosas (Vargas et al., 2015b).

5.4.  Sangria, autotransfusion y administracion de albimina.

Un grupo de seis caballos periddicamente inmunizados con los venenos de las
serpientes Echis ocellatus, Bitis arietans, Naja nigricollis y Dendroaspis polylepis, fue
retirado de la rutina de produccion durante cuatro meses. Posteriormente, sin aplicar el
esquema de inmunizacion, estos animales fueron sometidos a una sangria industrial
durante tres dias consecutivos. En el primer dia, ocho litros de sangre fueron colectados
de cada animal empleando una bolsa de sangria de polipropileno conteniendo 400 mL de
ACD. La sangre anticoagulada se dejé sedimentar por 18 h a 2-8 °C, para luego separar
los glébulos rojos sedimentados del plasma sobrenatante por decantacion aséptica, con la
ayuda de una prensa hidraulica. El plasma fue suplementado con timerosal 0.005 % y
almacenado a 2-8 °C. Por su parte, los globulos rojos fueron resuspendidos en 3 L de una
solucion estéril de NaCl 0.9 % y atemperados a 37 °C. El segundo dia, se siguid un
procedimiento de sangria similar al del primer dia, solo que al final, los globulos rojos
atemperados que fueron extraidos el dia anterior se transfundieron al caballo
correspondiente. El procedimiento del tercer dia fue similar al del segundo dia, solo que
el volumen de sangre extraido fue de solo cuatro litros (Angulo et al., 1997b). Luego de

la autotransfusion del tercer dia, tres caballos que conformaron el “grupo de prueba”
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recibieron la administracion intravenosa de albumina equina a una dosis de 2 g/kg. Los
otros tres caballos fueron conservados como “grupo control”. Un tercer grupo,
conformado por tres caballos que siendo mantenidos en la misma finca nunca habian sido

sometidos a inmunizaciones o sangrias periddicas, fue empleado como “grupo normal”.

5.5.  Electrofisiologia cardiaca.

Se utilizd un monitor cardiaco con posibilidad de medicion de frecuencia cardiaca,
oximetria de pulso y presion arterial modelo Cardell Max-1. Para el control de
oxigenacion se habilitd una via central en la arteria mandibular. Para la obtencion de la
derivacion base-apex se coloco el electrodo positivo en el quinto espacio intercostal del
lado izquierdo, a la altura del codo; el electrodo neutro sobre la espalda, en un punto
alejado del corazon; y el electrodo negativo en la piel del surco yugular derecho, a dos
tercios de distancia en el trayecto desde la rama mandibular derecha hasta la entrada del
pecho (Mira et al., 2016). Periédicamente los electrodos fueron rociados con alcohol para
favorecer el traspaso eléctrico desde el animal. Este procedimiento se realiz6 momentos
antes del inicio de la sangria y se mantuvo durante todo el proceso hasta finalizar la

recoleccion de sangre y realizar las transfusiones.

5.6.  Determinacion del volumen plasmatico

Se determind el volumen plasmatico de los caballos (grupo control y grupo de
prueba) antes y después de los tres dias de sangria, y posteriormente, una vez a la semana
durante siete semanas. En cada determinacion se colectd una muestra basal de sangre en

tubos heparinizados. Luego, los caballos fueron inyectados en la vena yugular con
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colorante de Azul de Evans a una dosis de 1 ng/kg de peso de caballo. Una hora después,
de la yugular opuesta a la usada para la inyeccion del colorante se colectd una segunda
muestra de sangre. El plasma de ambas muestras (i.e. la muestra basal y la muestra
colectada después de la inyeccion de Azul de Evans) fue separado por centrifugacion. La
concentracion del colorante en plasma fue analizada registrando la fluorescencia en un
lector Cytation 3 Imaging Reader (Biotek), con longitudes de onda de excitacion y
emision de 470 y 680 nm, respectivamente. El valor de las Unidades Relativas de
Fluorescencia (RFU) de las muestras fue calculado empleando una curva de calibracion
construida con las RFUs de diferentes patrones de colorante disuelto en suero equino, en
funcidn de su concentracion. El valor resultante de la concentracion de Azul de Evans fue
corregido por la concentracion basal de Azul de Evans previo a la inyeccion de este.
Finalmente, el volumen plasmatico se calculé como el cociente de la masa de Azul de
Evans inyectada entre la diferencia de las concentraciones de colorante en las muestras

basales y las colectadas después de la inyeccion del colorante.

5.7. Hematologia.

Muestras de sangre fueron colectadas por venopuntura yugular empleando tubos
con EDTA. El hematocrito, la hemoglobina y conteo total de leucocitos de estas muestras
fue determinado manualmente, de acuerdo con el protocolo establecido por el
Laboratorio de Analisis Clinicos de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad

Nacional (Meneses-Guevara and Bouza-Mora 2014).
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5.8. Bioquimica sérica.

Las muestras de sangre fueron tomadas por venopuntura yugular empleando tubos
sin anticoagulante. La sangre coagulada se centrifugd a 13 000 r.p.m durante 10 minutos
para después separar el suero sobrenatante. Diferentes analitos bioquimicos en las
muestras de suero fueron determinados empleando técnicas espectrofotométricas y
nefelométricas, con un equipo marca Spinreact modelo Spin 200E. Como parte del
protocolo de seguridad analitica, antes de cada montaje se realizo la calibracién de cada
una de las pruebas y se dispusieron controles de calidad al inicio y al final de cada uno de
los montajes. Ademas, se realizaron montajes por duplicado al azar de algunas muestras y
del grupo control, para asegurar la fiabilidad analitica de los resultados obtenidos. En el
caso de la fosfatasa alcalina (ALP), se utilizd el método de dietanolamina (DEA), asi

mismo, el método escogido para la CK fue basado en la reacciéon de N-acetilcisteina
(NAOQ).
5.9. Estadistica

La significancia estadistica de las diferencias observadas en los valores
hematologicos y bioquimicos antes y después de la sangria fue evaluada mediante una
prueba ¢ de student en muestras pareadas. Por su parte, las diferencias en los valores
hematologicos y bioquimicos observadas dentro del mismo grupo a lo largo del periodo
de recuperacion fueron evaluadas por una prueba no paramétrica de Friedman. Las
diferencias en los valores hematologicos y bioquimicos observadas entre los caballos del
grupo de prueba y el grupo control, fueron evaluadas mediante un analisis general linear

de medidas repetidas, evaluando la homogeneidad de los datos por medio del test de
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esfericidad de Mauchly y ajustando la normalidad por medio del valor Greenhouse-
Geisser para los grados de confianza. Valores de P < 0.05 fueron considerados como

significativos.



