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Resumen

La colecta de muestras bioldgicas en campo puede ser dificil. El uso del papel filtro de Nobuto es
una alternativa ya que permite la colecta de fluidos bioldgicos de manera simple y répida. Se
colectaron muestras de sangre y leche de bovinos (n=11) y caprinos (n=27) provenientes de 3
ranchos de Todos Santos, Baja California Sur, México. La sangre se obtuvo por extraccidon venosa
yugular o coccigea en tubos Vacutainer® con heparina como anticoagulante y la leche se obtuvo
por ordefia manual en tubos de plastico estériles. Tiras de papel filtro Nobuto® se saturaron con
sangre o leche y se dejaron secar al aire. Previo al andlisis, cada tira se sumergié en solucion
salina y se eluyd durante la noche en refrigeracién. Se usaron los datos de las muestras de
sangre y leche colectadas por métodos tradicionales como estandares. Todas las muestras se
procesaron para la detecciéon de anticuerpos contra Brucella abortus y Anaplasma spp. por
medio de pruebas seroldgicas, y para la cuantificacidn de la concentracion de proteinas totales,
glutatién (GSH-Eq, GSH, GSSG), carbonilos proteicos y sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS) como indicadores de estrés oxidativo. No se detectaron anticuerpos para Brucella
abortus y Anaplasma spp. en las muestras de leche y sangre; por lo tanto, no se analizaron las
muestras del papel filtro. Los resultados sugieren que los animales incluidos en este estudio
estdn sanos y libres de brucelosis y anaplasmosis. Se detectaron indicadores de estrés oxidativo
por primera vez en papel filtro con una frecuencia relativa >75%. Las concentraciones de GSH-
Eq, GSH, GSSG, TBARS y carbonilos proteicos preservados en el papel filtro de Nobuto no fueron
comparables con su estandar de referencia. Las muestras de sangre preservadas en el papel
filtro se pueden usar para la evaluacién del estado redox por medio de la tasa GSSG:GSH-Eq. El
papel filtro de Nobuto es un método apropiado para analizar moleculas mas estables.

Palabras clave: papel filtro, Nobuto, estrés oxidativo, anticuerpos, ganado
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Summary

Collecting biological samples at remote field sites with limited processing capabilities can be
problematic. The use of Nobuto filter paper is an alternative to collect samples in different
environmental conditions, contributing to facilitate clinical, research and biomonitoring efforts.
Drying the filter paper facilitates transport and allows for simple storage. The objective of this
study was to validate the use of Nobuto filter paper for the collection of blood and milk from
livestock. Blood and milk samples were collected from cattle (n=11) and goats (n=27) in 3
ranches of Todos Santos, Baja California Sur, Mexico. Blood was obtained by jugular or
coccygeal venipuncture with heparin as an anticoagulant. The milk was obtained by manual
milking in sterile plastic tubes. From each sample, an aliquot was collected in Nobuto filter
paper by soaking 15 strips per sample. The filter paper was air dried at room temperature and
stored in labeled envelopes for shipping and further analysis. The remaining samples were
processed following conventional methods and frozen for transport and subsequent analysis.
Prior to analysis, each filter paper strip was immersed in saline and eluted overnight under
refrigeration. All samples were processed following the same methods for the detection of
antibodies against Brucella abortus and Anaplasma spp. by serological tests, and quantification
of the concentrations of total proteins, glutathione (GSH-Eq, GSH, GSSG), protein carbonyls and
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) as indicators of oxidative stress. No antibodies
were detected for Brucella abortus and Anaplasma spp. in milk and blood samples; therefore,
the filter paper samples were not analyzed. The results suggest that the animals included in this
study are healthy and free from brucellosis and anaplasmosis. Indicators of oxidative stress
were detected for the first time on filter paper with a relative frequency >75%. The
concentrations of GSH-Eq, GSH, GSSG, TBARS and protein carbonyls preserved on Nobuto filter
paper were not comparable with their gold standard. Blood samples preserved in Nobuto filter
paper may be used for the evaluation of the redox status from the GSSG:GSH-Eq ratio. Nobuto
filter paper is an suitable method for analyzing more stable molecules.

Keywords: filter paper, Nobuto, oxidative stress, antibodies, livestock
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1. INTRODUCCION

Los sistemas de produccion pecuaria son considerados la estrategia social, econémica y cultural
mdas apropiada para mantener el bienestar de las comunidades. Esta actividad puede
simultdaneamente proveer seguridad en el sustento diario, conservar ecosistemas, promover la

conservacién de la vida silvestre y satisfacer los valores culturales y tradiciones (1).

El ganado es el conjunto de animales criados por el humano para la produccién de carne y sus
derivados. En México, esta representado principalmente por el ganado vacuno, ganado ovino,
ganado porcino, ganado caprino y ganado equino. Se puede dividir en 3 grupos segun el tipo de
produccién; lacteos, carne y doble propdsito (2). Las regiones donde se produce la mayor
cantidad de ganado en México son la region tropical del sur con hasta el 42% de la produccion
total nacional; la regién central templada con el 31% de la produccion, y la regién menos

productiva es la norte arida-semiarida con el 27% (2).

