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ARTICULO CIENTIFICO

PRODUCTIVIDAD ANTIOFIDICA DE EQUINOS DESTINADOS A LA INDUSTRIA
INMUNOBIOLOGICA EN COSTA RICA

David Mora Valverde', Tony Lai Jwo? Ricardo Estrada Umafia®

RESUMEN

En la produccion de sueros antiofidicos existe una gran variabilidad individual en el desarrollo
de la respuesta inmune de cada caballo, por lo tanto es fundamental llevar un seguimiento
preciso e individualizado de su calidad productiva. Desde un eje de ingenieria de la calidad, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar el desempefio histérico de caballos productores de
plasma en una operacion equina destinada a la produccién de sueros, distinguiendo si existen
diferencias significativas en la calidad productiva del caballo segun los perfiles de inoculacion y
los esquemas de inmunizacién utilizados en cada caso. Posterior a esto se propuso y valido el
uso de un nuevo indicador que identificase de manera mas adecuada el potencial individual del
caballo para adaptarse de mejor manera a las demandas farmacologicas y que facilitase la
toma de decisiones en éste tipo de operaciéon. Utilizando este indicador, se evaluaron las
diferencias entre perfiles de inoculacién polivalente, sin encontrarse diferencias significativas, lo
cual permite uniformar el criterio de evaluacion del potencial productivo del caballo,
independientemente de su perfil de inoculacién. El uso del indicador propuesto “Volumen
efectivo de plasma (VEP)” arroja datos practicos para la toma de decisiones y el control de

calidad en operaciones equinas dedicadas a la produccion de suero.
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ABSTRACT

Antiophidic Productivity of Equines destined to the immunobiologicals industry in Costa
Rica. There is a big individual variability in the development of the immune response of each
horse in the production of antisnake serums. For this reason is very important to have an
individual track of each animal. From an axis of quality engineering, the objective of this paper is
to evaluate the performance in plasma-producing horses of an equine farm dedicated to serum
production, searching for significant differences in the productive quality of the horse according
to the immunization schedules used in each case. Furthermore, the practical utility of an
indicator capable of identifying the individual potential of each horse according to the
pharmacological specifications so it can ease the decision-making process in this kind of
industry was analyzed. By using this indicator, we tested the presence of significant statistical
differences between immunization schedules for polyvalent producers, finding no differences,
which could let use uniform criteria to evaluate the productive potential of the horse. The
indicator Plasma Effective Volume (PEV) could give practical information for classifying horses
and making decisions for industrial and quality control processes in equine serum production

farms.

Keywords: Horses, serum production, equine operations, quality control, antiophidic

INTRODUCCION

La produccion de sueros para contrarrestar las consecuencias de eventos ofidicos ha
demandado décadas de investigaciones en el campo inmunoldgico humano y veterinario. Los
avances logrados han permitido establecer protocolos altamente eficientes a la hora de crear
soluciones de tratamiento de picaduras de serpientes (Bolafios et al., 1980). De igual forma, la
relevancia de los envenenamientos ofidicos en el @mbito de la salud publica latinoamericana,
aunada a la fascinacion que provoca la complejidad bioquimica y farmacol6gica de los venenos
de serpientes, ha motivado un gran interés cientifico en América Latina alrededor de este tema
(Gutiérrez, 2002). En Costa Rica el Instituto Clodomiro Picado ha llevado la batuta en esta

tematica desde el afio de su creacion en 1970 (Gutiérrez et al., 2009) con lo cual mantiene su
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vigencia y liderazgo en el campo de la investigacion y la produccién de sueros antiofidicos.

Numerosos han sido los trabajos desarrollados con vistas a la obtencion de sueros
hiperinmunes en animales, siendo los equinos los mas utilizados con estos fines (Espino,
2012). Dentro del sistema de produccion de sueros equinos son diversas las investigaciones
gue se dirigen a mejorar los procesos fisioldgicos y bioquimicos en esta importante mision,
entre ellos las pruebas con coadyuvantes alternativos que mejoran la liberacion y asimilacion
del veneno dentro del caballo con miras para reducir los efectos negativos de las inoculaciones
(Estrada, 2012 comunicacién personal; Miranda et al., 2006) y aumentar la cantidad de

anticuerpos en los sueros y la calidad de estos (Salas, 2011; Estrada et al., 1989).