6. RESULTADOS

Un grupo de seis caballos periddicamente inmunizados con venenos de serpiente
fue removido del programa de inmunizacidn por cuatro meses para luego ser sometido a
tres dias consecutivos de sangrias industriales alternadas con autotransfusiones, segin se
especifica en la seccion de materiales y métodos. Luego de las sangrias, los caballos
fueron separados en dos grupos de tres animales. El primer grupo fue inyectado con

albimina equina y denominado “grupo de prueba”, mientras que el segundo grupo no

recibid ningln tratamiento adicional y fue denominado “grupo control”.

6.1. Estimacion del volumen plasmatico por el método del Azul de Evans

De acuerdo con las mediciones realizadas directamente al plasma separado luego de

las sangrias (Cuadro 1), (8,1 = 0,4) L de plasma fueron extraidos de cada caballo, lo que

corresponde al (29 =+ 1) % del total de su plasma.

Cuadro 1: Relacion entre el volumen de plasma total y plasma extraido de los caballos.

Caballo Peso Hematocrito Volumen plasmatico | Volumen de plasma
(kg) (%) teorico (L)* extraido (L)
#50 453 34 30 8,1
#78 445 37 28 8,6
#82 401 35 26 8,0
#90 432 37 27 7,8
#94 422 31 29 8,4
#96 400 38 25 7,4

*Calculado asumiendo que el volumen de sangre corresponde al 10% de peso del animal.

Por otro lado, con los datos obtenidos mediante la técnica del Azul de Evans

(Cuadro 2) pudo calcularse que la cantidad de plasma extraido durante la sangria fue de
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(4,5 £ 5,5) L, que no es significativamente diferente de los (8,1 + 0,4) L que realmente
fueron extraidos. Sin embargo, la diferencia entre el volumen plasmatico antes y después

de la sangria, determinada con el método del Azul de Evans tampoco fue significativa (t

=1.989; gl = 5; P =0.103; Cuadro 2).

Cuadro 2: Estimacién del volumen de plasma extraido mediante el Azul de Evans.

Caballo Volumen plasmatico calculado (L)

Antes de la sangria Después de la sangria Diferencia

#50 31 18 13

#78 28 23 5

#82 18 20 -2

#90 26 27 -1

#94 25 21 4

#96 27 19 8
Promedio 258+44 21,3+3,3 45+5,6

6.2. Efecto de la sangria sobre la electrofisiologia, hematologia y quimica sérica.

Asumiendo como correcta la propuesta de Marcilese et al., (1964), en la cual el
volumen de sangre de los caballos es igual al 10 % de su peso corporal, se calculd que
antes de la sangria el volumen de sangre teérico de los animales correspondia a (43 £ 2)
L de sangre. La sangria industrial consistié en extracciones de 5 L de sangre durante tres
dias consecutivos, por lo que en cada dia se extrajo (12 + 1) % del volumen sanguineo,

parte del cual fue repuesto en el segundo y tercer dia mediante las autotransfusiones.

Al inicio de la sangria del primer dia, los caballos presentaron una frecuencia
cardiaca ligeramente aumentada. Sin embargo, esa frecuencia disminuyd rapidamente

hasta llegar y mantenerse en los valores de referencia durante el resto del proceso de ese
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dia. Por su parte, la saturacion porcentual de oxigeno (SpOz) disminuy6 a lo largo de la
sangria, pero sin alcanzar valores que indicaran riesgo de hipoxia (i.e. 90 %). Finalmente,
la presion sistdlica oscildo dentro del intervalo referencial, mientras que la presion
diastolica se mantuvo por encima de los valores de referencia desde el principio de la
sesion. A lo largo de la sangria no se observd otras alteraciones en los
electrocardiogramas de los caballos (Figura 3).

Cuadro 3: Signos vitales durante el primer y segundo dia de sangria industrial.

Volumen Frecuencia Presion (mmHg)
Dia extraido cardiaca S(E /0)2 Sistoli Diastoli Medi
(L) (lpm) 0 istolica iastolica edia
0 56+ 8 9+0 | 148+5 125+ 1 134+7
| 2 46 +£5 ND 182+8 145+ 1 160 £ 8
4 45+ 4 ND 127 £ 12 104 +£2 118+ 7
6 43+3 94 £ 1 113+7 98 £1 104 £3
0 44+ 5 93+2 | 153+13 92+0 119+1
2 45+ 3 ND 165+ 9 97+1 127+ 4
) 4 45+ 6 ND 159+ 11 88+ 1 116 £ 8
6 4317 93+3 152+ 7 90+3 115+ 6
post- 45+ 6 94+6| 180+14 | 92+2 | 125+2
autotransfusion

*Valores de referencia: frecuencia cardiaca de 30 — 50 latidos por minuto (Ipm), SpO, de 95 - 98 % y
presion sanguinea de 83 - 146 /36 - 93 mmHg.

ND: No determinado.

n = dos caballos.

EERIBREL :

Direct ECG Lead III Filt Direct ECG Lead III Filt
6.25 mm/sec CO2 mmHg 6.25 mm/sec C02 " mmHg

100 100
75 75
50 50
25 25

0 0

Figura 2: Electrocardiograma de un caballo durante el primer dia de sangria. (A) antes de iniciar la sangria
y (B) luego de extraer 5 L de sangre.
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Durante la sangria del segundo dia y luego de la autotransfusion de globulos rojos,

los caballos no mostraron alteraciones en la frecuencia cardiaca y mantuvieron valores
bajos de SpO». A lo largo de la sesion mostraron valores elevados de presion sistolica que
incrementaron atin mas después de la autotransfusion; mientras que la presion diastolica
se mantuvo dentro del intervalo de referencia (Cuadro 3). La sangria del tercer dia no se

pudo monitorear.

A diferencia de los globulos rojos colectados en el primer y segundo dia, los
glébulos rojos extraidos durante el tercer dia no fueron transfundidos a los caballos. Por
eso, la pérdida de globulos rojos resultante al final de los tres dias de sangria fue
aproximadamente de (1,6 = 0,1) L de globulos rojos empacados. Considerando que el
hematocrito antes de la sangria era de (33 + 3) %, y asumiendo que el volumen de sangre
en un caballo era cercano al 10% de su peso corporal, se pudo calcular que la pérdida de
glébulos rojos pudo haber producido una disminucion del (3,9 = 0,5) % del hematocrito y
de (1,4 = 0,2) g/dL en la concentracion de hemoglobina. A pesar de la extraccion de
sangre, la concentracion de leucocitos no disminuy6. Las variaciones obtenidas
experimentalmente para estos valores se indican en el Cuadro 3.