En Baja California Sur, las condiciones para la produccién ganadera son de bajo rendimiento. Las
caracteristicas de esta region incluyen escasas precipitaciones (142 mm promedio anuales) (3),
altas temperaturas y suelos pobres en vegetacién. En las zonas aridas, como Baja California Sur,
el pastoreo libre es uno de los principales sistemas de produccién ecolégicamente sostenibles y
se caracteriza, sobre todo, por la movilidad de los animales y el uso compartido de los recursos
naturales (4). Mas del 90% de la materia seca consumida por el ganado doméstico proviene de
tierras de pastoreo (5). Las tierras de pastoreo son aquellas donde la vegetacién nativa esta
constituida predominantemente por pastos, plantas con aspecto de pastos, malezas o arbustos
(6). En la delegacién de Todos Santos, la producciéon ganadera suele ser para consumo local,
siendo los productos lacteos y derivados el principal objetivo de los animales, mientas que la

carne es generada como subproducto (2).

El ganado provee una cantidad de servicios ecosistemicos. La ganaderia, mas que un simple
medio para producir recursos y productos para el consumo es parte integral de nuestros
ecosistemas, la comunidad bidtica, y aporta beneficios sociales y econdmicos. El hombre ha
dependido de los rumiantes para obtener alimento, subproductos y servicios; al mismo tiempo,

los rumiantes han dependido del hombre para su bienestar.
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Las ventajas nutricionales que aportan productos animales, como la carne y la leche, son
superiores a aquellas otorgadas al consumir una dieta basada en plantas ya que son ricos en
proteinas y proporcionan un balance apropiado de diez aminoacidos esenciales (7). Algunas
especies de rumiantes sirven como fuente renovable de energia; se utilizan como animales de
tiro para equipo agricola, carretas y carretones (6). Los cueros y pieles de los animales se
procesan para generar productos para el vestuario y confort, incluyendo zapatos, ropa,
muebles y otros productos (8). En zonas rurales, el ganado aporta mayor valor estético a los
paisajes que en aquellas zonas donde el campo es exclusivamente para cultivo (9). El vinculo de

las personas con los animales suele ir mas alla del valor monetario (10).

La integracién del ganado en la preservacion de los ecosistemas al promover el uso del forraje
puede proporcionar grandes beneficios. El ganado puede crear alimentos humanos a partir de
fuentes no comestibles. Aunque el ganado puede competir con nosotros por la comida, también
asimila la biomasa no comestible de praderas desérticas para producir alimentos de valor
nutricional ricos en proteina (8, 11), y proporcionan una fuente importante de nutrientes al
suelo. La mayoria del nitrégeno y otros nutrientes son excretados por los animales reciclandolos
de regreso a la tierra, para mantener la fertilidad del suelo (12). Ademas de reciclar nutrientes,
el ganado también proporciona una forma de regresar a la tierra materia orgdnica, como

residuos de cultivos, granos o desechos del procesamiento de alimentos (8,13).

El ganado puede ayudar a mantener la biodiversidad (14). Ecosistemas complejos, como
pastizales, necesitan perturbaciones continuas suaves; por lo tanto, el pastoreo del ganado se
convierte en un agente de alteracidn restaurativa, un instrumento de conservacién y renovacion
(15) ayudando no sélo a la vegetacidn, sino también a otras especies que van desde microbios

hasta mamiferos (16).

La crianza del ganado y actividades agricolas relacionadas a la comercializacién, procesamiento,
distribucién y venta de animales y sus productos, genera gran cantidad de autoempleos y
empleos a pequefios productores y agricultores (6). Estos empleos proporcionan seguridad y
estabilidad econdmica y social ya que actidan como un “banco de ahorros” en comunidades de
escasos recursos. Aunque existen muchos beneficios al interactuar con el ganado, los animales
pueden transmitir microorganismos daninos que pueden causar una variedad de enfermedades

en las personas, desde infecciones leves hasta enfermedades graves (17).
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Existe una creciente preocupacion publica por el bienestar de los animales. El bienestar animal
se define como el estado del individuo respecto a sus intentos de enfrentar el ambiente en el
que se encuentra (18). Segun la Organizacion Mundial de Sanidad Animal, antes Oficina
Internacional de Epizootias (OIE), el bienestar animal es el estado fisico y mental de un animal
en relacién con las condiciones en que vive y muere (19). El bienestar es multidimensional, por
lo tanto, su evaluacion corresponde a varios criterios. En los animales domésticos, como el
ganado, el bienestar animal comprende diferentes pardmetros agrupados en 4 principios

basicos y 12 criterios (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros considerados para garantizar el bienestar animal en el ganado (20).