De igual forma ha existido un gran desarrollo en el estudio de la capacidad neutralizante de los
antivenenos, asociado con el desarrollo de técnicas de laboratorio que han permitido el analisis
de los métodos de neutralizacibn de efectos farmacolégicos y enzimaticos especificos
(Gutiérrez et al., 2009; Arencibia, 2009;L6pez, Ortega, y Atilano, 1998; Leborde, Sevcec y
Legnani, 1989; Vargas, 2006; Pino,1994). Esta plataforma metodol6gica ha permitido evaluar,
de manera rigurosa y detallada, la capacidad neutralizante de los antivenenos producidos en

los diferentes paises de la region.

Sin gue ello represente mayores alteraciones clinicas generadas durante el proceso (Angulo et
al., 1997), la sangria de produccion equina utiliza ciertos indicadores clave para establecer que
un grupo de caballos haya desarrollado un titulo satisfactorio de anticuerpos neutralizantes
donde actualmente se refleja una gran variabilidad individual en el desarrollo de la respuesta
inmune de cada caballo, por lo que es fundamental llevar un seguimiento continuo sobre los

mismos (Estrada et al., 1989).

Dentro del trato individual como unidad de produccién de suero, el sistema clave que evalla el
desempefio del caballo en su ciclo de vida yace en la cuantificacién de los siguientes tres
indicadores; 1. La capacidad de neutralizacion ¢ Titulo neutralizante (TN) del suero que se le
extrae segun el perfil de inoculacion (tipo(s) de serpiente), 2. El nivel de hematocrito de ese
suero y 3. Su volumen de produccién total. Estos tres indicadores hacen que, en conjunto, se

evalle la calidad de cada individuo sin que necesariamente se conozcan sus interacciones.

Bajo la medicion del Titulo Neutralizante (TN), el titulo minimo aceptable de calidad es de 3 mg
de veneno de Bothrops asper neutralizados por cada mililitro de suero, pero en la practica y por

razones naturales los caballos no ofrecen un comportamiento con estas caracteristicas. Se
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observan caballos que superan con creces este titulo asi como otros que ofrecen un perfil
reducido. De igual manera se observa este comportamiento para los indicadores de
Hematocrito y volumen de suero. Con la combinacion de sueros producto de las sangrias se
establece una concentracion promedio de lotes productivos con la cual se desarrollan los
sueros en planta. Una vez conocida esta concentracion global, el fraccionamiento posterior del
plasma equino se lleva a cabo mediante diferentes procesos biotecnoldgicos con la finalidad de
preparar el producto final.

Debido a la creciente demanda y al indiscutible interés socio-sanitario de esta actividad, la
industrializacién de sueros antiofidicos ha perseguido una mejora operativa que conlleva a la
reduccion de costos donde a mayor demanda de sueros mayor sera el requerimiento de tierra
cultivable para su produccion, la cual debido a su alto costo eventualmente puede hacer que su
fabricacion se torne menos accesible econémicamente, principalmente en un pais como Costa
Rica donde la frontera agricola ha sido alcanzada desde hace mas de una década. De aqui que
es necesario integrar activamente a la cadena de produccién de sueros el desarrollo cientifico

tecnolégico de todos los procesos de las diferentes unidades de produccion que la componen.

El objetivo del presente trabajo fue investigar el desempefio de caballos productores de plasma
en una operacion equina destinada a la produccion de sueros, descubriendo si existen
diferencias significativas en la calidad y productividad del caballo segun los perfiles de
inoculacion. De igual manera se propone y valida el uso de un nuevo indicador que identifique y
manifieste cuantitativamente el potencial individual del caballo para adaptarse de mejor manera
a las demandas farmacoldgicas, facilitando la escogencia de caballos por su perfil mejorando la

toma de decisiones en este tipo de operacion.

METODOLOGIA

La investigacion fue desarrollada entre los meses de Enero hasta junio del 2012 y se
utilizaron los datos histéricos productivos de tres afios (2009 al 2011) del haras del Instituto
Clodomiro Picado en el Canton de Vasquez de Coronado en San José, Costa Rica. Este grupo
de equinos esta destinado exclusivamente a la generaciébn de plasma para la posterior
obtencion de sueros antiofidicos. Los caballos son mantenidos en una operacion donde son
sujetos de pastoreo rotacional. Se les extrae su sangre (sangria) bajo protocolos de inocuidad

sanitaria entre tres y cuatro veces por afio, con refuerzos de venenos entre cada sangria
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(Bolafios y Cerdas, 1980). Para el presente estudio, cada dato almacenado de sangria
correspondié al resultado final de un protocolo estandarizado (Angulo et al., 1997) de tres dias
de extraccion. Se analizaron los datos de cuatro afios de un haras compuesto por 60 animales
en promedio. Se obviaron los datos de sangrias incompletas u otro tipo de evento
circunstancial que no le permitiese al caballo cumplir cabalmente con todo el proceso de

sangria. Ello demandé que su estado sanitario y nutricional debio6 ser excelente.