Por otro lado, con la extraccion de (8,1 + 0,4) L de plasma se removid de los
animales (628 = 33) g de proteina total, de la cual (301 + 19) g correspondieron a
albiimina. Con base en el peso de los animales, los valores de hematocrito, los volimenes
de plasma extraido, las concentraciones de albumina y proteina total antes de la sangria, y
obviando el efecto de los mecanismos compensatorios de los caballos, se calculd que la

sangria podria producir una disminucion de (1,1 = 0,1) g/dL en la concentracion de
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albumina y de (2,2 £ 0,1) g/dL de proteina total. Sin embargo, los valores obtenidos

experimentalmente son mas bajos que estas proyecciones teoricas (Cuadro 4).

Antes de iniciar el experimento, los caballos mostraron valores dentro del rango de
referencia del sodio, pero los valores de potasio y cloruro se encontraron por debajo del
intervalo referencial. Durante la sangria, los caballos desarrollaron hiponatremia leve. Por
otro lado, mientras que las concentraciones de potasio no mostraron alteraciones muy
pronunciadas respecto al intervalo de valores referenciales a lo largo de la sangria, las

concentraciones de cloruro mostraron un incremento, llegando a valores de referencia

(Cuadro 4).



Cuadro 4: Hematologia y bioquimica sérica antes y después de la sangria'.
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Parametro Antes de Después de la Estadisti
, , stadistica
la sangria sangria
VOlume)plasma 25,8 4,1 21,3 £33 t=1.989; gl = 5; P= 103
Hematocrito _ 14D
(37-48 %) 33+3 32+3 t=2.746; gl =4; P =0.052
Hemoglobina _ 4D
(12-18 g/dL) 12+1 11+1 t=2.188; gl =4; P=0.094
Leucocitos
(6000-14000 10708 + 1949 | 11725 + 1959 t=1.334; gl =5; P=0.240
cel./pL)
Albumina 370,01 | 35+01 | t=5.534;gl=5 P=0.003*
(2,7-3,7 g/dL) ’ ’ ’ ’ oI B ’ '
Proteinas totales _ ol — & *
(4.1-73 g/dL) 7,8+0,3 7,2+0,3 t=28.216; gl =5; P <0.0001
Sodio _ o "
(133-141 mEq/L) 141 +1 120 £ 2 t=17.968; gl =4; P <0.0001
Potasio _ col=58-P=
(3.4-4.6 mEq/L) 24+13 32+£1,2 t=0.994; gl = 5; P=0.366
Cloruro _ ol — <. *
(100-104 mEq/L) 77+ 1 103+3 t=-24.265; gl = 5; P<0.0001
Creatinina _ D
(1.0-2.4 mg/dL) 1,0+0,1 1,0+0,1 t=0.0001; gl =5; P=1.000
Nitrégeno ureico _ Sl %
(5-22 me/dL) 212 18+2 t=9.155; gl =5; P <0.0001
AST 299+ 46 282437 | t=3.827;gl=>5:P=0.012*
(150-350 UI/L) e ’ '
Fosfatasa alcalina
+ + — . — K. — %
(< 350 UI/L) 529+ 120 490 + 132 t=2.596; gl =5; P=0.048
GGT _ col=5-p= *
(5-18 UI/L) 29 + 14 24+ 11 t=4.438; gl =5; P=0.007
Haptoglobina
+ + = co]l=5P=
(27-50 mg/dL) 56 +22 56 +22 t=0.208; gl = 5; P =0.844
CK _ v ol — 5P — *
(< 160 UI/L) 254 + 35 208 £33 t=2.748; gl = 5; P=0.040
Glucosa _ col=5-Pp= *
(76-127 mg/dL) 107 +7 115+4 t=2.879; gl =5; P=0.035
Colesterol _ D «
(50-143 mg/dL) 98 + 14 88+ 10 t=3.641; gl =5;P=0.015
Triglicéridos 16 + 4 205 t=-1.206; gl = 5; P = 0.282

(20-34 mg/dL)

"Entre paréntesis se especifica el intervalo de valores referenciales.

*Valores de P < 0.05.



27

n = 6 caballos.

A lo largo de la sangria, los caballos presentaron valores dentro del rango de
referencia para indicadores de funcion renal como la creatinina y el nitrégeno ureico
(Cuadro 4). También mostraron valores similares a los de referencia para indicadores de
enfermedad hepatica como la AST, fosfatasa alcalina y GGT (Cuadro 4). Sin embargo,
antes y después de la sangria, presentaron valores anormalmente elevados de proteinas de
fase aguda como la haptoglobina y de marcadores de destruccion de fibras musculares
como la creatina quinasa (Cuadro 4). Ademas, a lo largo de la sangria y del periodo de
recuperacion, los caballos del grupo control presentaron valores dentro del rango de

referencia para glucosa, colesterol y triglicéridos (Cuadro 4).

6.3.  Efecto del tratamiento con albumina en la recuperacion de los caballos.

6.3.1. Recuperacion de caballos del grupo control.

Empleando la técnica del Azul de Evans no se pudo demostrar diferencias
significativas entre los volimenes plasmaticos antes y después de la sangria (Cuadro 4).
En otras palabras, esta técnica no permitié determinar diferencias tan pequenias como 4,5
L determinadas por ella misma, o incluso diferencias de 8,1 L determinada por la

medicion directa del plasma extraido.

Consecuentemente, la técnica del Azul de Evans no fue util para determinar el
momento exacto en el que los caballos del grupo control retornaron a su condicion basal
de volumen plasmatico (- = 7.045; gl = 8; P = 0.532; Figura 3). Sin embargo, la curva

obtenida para el grupo control sugiere que los caballos habian regresado a su condiciéon
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basal ya para la cuarta semana posterior a la sangria, y en todo caso antes de la séptima

semana del periodo de recuperacion (Figura 3).
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Figura 3: Volumen plasmatico durante el periodo de recuperacion de los caballos. Grupo control (circulos
blancos) y grupo de prueba (circulos negros).