Principios Criterios

Ausencia de hambre prolongada
Ausencia de sed prolongada
Confort durante el descanso
Buen alojamiento Confort térmico
Facilidad de movimiento
Ausencia de lesiones
Buena salud Ausencia de enfermedades
Ausencia de dolor inducido por el manejo
Expresion de la conducta social
Comportamiento adecuado Buena relacién humano-animal
Estado emocional positivo

Buena alimentacion

La salud se define como el estado en que el organismo ejerce normalmente todas sus funciones
naturales. En el ganado se refiere al bienestar fisioldgico, la ausencia de enfermedades,
infecciones, lesiones o dolor. Existen diferentes tipos de enfermedades: enfermedades
infecciosas y no infecciosas. Las enfermedades infecciosas son causadas por agentes patdgenos
especificos como virus, bacterias u hongos y parasitos pueden ser transmisibles al ser humano.
Las enfermedades no infecciosas se refieren a aquellas causadas por anomalias genéticas,
deficiencias alimentarias, enfermedades metabdlicas o enfermedades téxicas, debido a la

ingestion de determinados agentes téxicos organicos e inorganicos (21).

De la necesidad de combatir las enfermedades de los animales a nivel mundial surgi6 el Sistema

Mundial de Informacidn Zoosanitaria (WAHIS, por sus siglas en inglés), organizacion
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intergubernamental encargada de mejorar la sanidad animal en el mundo. La interfaz WAHIS
proporciona informacién de enfermedades o infecciones de declaracién obligatoria a la OIE para
animales terrestres y acudticos. Segun el WAHIS, las enfermedades presentes en México de
declaracion obligatoria para animales domésticos son anaplasmosis bovina, babesiosis bovina,

brucelosis (por Brucella abortus y B. melitensis), influenza aviar, tuberculosis y rabia (19).

En México, el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) es
la institucidon encargada de mantener y mejorar el estado zoosanitario del pais a través de la
prevencion, control y erradicacion de plagas y enfermedades que afectan al sector pecuario,
acuicola y pesquero. Para lograr este objetivo, SENASICA establece politicas, lineamientos y
normatividad en actividades en campo con las campafias zoosanitarias; en investigacién con
medicina preventiva y diagndstico, y de manera comercial en aspectos de exportacion e
importacién (22). Actualmente, los programas de campafias zoosanitarias oficiales en territorio
nacional incluyen a la influenza aviar, tuberculosis bovina, brucelosis, rabia paralitica bovina,

anaplasmosis, babesiosis (Boophilus spp.) y la varroosis de las abejas (23).

La brucelosis es una zoonosis bacteriana causada por especies del género Brucella. Hay seis
especies diferentes de Brucella patdégenas para animales; Brucella abortus es la especie
predominante que infecta al ganado. Cabras, ovejas, cerdos, bufalos, camellos, renos y otros
mamiferos, ademas de los bovinos, pueden ser afectados por brucelosis. En las especies de
ganado, el mayor signo clinico de esta enfermedad es el aborto (interrupcion del embarazo
prematuro o a término, produciendo terneros muertos), generalmente en la segunda mitad de
la gestacion con retencidn de placenta y metritis. La infeccion por Brucella spp. se transmite
facilmente a los seres humanos, causando una enfermedad febril aguda (fiebre ondulante) que
puede progresar a una forma mas crdénica, y también puede producir complicaciones graves que
afecten a los sistemas musculoesquelético, cardiovascular y nervioso central (24). La infeccion
se adquiere esencialmente por via oral, respiratoria o conjuntival; pero la ingestién de

productos lacteos crudos constituye la principal fuente de contagio.

El diagndstico de brucelosis se confirma mediante el aislamiento y la identificacion del
organismo causante. Sin embargo, este enfoque requiere tiempo y las pruebas especificas
necesarias para caracterizar las bacterias son complicadas. Para examinar un numero elevado

de animales, las pruebas de diagndstico deben ser econdmicas, faciles de realizar, rapidas,
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sensibles y especificas. Se han disefiado varias pruebas seroldgicas para cumplir con estos
requisitos (25). Las pruebas de antigeno de Brucella spp. amortiguadas (prueba de rosa de
bengala y prueba de aglutinacion en placa), la prueba de fijacién del complemento, las pruebas
de inmunoabsorcién ligada a enzimas o la prueba de polarizacion de fluorescencia son pruebas
adecuadas para rebafios y pequefios rumiantes (24). La brucelosis es una de las enfermedades
bacterianas que recibe mayor atencién en México. La importancia de la brucelosis radica en las
pérdidas de produccién derivadas de la enfermedad clinica en el ganado, las restricciones
aplicadas a los animales infectados y sus productos en los mercados agricolas locales y globales

(26).