Evaluacién preliminar de interacciones. La fase inicial del estudio fue definir bajo qué
indicador (variable de salida) se debia colectar los datos de tal manera que este indicador
permitiese desarrollar un muestreo con el cual se pudiese implementar los estadigrafos
adecuados que caracterizaran el desempefio de cada animal en comparacion con otros. Entre
los principales requisitos para el establecimiento de este indicador fue que éste fuese de facil
extraccion e interpretacién para su posterior implementacion en programas de mejora continua
de la operacion. Primeramente se opt6 por evaluar si existe algun tipo de correlacion entre las
tres caracteristicas que se evallan actualmente en los caballos. A los animales se les evalla
su calidad a través de tres indicadores independientes entre si. Por tanto, se evalué de manera
exploratoria la correlacién entre las variables rendimiento de suero (RS) (volumen de
suero/volumen de sangre), hematocrito (HTO) y titulo neutralizante (TN). También de manera
exploratoria se compard la distribucién independiente de los datos de RS y TN versus la
combinaciéon entre ambos indicadores maostrada con el indicador propuesto VEP, detallado a

continuacion:

VEP = TNxVP
Donde:
VEP: Representa el volumen efectivo de plasma, expresado en litros (I)

TN: Titulo neutralizante (representa una equivalencia al estdndar de neutralizacién del suero
procesado en planta). Es una relacién entre el requerimiento del proceso industrial y lo que

ofrece el caballo.

VP: Volumen de plasma obtenido de cada sangria, representado en mililitros el rendimiento

! DMV Ricardo Estrada, comunicacién personal
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efectivo a partir de sangre, de la materia prima para produccién (suero).

Dado que fue necesario tener un indicador que permitiese evaluar a cualquier caballo de la
explotacién, se evaluaron las interacciones entre los datos de VEP de dos diferentes grupos de
in6culo. Dado que en la explotacion se manejan grupos de caballos que se inoculan con
concentraciones diferentes de venenos de serpiente, con los datos se desarrollé un analisis
para definir si existen diferencias significativas entre el VEP de los caballos que pertenecen a
perfiles diferentes de Inoculacion (PI). Ello con el objetivo de evaluar si es necesario fraccionar
los indicadores productivos por grupo 6 bien utilizarlos como una misma fuente de datos de
produccién. Para esto se evalu6 el desempefio de 40 animales con 3 sangrias registradas cada
uno, para un total de 120 sangrias provenientes de los animales pertenecientes a los grupos

Polivalente 1 (PO-1) y Polivalente 2 (PO-2), los cuales representaron el 75% del haras.

Andlisis estadisticos. Analisis Exploratorio. Para el estudio de correlacién entre los
indicadores independientes que actualmente son utilizadas como criterio de calidad se extrajo
el coeficiente de Pearson, utilizando el programa MegaStat versién 2007. Para la evaluacién de
diferencias poblacionales entre los grupos de datos se compar6é su dispersion mediante la

funciéon Box Whisker y Normality Test del programa estadistico QI Macros Version 2009.

Disefio experimental para la evaluacién de las diferencias entre perfiles de inoculacion:
Para evaluar las diferencias entre los datos de grupos polivalentes diferentes se efectué una
prueba de hipétesis mediante poblaciones pareadas. Posteriormente se aplicé un andlisis de
tipoAnnova de dos vias utilizando la funcién Two ways Annova del programa MegaStat version
2007.

RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis exploratorio previo. En la Figura 1 puede observarse la correlacion entre las
variables de HTO y Rendimiento de suero (RS). Esta permite concluir que a pesar de tener una
correlacion negativa débil, su valor es reducido (R2=0,154) lo cual permite inferir que, para
objetivos de evaluacion de calidad, la correlacion obtenida entre ambos indicadores no
manifiesta una tendencia contundente que permita integrarlos como mecanismo de toma de

decision bajo criterios de calidad estandarizados.
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También fue requerido establecer los valores de correlacion entre otras variables actualmente
utilizadas. La Figura 2 muestra que tampoco existe correlacion (Rz2 = 0,041) entre el

rendimiento del plasma con los valores de titulo de cada caballo.
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Figura 1.Grafico de correlacion entre los valores por caballo de hematocrito y el rendimiento

del plasma.
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Figura 2. Grafico de correlacion entre los valores de rendimiento efectivo y titulo.