Luego de la sangria, los valores de hematocrito de los caballos del grupo control
aumentaron para mantenerse con variaciones minimas dentro de su intervalo de
referencia correspondiente (y~ = 24.081; gl = 9; P = 0.004; Figura 4). Algo similar
sucedié con la hemoglobina (y*> = 24.366; gl = 9; P = 0.004; Figura 5). La concentracion
de leucocitos también vari6 durante el periodo de recuperacion (x> = 18.968; gl = 9; P =
0.025), pero siempre se mantuvo dentro del intervalo referencial (Figura 6). Los caballos
considerados normales mostraron valores bajos de hematocrito y hemoglobina, pero

valores dentro del rango referencial para la cantidad de leucocitos (Figuras 4, 5y 6).
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Figura 4: Hematocrito durante el periodo de recuperacion de los caballos. Grupo control (circulos blancos)
y los del grupo de prueba (circulos negros). La zona blanca representa el intervalo de valores referenciales.
El valor de hematocrito en el grupo normal fue de (33 + 2) %.
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Figura 5: Concentracion de hemoglobina durante el periodo de recuperacion de los caballos. Grupo control
(circulos blancos) y los del grupo de prueba (circulos negros). La zona blanca representa el intervalo de
valores referenciales para equinos. La concentracion de hemoglobina en el grupo normal fue de (11 £ 1)
g/dL.
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Figura 6: Concentracion de leucocitos durante el periodo de recuperacion de los caballos. Grupo control
(circulos blancos) y los del grupo de prueba (circulos negros). La zona blanca representa el intervalo de
valores de referencia. La concentracion de leucocitos en el grupo normal fue de (9933 + 10) cel./uL.

Luego de la sangria, la concentracion de albiimina de los caballos del grupo control
no varié significativamente (x> = 15.662; gl = 9; P = 0.074) y mostré valores similares a
los valores iniciales en la segunda semana posterior a la sangria (Figura 7). Los cambios
observados en las concentraciones de proteina total si fueron significativos (y°~ = 23.511;
gl =9; P=0.005) pero alcanzaron a los valores basales en la tercera semana posterior a la
sangria (Figura 8). Una vez alcanzados los valores iniciales, las concentraciones de
albiimina y proteina total se mantuvieron estables por el resto del periodo de descanso

(Figuras 7 y 8).

Mientras que en todo momento la concentracion de albumina de los caballos del

grupo control se mantuvo cerca del intervalo de referencia (Figura 7), la concentracion de
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proteina total estuvo por encima de este intervalo desde antes de la sangria, condicién que
se asocia a periodos de deshidratacion o hemoconcentracion (Marichal C. y Hernandez
M., 2013) y finalizé por encima del intervalo luego del periodo de recuperacion (Figura
8). La concentracidon de albumina y de proteinas totales en los caballos normales estuvo

dentro de los intervalos de valores referenciales respectivos.
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Figura 7: Concentracion de albiimina durante el periodo de recuperacion de los caballos. Grupo control
(circulos blancos) y los del grupo de prueba (circulos negros). La zona blanca representa el intervalo de
valores de referencia. La concentracion de albumina en el grupo normal fue de (3,5 + 0,3) g/dL.
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Figura 8: Concentracion de proteina total durante el periodo de recuperacion de los caballos. Grupo control
(circulos blancos) y los del grupo de prueba (circulos negros). La zona blanca representa el intervalo de
valores de referencia. La concentracion de proteina total en el grupo normal fue de (7,2 = 0,2) g/dL.

El sudor en los equinos es hipertonico con respecto al plasma, la composicion de
este variara segun las condiciones ambientales (estrés) y la intensidad del ejercicio, como
lo confirma Marichal C. y Hernandez M., (2013).

Las concentraciones de sodio de los caballos del grupo control variaron
significativamente (x> = 17.754; gl = 9; P = 0.038) presentando una concentracion
cercana al limite superior al valor de referencia y a partir de la segunda semana posterior
a la sangria, se observa un descenso, a medida que el animal ingiere agua y va reponiendo
el volumen, esta disminucién puede asociarse a la dilucion sufrida por la rehidratacion, o
reposicion hidrica luego de experimentar un descenso en el volumen sanguineo (Marichal

C. y Herndndez M., 2013), las concentraciones se tornaron mas altas que el intervalo de
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referencia, volviendo a sus valores basales en la séptima semana, Ver Figura 9. Es
importante recordar que los caballos recibieron refuerzos de electrolitos diarios y
contaban con acceso a piedras de sal, como parte de su periodo de recuperacion post-
sangria. En el caso de las concentraciones de potasio, éstas no mostraron alteraciones
muy pronunciadas respecto al intervalo de referencia lo largo de todo el experimento, su
variacion en el tiempo si fue significativa (x> = 18.810; gl = 9; P = 0.027; Figura 10). Las
concentraciones de cloruro iniciales se encontraban por debajo del valor de referencia,
esto puede ser asociado a ejercicio exhaustivo (los animales se encontraban, previo a la
sangria en un gran potrero, en donde podian correr sin limitacion, aunado a esa actividad
fisica, el estrés del transporte y la demanda de la sangria incrementa las pérdidas de
cloruro por sudor (Marichal C. y Herndndez M., 2013). Luego se present6é un incremento
abrupto durante la sangria, mismo que es relaciona a una hemoconcentracion, asi como
una movilizacion interna entre compartimentos extra e intracelulares (Marichal C. y
Herndndez M., 2013). La concentracion de cloruro fue disminuyendo gradualmente,
variando de modo significativo (y* = 25.344; gl = 9; P = 0.003), hasta concentraciones por
debajo del limite inferior del intervalo de referencia a partir de la tercera semana posterior
a la sangria (Figura 11). Los valores de electrolitos del grupo normal estuvieron dentro de

los intervalos referenciales correspondientes.
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Figura 9: Concentracion de sodio durante el periodo de recuperacion de los caballos. Grupo control
(circulos blancos) y los del grupo de prueba (circulos negros). La zona blanca representa el intervalo de
referencia. La concentracion de sodio en el grupo normal fue de (137 + 1) mEq/L.
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Figura 10: Concentracion de potasio durante el periodo de recuperacion de los caballos. Grupo control
(circulos blancos) y los del grupo de prueba (circulos negros). La zona blanca representa el intervalo
referencial. La concentracion de potasio en el grupo normal fue de (3,6 = 0,2) mEq/L.
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Figura 11: Concentracion de cloruro durante el periodo de recuperacion de los caballos del grupo control
(circulos blancos) y los del grupo de prueba (circulos negros). La zona blanca representa el intervalo de
valores referenciales. La concentracion de cloruro en el grupo normal fue de (103 = 5) mEq/L.

A lo largo del periodo de recuperacion, los caballos del grupo control presentaron

variaciones en los valores de indicadores de funcion renal como la creatinina (y* =

23.164; gl = 9; P = 0.006; Figura 12) y de nitrogeno ureico (x> = 23.769; gl = 9; P
0.005; Figura 13), pero siempre se mantuvieron dentro del intervalo de valores de
referencia, al igual que los caballos de grupo normal.