La anaplasmosis es una enfermedad transmitida por vectores causada por bacterias del género
Anaplasma. La especie A. marginale es responsable de casi todos los brotes de enfermedades
clinicas, aunque se ha sugerido que A. centrale y A. phagocytophilum también infectan al
ganado (27). La enfermedad clinica es mas notable en el ganado bovino, pero otros rumiantes
como cabras, ovejas, equinos y otros mamiferos pueden infectarse de forma persistente (28). La
anaplasmosis es una enfermedad infecciosa pero no contagiosa, se transmite biolégicamente a
través de picaduras de garrapatas o se transfiere mecanicamente por moscas a través de sangre
infectada. La anemia, la pérdida de peso y la ictericia son signos caracteristicos de la
anaplasmosis (29). La anaplasmosis bovina esta presente en el ganado de México, América
Central, Sudamérica, y en el Caribe (30). Una vez infectado, el ganado puede seguir siendo
portador de por vida, y la identificacion de estos animales depende de la deteccion de
anticuerpos especificos mediante pruebas seroldgicas. Se ha demostrado que un ensayo
competitivo inmunoabsorbente ligado a enzimas (c-ELISA, por sus siglas en inglés) tiene buena
sensibilidad para detectar animales portadores. También se pueden utilizar pruebas de
aglutinacién en tarjeta (CAT, por sus siglas en inglés) o un ensayo indirecto inmunoabsorbente
ligado a enzimas (i-ELISA, por sus siglas en inglés). La reactividad cruzada entre Anaplasma spp.
puede complicar la interpretacién de las pruebas seroldgicas. En general, el c-ELISA tiene la
mejor especificidad, con una reactividad cruzada caracterizada sélo entre A. marginale y A.
centrale (27). Infecciones graves en el ganado por Anaplasma spp. producen graves pérdidas
econdmicas por disminucidon de la ganancia de peso, produccion de leche y deterioro de las

pieles, provocando en ocasiones la muerte de los animales (28).
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Como mecanismo de defensa, contra infecciones por patdgenos; células del sistema
inmunolégico innato (macréfagos, monocitos, eosindfilos, neutréfilos y células dendriticas)
producen sustancias altamente reactivas las cuales promueven la degradacién de patégenos por
medio de fagocitosis (31). Este proceso fagocitico consta de tres pasos, el reconocimiento del
patégeno que ha sido recubierto con opsoninas, la absorcién del patégeno seguido de la

desgranulacion de los leucocitos, y la destruccién y degradaciéon del patégeno (32).

Cuando las células fagociticas se exponen a ciertos estimulos, experimentan cambios notables
en la forma en que manejan el oxigeno (33). Sus tasas de consumo de oxigeno aumentan
considerablemente, a veces mdas de 50 veces, como respuesta comienzan a producir grandes
cantidades de especies reactivas. A esta serie de cambios se le conoce como ‘"estallido
respiratorio”, cuyo propdsito final es generar poderosos agentes microbicidas mediante la
reduccion parcial de oxigeno (34). El proceso detallado y las reacciones que ocurren dentro del

fagolisosoma para la generacién de especies reactivas se describen en la Tabla 2.

La capacidad de las especies de oxigeno reactivas derivadas de fagocitos para eliminar
patégenos ha sido establecida, y algunos de los mecanismos por los cuales esto ocurre ahora
son conocidos (33). La exposicion a especies reactivas pueden dafiar o alterar funciones
celulares en proteinas (35), acidos nucleicos y lipidos (36). Para evitar el dafo celular por estos
procesos, la mayoria de los sistemas bioldgicos han desarrollado una respuesta antioxidante, la
cual previene o repara la oxidacion de alguno de estos sustratos (37). El tripéptido glutation, asi
como las enzimas glutatién peroxidasa y glutation reductasa representan uno de los sistemas

antioxidantes intracelulares mas importantes en la defensa antioxidante.

Al desbalance entre la produccién de especies reactivas y antioxidantes, a favor de los primeros,
es lo que conocemos como estrés oxidativo (38). La deficiencia de antioxidantes como el
glutatién, contribuye a un dafio oxidativo, que desempefia un papel fundamental en el

envejecimiento y patogenia de muchas enfermedades (39).

Las enfermedades que afectan al ganado pueden tener un efecto devastador sobre la
productividad y la produccion de los animales, sobre el comercio de animales vivos, carne y
otros productos, sobre la salud humana vy, por lo tanto, en el proceso general del desarrollo

econdmico (40). Las enfermedades animales con implicaciones para la salud humana pueden
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afectar negativamente la salud publica, el comercio mundial y la estabilidad del segmento
agricola de la economia. Los animales sanos tienen mas probabilidades de suministrar alimentos
seguros, tener mayor productividad agricola, reducir el impacto ambiental, reducir el uso de

antibidticos y mejorar el bienestar animal (41).

Tabla 2. Descripcidn del estallido respiratorio (33, 34, 40, 41).

Descripcién Reaccidn

El estallido respiratorio comienza con la activacion la
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxigenasa
(NOX), que cataliza la reduccién del oxigeno a radical
superdéxido (0,").

La mayor parte del O," reacciona rapidamente
consigo mismo, en una reacciéon de dismutacién
espontanea o catalizada por la enzima superéxido
dismutasa (SOD) para dar un producto oxidado
(oxigeno, O;) y un producto reducido (perdxido de
hidrégeno, H,0,).