Analizando estadisticamente los datos que se usan actualmente, se observa que, tanto en los
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valores de RS (sin tomar en cuenta el dato de titulo) como en los valores de TN, las variables
de salida no persiguen un comportamiento normal, ni como poblaciones independientes, lo cual
genera datos de variabilidad muy altos que no facilitan bajo esta perspectiva la toma de
decisiones dentro de la operacién. Estableciendo el analisis de los caballos bajo la perspectiva
de Volumen Efectivo de Produccion (VEP) se observan resultados que permiten un
comportamiento normal que se adecla mas a la teoria del control ingenieril de la calidad.
(Figura 4).

Aplicando el uso del indicador VEP, la Figura 3 muestra los rangos del mismo entre dos
diferentes grupos productivos (PO1 y PO2). Esto sugiere que no es posible comparar ambas

poblaciones o tratarlas de manera diferenciada a la hora de usar este indicador.

VEP

Grupo Polivalente

Figura 3. Distribucion de valores de VEP entre grupos polivalentes.

Figura 4. Distribucion de datos muestrales de VEP de Grupos Polivalente 1y 2 (p= 0.034)
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Para el experimento de evaluacion de diferencias entre VEP entre grupos PO1 y PO2, los
valores de p obtenidos (Cuadro 1) muestran que no existen diferencias significativas entre
grupos polivalentes 1 y 2 permitiendo que todos los animales puedan ser valorados con el
indicador propuesto. Estos datos presentan una base con la cual se espera facilitar el control
de calidad productiva de los equinos a la hora de establecer rangos de productividad minima

segun las necesidades de la operacion.

Cuadro 1. Resultados del analisis de varianza entre grupos

ANOVA tabla

Source SS df MS F p-valor

Factor 1 321.583 15 21.4389 4.00 .000482
Factor 2 4.023 1 4.0227 0.75 .3926
Interaccion 324.854 15 21.6569 4.04 .000442

Error 171.371 32 5.3554

Total 821.831 63

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La variable Titulo Neutralizante (TN), integrada al porcentaje de rendimiento del suero en cada
sangria, puede generar un dato de efectividad real de suero, por tanto, del animal, que refleje

asi las cualidades productivas del mismo, permitiendo mayor comparacion entre semovientes.

Debido a que los animales investigados pertenecen a una amplia diversidad de grupos raciales,
no es posible determinar influencias fenotipicas predictivas sobre su desempefio, no obstante
en relacién a factores como la edad y el estado nutricional se recomienda efectuar estudios de

su influencia.

Bajo la coyuntura expuesta, para atender el crecimiento de la demanda de sueros equinos asi
como facilitar los procesos de mejora continua se deben establecer protocolos de pruebas

periddicas de VEP para mejorar la cantidad de animales mantenidos bajo criterios minimos de
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productividad. Esto sugiere que algunos caballos de bajo VEP podrian ser sustituidos por
caballos de alto VEP. Ello nuevamente arroja la necesidad del desarrollo de nuevas
investigaciones ya que debido a que la relacién actual se estudié en base a plasma total
producido por sangria y dada la baja cantidad anual de sangrias por caballo, para poder llegar
a determinar en el futuro que determinados caballos son de alto o bajo rendimiento, se
requeriria de un aproximado de un afio y medio (3 a 6 sangrias) para tener datos suficientes
para tomar decisiones, lo cual puede ser contraproducente para efectos operativos. Por eso se
propone efectuar un estudio aplicado de analisis exploratorio que defina la cantidad de
extracciones minimas muestrales para pronosticar el potencial valor de VEP en un lapso corto

de tiempo.

En esta actividad de alta importancia cientifica y tecnolégica, el caballo posee un papel
preponderante donde debido a factores, entre ellos la alta demanda de sueros, se justifica que
sea necesario hacer cada vez mas eficientes los procesos que lo potencien como unidad de
produccion de materia prima de manera que se integre la bisqueda de eficiencia hacia toda la
cadena pecuaria antiofidica. Por ello es de alta importancia que se ofrezca mayor atencion
académica sobre el proceso primario de creacion y evaluacion de la productividad de los
caballos desde un enfoque ingenieril de su eficiencia donde se evalle el impacto hacia la
productividad de los factores de la producciéon animal (sanidad, nutricion, genética, manejo,

etc.).
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