Aungque los valores de AST no variaron significativamente (x> = 12.943; gl =9; P =
0.165; Figura 14), si lo hicieron los valores de otros indicadores de enfermedad hepatica
como fosfatasa alcalina (y*= 17.471; gl = 9; P = 0.042; Figura 15) y GGT (x*= 18.332; gl
=9; P = 0.032; Figura 16). Tanto en el grupo control como en el grupo normal, los

valores de AST y GGT se encontraron dentro del intervalo de valores de referencia,
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mientras que los de fosfatasa alcalina estuvieron por encima de su intervalo de valores
referenciales correspondiente.

Por otro lado, los caballos del grupo control mostraron valores anormalmente
elevados de la haptoglobina (i.e. una proteina de fase aguda), los cuales variaron durante
el periodo de descanso (x> = 26.2; gl = 9; P = 0.002; Figura 17), y de marcadores de
destruccion de fibras musculares como la creatina quinasa, que también variaron a lo
largo del tiempo (x> = 17.198; gl = 9; P = 0.046; Figura 18). Los valores de haptoglobina
del grupo normal estuvieron dentro del intervalo de referencia, pero los de creatina
quinasa estuvieron por encima.

Ademas, a lo largo de la sangria y del periodo de recuperacién, los caballos del
grupo control presentaron valores dentro del rango de referencia para glucosa (Figura
19), colesterol (Figura 20) y triglicéridos (Figura 21). Aunque se observd variaciones
significativas en los valores de glucosa a lo largo del tiempo (3> = 23.422; gl = 9; P =
0.005; Figura 19), no fueron significativas las variaciones observadas para los valores de
colesterol (x> = 14.598; gl = 9; P = 0.103) o triglicéridos (x> = 5.893; gl = 9; P = 0.751).
Las concentraciones de glucosa, colesterol y triglicéridos de los caballos del grupo

normal estuvieron dentro de los intervalos de referencia (Figuras 19, 20 y 21).
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Figura 12: Concentracion de creatinina durante el periodo de recuperacion de los caballos. Grupo control
(circulos blancos) y los del grupo de prueba (circulos negros). La zona blanca representa el intervalo de
valores referenciales. La concentracion de creatinina en el grupo normal fue de (1,4 £0,3) g/dL.
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Figura 13: Concentracion de nitrégeno ureico durante el periodo de recuperacion de los caballos. Grupo
control (circulos blancos) y los del grupo de prueba (circulos negros). La zona blanca representa el
intervalo de valores de referencia. La concentracion de nitrogeno ureico en el grupo normal fue de (20 + 2)
mg/dL.
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Figura 14: Concentracion de AST durante el periodo de recuperacion de los caballos. Grupo control
(circulos blancos) y los del grupo de prueba (circulos negros). La zona blanca representa el intervalo de
valores referenciales. La concentracién de AST en el grupo normal fue de (319 = 13) Ul/mL.
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Figura 15: Concentracion de fosfatasa alcalina durante el periodo de recuperacion de los caballos. Grupo
control (circulos blancos) y los del grupo de prueba (circulos negros). La zona blanca representa el
intervalo de valores de referencia. La concentracion de fosfatasa alcalina en el grupo normal fue de
(467 £ 76) UI/L.
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Figura 16: Concentracion de GGT durante el periodo de recuperacion de los caballos. Grupo control
(circulos blancos) y los del grupo de prueba (circulos negros). La zona blanca representa el intervalo de
valores de referencia. La concentracion de GGT en el grupo normal fue de (15 = 1) Ul/mL.
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Figura 17: Concentracion de haptoglobina durante el periodo de recuperacion de los caballos. Grupo
control (circulos blancos) y los del grupo de prueba (circulos negros). La zona blanca representa el
intervalo de valores de referencia. La concentracion de haptoglobina en el grupo normal fue de (33 + 4)
mg/dL.
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Figura 18: Concentracion de CK durante el periodo de recuperacion de los caballos. Grupo control
(circulos blancos) y los del grupo de prueba (circulos negros). La zona blanca representa el intervalo de
valores referenciales. La concentracion de CK en el grupo normal fue de (325 + 84) Ul/mL
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Figura 19: Concentracion de glucosa durante el periodo de recuperacion de los caballos. Grupo control
(circulos blancos) y los del grupo de prueba (circulos negros). La zona blanca representa el intervalo de
valores de referencia. La concentracion de glucosa en el grupo normal fue de (125 + 10) mg/dL.
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Figura 20: Concentracion de colesterol durante el periodo de recuperacion de los caballos del grupo control
(circulos blancos) y los del grupo de prueba (circulos negros). La zona blanca representa el intervalo de
valores de referencia. La concentracion de colesterol en el grupo normal fue de (100 = 3) mg/dL.
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Figura 21: Concentracion de triglicéridos durante el periodo de recuperacion de los caballos. Grupo control
(circulos blancos) y los del grupo de prueba (circulos negros). La zona blanca representa el intervalo de
valores de referencia. La concentracion de triglicéridos en el grupo normal fue de (19 £+ 5) mg/dL.



42

6.3.2. Recuperacion de caballos del grupo de prueba.
En la hora posterior a la administracioén de la albamina, los tres caballos del grupo
de prueba presentaron un sarpullido generalizado (Figura 22), respiracion profunda y
agitada, y alteraciones gastrointestinales. Estas reacciones no fueron presentadas por los
caballos del grupo control. Para controlar las reacciones adversas producidas por la
albamina, los caballos fueron tratados con clorfeniramina maleato (Histaminex) a una
dosis de 0,25 mg/kg y dexametasona a una dosis de 0,1 mg/kg. Doce horas después del

tratamiento, ninguno de los caballos mostraba signos de reaccion adversa.

Figura 22: Sarpullido generalizado presentado en los caballos del grupo de prueba (B y C), en comparacion
con el estado mostrado por los caballos del grupo control (A y C).
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En la muestra inicial, los caballos del grupo de prueba presentaron hematocrito y
hemoglobina menores que el limite inferior del intervalo de valores de referencia (Figuras
4 y 5). Estos valores se mantuvieron por debajo del intervalo de referencia durante el
periodo de recuperacidn, pero no disminuyeron significativamente respecto a los valores
iniciales de hematocrito (x> = 15.757; gl = 9; P = 0.072; Figura 4) y hemoglobina (x> =
12.869; gl = 9; P = 0.169; Figura 5), y ambos grupos difirieron significativamente en
hematocrito (F = 12.830; gl = 1, 3; P = 0.037; Figura 4) y hemoglobina (F = 11.886; gl
=1, 3; P = 0.041; Figura 5). Por otro lado, la concentraciéon de leucocitos se mantuvo
dentro del rango referencial sin mayores cambios (x~ = 9.818; gl =9; P = 0.365; Figura 6)
y sin diferencias significativas respecto al grupo control (F =0.755; gl=1, 3; P =0.449;

Figura 6).