El 0," y el H,0, son intermediarios del estallido
respiratorio, ya que el primero es completamente
inocuo y el segundo es un microbicida débil. Estos
compuestos se utilizan como materiales de partida
para la produccion de los oxidantes microbicidas.
Estos se dividen en dos clases: los halégenos oxidados
y los radicales libres. La produccién del primero
comienza con la oxidacién del ion cloro (CI) a
hipoclorito (OCI) catalizada por la enzima
mieloperoxidasa a expensas del H,0,.

El OClI" es un agente microbicida extremadamente
poderoso. También es el precursor de las cloraminas,
un grupo de halégenos oxidados microbicidas que se
forman por la reaccion entre el OCI" y el amoniaco
(NH3) o las aminas (RNH,).

Las especies reactivas de oxigeno se forman en
reacciones que involucran 0O,". La formacién del
radical hidroxilo ("OH), se ha identificado como el 0, " +H,0, > ‘'OH+ OH + 0,
producto mds reactivo de todos. Esta reacciéon ocurre

mediante la catalisis por un metal (hierro, Fe, o cobre,

Cu) de la reaccién entre 0," y H,0,.

0,+ NADPH — 0," + NADP" + H"

2 02._+ ZH+ — 0,5+ H,0,

ClI'+ H,0, - OCIl + H,0

OCl" + RNH; = RNH,Cl + HO

Abreviaturas: O,, oxigeno; NADPH, nicotinamida adenina dinucledtido fosfato; O,", radical
superodxido; HY, catién hidrégeno; H,0,, perdxido de hidrogeno; CI, ion cloro; OCI’, hipoclorito;
RNH,, amina; RNH-Cl, cloramina; HO’, anidn hidrdxido; “OH, radical hidroxilo.
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De esta idea nace el concepto de “One Health” al reconocer que la salud humana esta
intrinsecamente relacionada con la salud de los animales, plantas y los ecosistemas (44). El
término “One Health” se adoptd del concepto “One Health, One World™” (Centers for Disease
Control and Prevention) presentado durante el simposio de la Sociedad de Conservacion de la
Vida Silvestre en 2004 (45) donde se exigieron enfoques interdisciplinarios e internacionales

para la prevencién de las enfermedades y la promocidn de la salud.

El vinculo entre la poblacién humana y animal con el medio ambiente circundante es
especialmente estrecho en las regiones en desarrollo donde los animales proporcionan
transporte, fuerza de tiro, combustible, ropa y alimento. La sanidad animal es necesaria para
una produccidn ganadera sostenible. Los productos de origen animal no sélo representan una
fuente de alimentos de calidad sino que son, también, una fuente de ingresos para pequefos

agricultores y criadores de ganado en paises en desarrollo, como México (46).

Para controlar la propagacion de patégenos, se recomienda diseiar estrategias de monitoreo. El
monitoreo es un proceso en el que se incluye la coleccién sistematica de informacion, su analisis
y, con base en ello, la generacion de conocimiento (47). Para el monitoreo adecuado de
animales se sugiere la recopilacién y seguimiento de datos cuantitativos y cualitativos que
pueden incluir informacidon sobre el comportamiento, estado fisico, analisis bioquimicos y
hallazgos clinicos. La colecta y andlisis de muestras bioldgicas permite el monitoreo de
condiciones fisiolégicas, nutricionales o patoldgicas en animales silvestres y en cautiverio, y
puede ser de ayuda para confirmar la presencia de agentes causantes de enfermedades
infecciosas (48). Monitorear la salud de los animales y la prevencidn de brotes de enfermedades
son vitales para la economia y la seguridad del suministro de alimentos del pais. La produccién
de ganado sano ayuda a garantizar un suministro de alimentos seguros y a mantener estables

los precios al consumidor (41).

El punto de partida para la identificacion de enfermedades en animales esta en la adecuada
colecta de muestras. Los laboratorios de diagndstico requieren que las muestras lleguen en
buenas condiciones. Para lograr esto, las muestras deben tomarse con cuidado para evitar
estrés o lesiones indebidas al animal o peligro para el operador (49). Las muestras se deben
colectar asépticamente y se debe tener cuidado para evitar la contaminacion cruzada entre

muestras (49).



Cuando se toman muestras de animales vivos se debe tener cuidado para evitar lesiones en el
animal o peligro para el operador. Puede ser necesario usar restriccion mecdnica, sedantes o
anestesia. El muestreo en animales vivos incluye sangre, excreciones (heces y orina), piel, pelo,
fluidos de tracto genital y semen, descarga nasal (saliva, lagrimas) y leche (49). Las colectas
post-mortem deben llevarse a cabo en condiciones tan asépticas como sea posible. Se debe
tener cuidado para evitar la contaminacion ambiental o el riesgo de propagacién de la
enfermedad a través de insectos o fémites. La eliminacién de animales y tejidos debe ser

adecuada y segura (49).