Luego de la administracion de albumina el grupo de prueba experimentd un
aumento de su volumen plasmatico que a pesar de ser evidente en el grafico (Figura 3),
no alcanz6 a marcar una significancia estadistica, tal vez por lo pequefio de la muestra
empleada (y~ = 5.4; gl = 3; P = 0.145). Sin embargo, si fue suficiente para evidenciar la
diferencia significativa observada respecto al grupo control (F =47.385; gl =1, 3; P=

0.020).

La concentracion de albumina en sangre aumento significativamente luego de su
administracion intravenosa (x> = 17.365; gl = 9; P = 0.043; Figura 7). Este aumento fue
mayor al proyectado teéricamente con base en la dosis de albimina administrada debido
a la disminucion de albumina como consecuencia de la sangria fue menor a lo esperado.

En las semanas posteriores la concentracion de albiumina disminuyo6 hasta alcanzar sus
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valores basales en la quinta semana. No obstante, se observd un incremento inesperado
en las semanas sexta y séptima (Figura 7). Las diferencias en la concentracion de
albumina entre el grupo control y el grupo de prueba no fueron significativas (F = 4.538;
gl =1, 3; P=0123). Por su parte, las variaciones en la concentracion de proteina total en
el grupo de prueba no fueron significativas a lo largo del periodo de recuperacion (y~ =
11.860; gl = 9; P = 0.221; Figura 8), ni en comparacion de las del grupo control (F =

0.154; gl=1,3; P=0.717).

A partir de la segunda semana posterior a la sangria, las concentraciones de sodio
de los caballos del grupo de prueba fueron significativas (y*>= 17.973; gl = 9; P = 0.035),
tornandose mas altas que el intervalo de referencia y volviendo a sus valores basales
hasta en la séptima semana (Figura 9). Por otro lado, mientras que las concentraciones de
potasio no mostraron alteraciones muy pronunciadas a lo largo del tiempo (x* = 16.043; gl
=9; P = 0.055) ni valores alejados del intervalo de valores referenciales (Figura 10), las
variaciones en las concentraciones de cloruro si fueron significativas (y*>= 17.012; gl = 9;
P = 0.049) y seguido al incremento abrupto mostrado durante la sangria, disminuyeron
gradualmente hasta concentraciones por debajo del limite inferior del intervalo de valores
establecidos como referencia, a partir de la tercera semana posterior a la sangria (Figura
11). A lo largo del periodo de descanso, los grupos de prueba y control difirieron
significativamente en sus concentraciones de potasio (F = 0.026; gl = 1, 3; P = 0.883;
Figura 10), pero no en sus concentraciones de sodio (F = 0.076; gl = 1, 3; P = 0.809;

Figura 9) y cloruro (F =0.472; gl = 1, 3; P=0.541; Figura 11).
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Al igual que el grupo control, a lo largo del periodo de recuperacion, los caballos

del grupo de prueba presentaron valores dentro del rango aceptado y sin variaciones
significativas de indicadores de funcion renal como la creatinina (x> = 1.750; gl = 9; P =
0.995; Figura 12) y de nitrogeno ureico (x> = 14.945; gl = 9; P = 0.092; Figura 13).
Ademas, no se observo diferencias significativas entre ambos grupos de caballos respecto
a sus concentraciones de creatinina (F = 2.507; gl = 1, 3; P = 0.211; Figura 12) y

nitrégeno ureico (F = 1.262; gl = 1, 3; P = 0.343; Figura 13).

Los caballos de grupo de prueba mostraron valores sin variaciones significativas de
indicadores que podrian evidenciar algin grado de compromiso hepatico como la AST
(> = 11.415; gl = 9; P = 0.248; Figura 14), fosfatasa alcalina (> = 13.309; gl = 9; P =
0.149; Figura 15), GGT (x*= 14.416; gl = 9; P = 0.108; Figura 16), haptoglobina  (y*=
15.237; gl = 9; P = 0.085; Figura 17) y triglicéridos (x> = 12.988; gl = 9; P=
0.163; Figura 21). De estos indicadores no se encontr6 variacion significativa respecto al
grupo control en AST (F =4.045; gl = 1, 3; P = 0.138; Figura 14), fosfatasa alcalina (F =
2.641; gl = 1, 3; P = 0.203; Figura 15), haptoglobina (F = 2.117; gl = 1, 3; P = 0.242;
Figura 17) y triglicéridos (F = 6.432; gl = 1, 3; P = 0.085; Figura 21). Las diferencias
entre el grupo de prueba y el grupo control respecto a GGT si fueron significativas (F =
55.466; gl = 1, 3; P = 0.005; Figura 16). De estos indicadores, solo la AST se encontr6
dentro del intervalo de valores referenciales; los demas mostraron valores fuera de sus

intervalos correspondientes (Figuras 14, 15, 16, 17y 21).

Los valores de CK del grupo de prueba no aumentaron significativamente respecto

a sus valores basales inmediatamente después de la sangria (x> = 14.073; gl=9;P=
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0.120; Figura 18). Ademads, este incremento no fue diferente de mostrado por el grupo
control (F = 8.379; gl = 1, 3; P = 0.063; Figura 18). Sin embargo, tanto los caballos del
grupo control, como los del grupo de prueba y el grupo normal presentaron valores por

encima del intervalo referencial (Figura 18).

Otros parametros bioquimicos del grupo de prueba que durante el periodo de reposo
no mostraron alteraciones respecto a sus valores basales fueron glucosa (y*>= 14.182; gl =
9; P = 0.108; Figura 19) y colesterol (x> = 12.298; gl = 9; P = 0.200; Figura 20). En
ambos casos, los valores mostrados por los caballos del grupo de prueba mostraron
valores cercanos al intervalo de referencia (Figuras 19 y 20). Las diferencias entre el
grupo de prueba y el control no fueron significativas para las concentraciones de glucosa

(F=0.534;gl=1, 3; P=0.518) y colesterol (F=0.130; gl=1,2;P=0.753).
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7.  DISCUSION

La elaboracion de antivenenos requiere contar con grandes cantidades de plasma
hiperinmune, cuya produccion se logra mediante la inmunizacidn y sangria periddica de
los animales seleccionados como fuente de inmunoglobulinas antiveneno. Debido a que
ambos procesos afectan el estado fisico de estos animales fue necesario suspender la
inmunizacién de los equinos empleados en esta investigacion para poder estudiar sin

interferencias los efectos del programa de sangrias sobre su condicidon general.

7.1. Estimacion del volumen plasmatico por el método del Azul de Evans

Si bien azul de Evans es una sustancia que permite calcular su concentracion a nivel
sanguineo, tiene predisposicion por unirse a las proteinas, en especial a la albiimina,
debido a esto, podria ocurrir un secuestro momentaneo del colorante a nivel extravascular
y generar variaciones en la concentracion que podrian confundir los resultados del
experimento (Richalet et al., 2018). El volumen plasmatico medido por la técnica del
Azul de Evans (8,1 = 0,4) L no se aproxim6 a las proyecciones teoricas basadas en el
peso y hematocrito de los animales. Esto, debido a que el volumen de plasma perdido es
parcialmente compensado por el volumen de solucion salina en el que los globulos rojos
son suspendidos para ser autotransfundidos y por los fluidos que son movilizados desde
otros compartimientos corporales hacia el compartimiento intravascular. Sin embargo, la
precision de los resultados obtenidos no es suficiente para evidenciar diferencias tan

importantes como la pérdida del (29 + 1) % de la cantidad total de plasma.
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7.2. Efecto de la sangria sobre la electrofisiologia, hematologia y quimica sérica.

Al inicio de la sangria, los caballos estaban incomodos y molestos por el manejo al
que deben ser sometidos para la realizacion de la sangria y el monitoreo cardiaco. Esto
podria explicar por qué inician con una frecuencia cardiaca ligeramente aumentada que se

normaliza durante la sesién de sangria.

A lo largo de muchos afios, se ha sabido que una sangria industrial como la aplicada
en este estudio no se manifiesta negativamente en la clinica del animal (Estrada et al.,
1992; Angulo et al., 1997b). Sin embargo, el monitoreo de la electrofisiologia cardiaca no
habia sido realizado hasta ahora. Con base en lo observado en la clinica, los caballos a
pesar de las extracciones masivas de sangre que conlleva la sangria no evidencian
alteraciones de comprometimiento cardiaco, aun sin realizarse la autotransfusion al final
del segun dia de colecta sanguinea, siendo éste el dia mas critico debido a que acumula la

pérdida de dos dias seguidos de sangre.

La disminucion en la SpO; es consistente con la extraccion de sangre, y la ausencia
de signos clinicos de hipoxia. Siendo que durante la sangria se extracel (35 £2) % del
total de la sangre de los caballos, seria esperable observar signos de choque
hipovolémico. Sin embargo, estos signos se limitaron a las alteraciones tempranas de la

presion sanguinea que ocurren para compensar la pérdida de volumen de sangre.

La pérdida de globulos rojos producida por la sangria es compensada por la
movilizacion de globulos rojos hacia el compartimiento intravascular por la contraccion
esplénica y por los globulos rojos que se transfunden durante el segundo y tercer dia.

Consecuentemente, la disminucion en los valores de hematocrito y hemoglobina
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obtenidos experimentalmente fue menor que la proyectada tedricamente a partir de su
peso corporal. Sin embargo, interesantemente también es menor a la encontrada por

Angulo y colaboradores (1997b) en un grupo similar de animales.

De modo similar, la pérdida de albimina producida por la sangria fue parcialmente
compensada muy probablemente por la movilizacion de albumina desde el
compartimiento extravascular. Este efecto compensatorio también fue evidente desde las

mediciones de proteina total.

Los bajos valores basales de potasio y cloruro podrian deberse a problemas en el
balance de la dieta que reciben los caballos. Aunque estudios previos ya habian reportado
la diminucién de la concentracion de potasio durante la sangria (Angulo et al., 1997b), la
hiponatremia discreta en este estudio fue inesperada, ya que los animales fueron
rehidratados con el NaCl 0,9 % que se emplea para suspender los globulos rojos previo a
la autotransfusion. Tal y como se esperaba, los valores de glucosa, colesterol y

triglicéridos no fueron afectados significativamente durante la sangria.

Los valores de creatinina y nitrogeno ureico indican que durante la sangria no hay
una afectacion importante de la funcién renal. De modo similar, los valores de AST,
fosfatasa alcalina y GGT indican que la sangria no produce alteraciones importantes a
nivel hepatico. Estos resultados coinciden con hallazgos reportados previamente (Angulo
et al., 1997b). Los valores basales aumentados de proteinas totales, haptoglobinas y CK
podrian ser consecuencia residual de la inflamacion, la respuesta inmune y el dafio tisular

producidos por la inyeccion de venenos de serpiente (Estrada et al., 1992; Angulo et al.,
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1997a), a pesar del tiempo que se suspendid la inmunizacion para evitar este tipo de

interferencias.

Los resultados obtenidos sugieren que los caballos sometidos a sangria industrial se
recuperan durante las cuatro semanas posteriores a la sangria. Estos resultados coinciden
con estimaciones previas que indican que cerca de 25 dias son requeridos para que los
caballos recuperen su concentracion plasmatica de proteina total (Magdesian et al., 1992),
y 30 a 50 dias para reponer por completo sus reservas de albimina extravascular (Fleck

and Colley, 1984; Magdesian et al., 1992).

7.3.  Efecto del tratamiento con albimina en la recuperacion de los caballos.

La utilizacion de soluciones de albumina equina, como complemento terapéutico
ante diversas patologias, debe ser considerada como una buena opcion para el tratamiento
de caballos con colicos, quemaduras, problemas de deshidratacion por diarreas,
infecciones, pero especialmente en situaciones de shock; donde es necesaria la elevacion
de la presion arterial, por ejemplo, en pacientes que requieren una intervencion quirurgica

(Belli et al., 2013).

Aunque la preparacion de albumina empleada en este estudio era estéril y libre de
endotoxinas, produjo reacciones adversas tempranas en los caballos que las recibieron.
Estas reacciones pudieron presentarse por varias circunstancias entre ellas, volumen y
velocidad de pasaje inadecuado. Es improbable que esas reacciones se debieran a

anticuerpos de la clase IgE contra proteinas homologas. Sin embargo, debido a que la
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preparacion de albimina tenia una pureza del 60 %, es posible que dichas reacciones
fueran mediadas por anticuerpos presentes en la albimina que reaccionaran contra
antigenos como por ejemplo los eritrocitarios. De este modo, sin producirse hemdlisis
intravascular, se pudo liberar anafilotoxinas que promovieran la degranulacion de
mastocitos, la liberacion de histamina a nivel local y sus efectos sobre endotelio y
musculo liso. La patogénesis de estas reacciones adversas merece ser estudiada con

mayor detenimiento.