Con frecuencia, las muestras de sangre son las mas utilizadas para hematologia, cultivo o
identificacion directa de patdgenos; en estos casos es habitual el uso de anticoagulantes como
el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) o la heparina. La serologia requiere suero que se
obtiene de una muestra coagulada. El plasma sanguineo también puede utilizarse para algunos

procedimientos.

La muestra usualmente se obtiene mediante puncién venosa. En la mayoria de los mamiferos
grandes, se selecciona la vena yugular o una vena caudal, pero también pueden utilizarse las
venas braquiales y mamarias. La sangre se toma con una jeringa o con una aguja de doble punta
y un tubo al vacio. Idealmente, la piel en el sitio de puncién primero debe afeitarse o
desplumarse y limpiarse con alcohol al 70%. Para las muestras que se colectan con
anticoagulante, es necesario mezclar bien, usando agitacién suave tan pronto como se haya
tomado la muestra. Para las muestras de suero, la sangre debe dejarse reposar a temperatura
ambiente (pero protegida del calor o frio excesivo) durante 1 a 2 horas hasta que el coagulo
comience a contraerse. Después de varias horas, la muestra se puede centrifugar a 1000 x g

durante 10 a 15 minutos y el suero se puede decantar o separar con una pipeta.

Las muestras de leche se deben tomar después de limpiar y secar la punta del pezdn, evitando
el uso de antisépticos. El flujo inicial de leche debe desecharse y posteriormente tomar la

muestra para realizar los analisis. La leche para pruebas seroldgicas no debe haberse congelado,
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calentado ni sometido a sacudidas violentas. En caso de haber una demora se puede agregar

conservantes a las muestras de leche.

Las muestras deben ser cuidadosamente empaquetadas, etiquetadas y enviadas al laboratorio
por el método mas radpido posible, con control de temperatura adecuado y los requisitos
especificos requeridos para los analisis que se vayan a realizar. Si pueden llegar al sitio donde

seran analizadas dentro de un periodo de 48 horas, las muestras deben enviarse refrigeradas.

Todas las muestras deben ir acompafiadas de una carta que incluya el nombre y direccién del
remitente, origen del material, informacién relevante, identificacion del animal y muestras
correspondientes, asi como las pruebas solicitadas (49). Las muestras pueden almacenarse para
uso periddico o para mantenerse a largo plazo; estas funciones deben separarse. Las
condiciones de almacenamiento deben minimizar la pérdida de propiedades inmunolégicas y
bioquimicas de las muestras. Para ello se pueden utilizar tres métodos; congelacién profunda,

liofilizacidn y almacenamiento en seco en papel filtro a temperatura ambiente.

Para el almacenamiento a largo plazo, la congelacidn profunda debe mantener una temperatura
inferior a -60°C; sin embargo, las temperaturas mas bajas son mas costosas de mantener. La
mayoria de los laboratorios utiliza congeladores a -20°C pero el suero puede deteriorarse,
especialmente si se almacena durante largos periodos de tiempo a esta temperatura. Los
congeladores deben de tener sistemas de advertencia si la temperatura aumenta, asi como
generadores de reserva en caso de que ocurra una falla mecanica o de energia. La liofilizacion es
generalmente considerada como el mejor método para el almacenamiento a largo plazo, ya que
puede minimizar la pérdida de caracteristicas de la muestra. Sin embargo, este proceso requiere

mucho tiempo y el uso de equipo costoso.

El papel filtro es un papel semipermeable de celulosa o fibra de vidrio que puede ser un método
alternativo, simple y econdmico, para almacenar muestras bioldgicas. Este método consiste en
colocar una gota del fluido en papel filtro, el cual se seca a temperatura ambiente y asi, la
muestra puede conservarse sin necesidad de refrigeracion. Las gotas de sangre seca (DBS, por
sus siglas en inglés) requieren una pequefia cantidad de muestra por lo que funcionan como

alternativa a la venopuncién (50). El uso de DBS esta documentado (50-52) y ha sido validado
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para analitos como hormonas, anticuerpos, fdrmacos y proteinas. Algunos inconvenientes de
usar DBS es el volumen de sangre total que se aplica al papel filtro. La variacién en el tamafio de
la gota de sangre se puede minimizar recolectando muestras en tiras de papel filtro como guia

para estandarizar el volumen de muestra recolectado de cada individuo.

Como alternativa, para estandarizar la colecta de fluidos biolégicos en papel filtro, Nobuto (53)
utilizé tiras de papel filtro de celulosa de alta pureza para identificar toxoplasmosis en humanos,
perros y gatos. Esta tira de papel consta de una seccion de 5 x 30 mm para la zona de adsorcion
y una seccién de 10 x 18 mm para el soporte durante la colecta y secado. El uso de la tira de
papel filtro de Nobuto para la colecta de muestras de sangre simplifica el manejo, el

procesamiento y el almacenamiento para su posterior andlisis.