El tratamiento empleado en este estudio produjo un incremento en la concentracion
de albumina més grande que la disminucion de esta proteina producida por la sangria.
Esto debi6 producir una inhibicion por retroalimentacion de la sintesis de albumina y
otras proteinas a nivel hepatico. Al mismo tiempo, el incremento en la concentracion de
albumina produjo una redistribucion de liquidos hacia el compartimiento vascular,

incrementando el volumen plasmatico.

El valor de mas de 150 L obtenido para el volumen plasmatico de los animales que
recibieron la albiimina es poco creible. Nosotros consideramos que dos posibles
situaciones pudieran ser responsables de esta dilucidon tan abrupta. Es probable que el
aumento artificial en la concentracion de albimina activara las vias catabolicas de esta
proteina, y su movilizacion hacia el espacio extravascular. Esto podria haber producido la
remocion del Azul de Evans asociado a la albimina del espacio intravascular, lo cual a su
vez pudo evidenciarse como concentraciones mas bajas que afectaron el célculo del
volumen de distribucion, haciéndolo parecer mas grande de lo que en realidad es. La otra

posibilidad es el efecto de dilucion que ejerce el Azul de Evans a nivel vascular, al ser
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una sustancia cuya concentracion en sangre no es estable, segiin lo demuestra el tiempo
requerido para alcanzar su concentracion méxima y la tasa de aclaramiento variable

durante las fases de distribucion y eliminacion (Richalet et al., 2018).

Aunque el aumento del volumen plasmatico se alinea con lo esperado como
consecuencia del tratamiento recibido por los caballos, la magnitud de este aumento debe
ser estudiada con mads detalle. A pesar de que los resultados obtenidos con la técnica del
Azul de Evans no fueron utiles para determinar el momento exacto en el que los caballos
retornaron a su condicion basal de volumen plasmatico, las tendencias observadas en el
grupo control parecen sugerir que un tiempo de reposo de siete semanas es excesivo para

lograr ese objetivo.

Es posible que el aumento en el volumen plasmatico producido por la
administracion de albuimina influyera de alguna forma para hacer que los valores de
hematocrito y hemoglobina de los caballos del grupo de prueba fueran menores que los
de los animales del grupo control. Por su parte, debido a la constante y nutrida
movilizacion de leucocitos desde sus reservas extravasculares, la concentracion de estas
células fue poco susceptible a las variaciones producidas por los cambios en el volumen
plasmatico. En todo caso, se estima que para la cuarta semana posterior a la sangria los
valores de hematocrito y hemoglobina regresaron a su normalidad, independientemente
de si los animales fueron tratados con albumina o no.

La concentracion de electrolitos durante la sangria y el periodo de recuperacion
parece ser mas influenciada por factores como la dieta de los animales que por la sangria

misma. Con excepcion de la concentracion de potasio en la semana siguiente a la sangria,
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se observo que la administracion de albumina no afecta la concentracion de electrolitos.
De modo similar la administraciéon de albumina no evidenci6é afeccion de la funcion
renal, ni el metabolismo de la glucosa.

Nuestros resultados coinciden con estudios previos que indican que, aunque el
proceso de sangria pudiera parecer muy agresivo, los caballos tienen mecanismos muy
eficientes para compensar hipoxemias e hipercapnias (Bayly et al., 1989) y soportar
extracciones del (20-25) % del contenido total de sangre de un caballo sin producir
alteraciones cardiorespiratorias, hematologicas o bioquimicas graves (Schmotzer et al.,
1985; Collatos, 1997; Malikides et al., 2001).

La respuesta rapida y momentanea ante esa demanda de oxigeno se da
principalmente a través de dos mecanismos: reduccion del volumen plasmatico y
liberacion de células sanguineas del bazo (Udroiu, 2017). La contraccion esplénica puede
proveer aproximadamente desde un 15 % del volumen eritrocitario a la circulacion, esta
reserva esplénica se relaciona al peso del bazo y el volumen total de sangre (Udroiu,
2017).

Nuestros resultados también coinciden con estudios previos que demuestran que
luego de la extraccion de ocho litros de sangre, los caballos reducen su conteo de
globulos rojos en un 10 % y para reponer su recuento de eritrocitos requieren
aproximadamente de una a cuatro semanas (Lumsden et al., 1975; Magdesian et al.,
1992; Angulo et al., 1997b).

Por otro lado, aunque la AST no indica que exista dafio hepatico, el incremento
observado en los valores de fosfatasa alcalina y GGT, sugiere la presencia de colestasis o

alglin proceso hepatobiliar en los caballos del grupo de tratados con albimina (Stockham,
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1995). Los valores de haptoglobina, colesterol y triglicéridos también indican algin
grado de afectacion a nivel hepatico. La patogénesis y magnitud de este dafio merece ser

estudiada con mas detalle.
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8. CONCLUSIONES

8.1. La medicion directa del volumen plasmatico extraido de caballos durante las
sangrias industriales no pudo ser relacionada a la estimacion indirecta realizada por el
método del Azul de Evans, debido a la serie de variables presentadas: secuestro del
colorante, diluciéon de este por el proceso fisiologico compensatorio en la reposicion

de volumen plasmatico, entre otras.

8.2.  Un programa de sangria compuesto por la extraccion de 5 L de sangre durante 3
dias consecutivos, con autotransfusiones en el segundo y tercer dia no afectan
significativamente la electrofisiologia cardiaca, el perfil bioquimico sérico y los
valores hematoldgicos de caballos productores de plasma. Las principales

afectaciones se limitan a un aumento de la presion arterial.

8.3.  Los caballos que son sometidos a sangria industrial con el programa empleado en
este estudio recuperan su condicion basal antes de la séptima semana del periodo de

recuperacion.

8.4. La administracion intravenosa de albumina incrementa el volumen plasmatico
equino y afecta el valor de pardmetros hematoldgicos como la hemoglobina y el
hematocrito; y de quimica sérica como la albumina, proteinas totales, potasio, GGT,
fosfatasa alcalina, haptoglobinas, colesterol y triglicéridos, pero no contribuye a
disminuir el tiempo de recuperacion de los animales que son sometidos a sangrias

industriales durante la produccion de antivenenos ofidicos.
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9.  PERSPECTIVAS FUTURAS

9.1.  Ensayar la eficacia y seguridad de una formulacién de albumina de mayor pureza

aplicada en una dosis menor que la empleada en este estudio.

9.2. Estudiar la recuperacion de caballos que una vez sometidos al programa de
sangria empleado en este estudio, se dejan reposar por periodos mas cortos que las

siete semanas.

9.3. Estudiar el efecto de la administracién de albimina en caballos con otras

afecciones como coélicos, deshidratacion, accidentes, etc.
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