Esta técnica para la colecta de sangre ofrece como ventajas que el personal no requiere
capacitacién para la toma de la muestra, se pueden manejar volimenes de sangre reducidos
(~100 pL), y permite colectar muestras, tanto de animales vivos como muertos (54). Otras
ventajas del uso del papel filtro de Nobuto sobre los métodos convencionales son eliminar
problemas con los tubos de colecta, reducir el tiempo de procesamiento y la mano de obra en el
campo, y que no se requieren equipos especializados, que pueden ser dificiles de transportar,
operar y mantener en el campo (55). La durabilidad del papel filtro en comparacion con los
tubos de vidrio o plastico y su peso liviano facilitan la colecta, almacenamiento y transporte de
muestras. Este método también puede ayudar a responder a la necesidad de ampliar, refinar e
integrar la vigilancia de las enfermedades en animales de vida silvestre con los sistemas de salud

publica (56, 57).
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2. ANTECEDENTES
La idea de usar el papel filtro de celulosa para la colecta de muestras bioldgicas fue desarrollada
por Ivar Christian Bang. En 1913, Bang determind concentraciones de glucosa a partir de eluatos
de DBS (58). Posteriormente, diversos autores reportaron el uso de DBS para pruebas
seroldgicas. Chapman, en 1924, destacd 4 grandes ventajas del uso del papel filtro en
comparacion de metodos convencionales, como la venopuncién (Tabla 3) (59).

Tabla 3. Comparacion de métodos de colecta de sangre completa en el muestreo de animales
Vivos.

Venopuncion Papel filtro
Requiere de la puncién de venas No invasiva ya que se pueden utilizar
Colecta perifericas mediante sistema de venas marginales para obtener una
llenado al vacio gota de sangre
Volumen 6a10mL Menora 1 mL
Al . Coagulacion, hemolisis, deterioro Riesgo de contaminacién bacteriana o
teraciones por temperatura o tiempo hemolisis minimo
Deben mantenerse alejados de la Puede almacenarse por largos
Preservacion luz y calor. No debe ser sometidos  periodos de tiempo a temperatura
a movimientos bruscos ambiente

La estabilidad del material bioldgico en la matriz de papel filtro se atribuyd a que el proceso de
secado excluye el agua, factor importante necesario para que actlen enzimas proteoliticas en la

degradacion de proteinas.

Fue en 1963, 50 afios después de la publicacién de Bang, que Robert Guthrie y Ada Susi,
utilizaron este planteamiento a gran escala para el diagnéstico de enfermedades metabdlicas en
poblaciones de recién nacidos (60). En este estudio la determinacidon de fenilcetonuria fue
validada por medio de espectrofotometria enzimdtica (61). Las muestras de sangre de recién
nacidos se obtuvieron por puncion capilar de taldn, la cual se depositdé en pequefios discos de
papel filtro de 0.25 pulgadas de didmetro (Schleicher & Schuell #903). Aunque el muestreo en
papel filtro (DBS) se ha utilizado para analisis bioldgicos y clinicos de muestras bioldgicas desde
mediados de la década de 1960, ha demostrado ser un desafio (60). Las DBS se consideraron un
método comunmente aplicable para la colecta, almacenamiento, transporte y andlisis de una
gran variedad de fluidos humanos; sin embargo, su uso en aplicaciones veterinarias adn no ha

sido explorado por completo.
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En 1967, Kenzo Nobuto propuso el uso del papel filtro de celulosa en forma de tiras (Fig. 1) para
la colecta de muestras de sangre (53). En dicho estudio, la sangre del corazén de perros, gatos y
humanos se absorbié en tiras de papel filtro (Toyokagaku No. 1) para después secarse a
temperatura ambiente durante 4 dias (53). Para eluir el anticuerpo, el area de adsorcion se
corté y sumergio en 0.6 mL de PBS por 1 hora a temperatura ambiente, y por medio de ensayos
de hemaglutinacién detectaron anticuerpos contra Toxoplasma gondii a diferentes diluciones
(1:64, 1:256, 1:1024) en el papel filtro de Nobuto (53). Otros analisis confirmaron que la

concentracion del anticuerpo en el eluato era equivalente al del suero diluido a 1:16 (53).

Tira de Nobuto: tamaino real

30 mm : 18 mm
5mm| O 110 mm
| |
\ / N\ /
N N
B A

Figura 1. Tira de papel filtro de Nobuto compuesta de (A) area de difusion (10 x 20 mm) y de
(B) area de adsorcion de la muestra (5 x 30 mm).

Segun especificaciones del fabricante (ADVANTEC®) el papel para muestreo de sangre (filtro de
Nobuto) colecta sangre en el area de adsorcion de la tira (B) y se deja secar en el area de
difusién (A) para un manejo facil y eficiente de las muestras. La tira adsorbe aproximadamente
0.1 mL de sangre o 0.04 mL de suero. El papel filtro para la colecta de muestras estd fabricado
con fibras de algoddn de alta calidad, que han sido tratadas para lograr un alto contenido de
alfa celulosa (>98%) para garantizar calidad, reproducibilidad y uniformidad en la toma de

muestra (62).

El papel de celulosa de alta pureza produce una fina estructura similar a un tejido, ideal para un
muestreo uniforme. Una vez secas las muestras se pueden analizar, almacenar o transportar sin
refrigeracion. La celulosa es un polimero formado por una larga cadena de moléculas de glucosa
unidas por puentes de oxigeno con un alto grado de polimerizaciéon y cristalinidad. La
cristalinidad indica que las moléculas de fibra estdn muy juntas y son paralelas entre si. El

tamafio de poro de retencion se puede ajustar segun el analito, por esta razén el papel a base
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de celulosa es ideal para usarse en ensayos bioldgicos y clinicos.

Los materiales a base de celulosa, como el papel filtro, son compatibles con muestras biolégicas,
pueden modificarse quimicamente para incorporar grupos funcionales y son un buen medio
para ensayos colorimétricos, ya que proporcionan un fondo blanco. La quimica y la porosidad de
la superficie influyen en la inmovilizacion de biomoléculas (por ejemplo, anticuerpos vy

oligonucledtidos), asi como la absorcién de fluidos.

La validacion del papel filtro utilizado por Nobuto abrid las puertas para que diversos autores
utilizaran este método para la colecta masiva de muestras de animales silvestres y domésticos.
En 1985, Avakian y Dick (63) midieron la actividad de los anticuerpos contra Pasteurella
multocida en gallinas leghorn comparando los dos métodos para obtener muestras de sangre.
Se tomaron muestras de sangre entera en tiras de papel de filtro (#740-E, Schleicher y Schuell,
Inc., Keene, New Hampshire), se secaron a temperatura ambiente durante 48 horas y se
almacenaron a 4°C en bolsas plasticas selladas. Siguiendo el método comun, utilizando jeringas
y agujas, se obtuvo el estandar de referencia. Se separd el suero de los glébulos rojos y se
almacend a -20°C hasta su analisis. La sangre se extrajo del papel filtro cortando dos discos de
4.8 mm de didmetro para después sumergirse durante la noche a 4°C en 200 plL de solucidn
salina. Mediante un ELISA se comparé la actividad de los anticuerpos presentes en las tiras de
papel filtro y los presentes en el suero; la dilucidn de las muestras de sangre presentes en los
discos fue considerada 1:20. Los resultados obtenidos en las muestras colectadas en las tiras de
papel filtro no mostraron diferencias significativas con los resultados en las muestras tomadas

de la misma ave (p < 0.05).

En 2011, Dusek et al. evaluaron la utilidad de las tiras de papel filtro de Nobuto para la
deteccidon de anticuerpos contra la influenza aviar en patos reales (Anas platyrhynchos) en
muestras de suero y sangre entera absorbida en tiras de papel filtro de Nobuto. Mediante un c-
ELISA se obtuvieron resultados comparables (sensibilidad >96%) entre los sueros almacenados a
-30°C y el método de preservacidén en las tiras de Nobuto almacenadas hasta 3 meses a

temperatura ambiente (64).

El mismo afo, Curry et al. analizaron muestras de sangre colectada con tiras de papel filtro de

Nobuto de caribles (Rangifer tarandus groenlandicus) para detectar anticuerpos de Brucella
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spp. Las muestras de suero (estandar de referencia) y las tiras de papel filtro saturadas con
sangre se analizaron simultaneamente usando un c-ELISA y un i-ELISA. En los resultados del c-
ELISA las muestras de papel filtro tuvieron prevalencia de 47% de Brucella spp. contra 52% de
prevalencia en el suero, este analisis mostrd sensibilidad del 89% vy especificidad del 99%. Para
el i-ELISA la prevalencia de Brucella spp. en ambas muestras fueron idénticas (43%); la
sensibilidad fue del 100% y la especificidad del 99%. A pesar de que el i-ELISA no distingue entre
anticuerpos de reaccion cruzada inducidos por vacunacién o exposicion a otros patégenos
Gram-negativos, ambos analisis sugieren que el almacenamiento de muestras en tiras de papel
filtro de Nobuto hasta 2 meses a temperatura ambiente es factible para identificar este

patégeno en R. tarandus groenlandicus (55).

En 2014, Curry et al. compararon el rendimiento del papel filtro de Nobuto contra muestras de
suero como estandar de referencia, para detectar anticuerpos de patdgenos en renos en
cautiverio (R. tarandus tarandus). Por medio de c-ELISA se detecté Neospora caninum y el virus
del Nilo Occidental (familia Flaviviridae) con una especificidad del 92%. Con i-ELISA la
especificidad aumentd hasta un 98% para el virus de la parainfluenza tipo 3 y el virus

respiratorio sincitial bovino (65).

Hansen et al. en 2014 validaron el uso de papel filtro de celulosa para cuantificar
concentraciones de mercurio total [THg] por medio de un analizador directo de mercurio
(Milestone DMA-80) en sangre de delfines nariz de botella (o tursiones, Tursiops truncatus) y en
focas de puerto (Phoca vitulina) silvestres que fueron capturados para rehabilitacién en el
Centro de Mamiferos Marinos en California, USA (66). La [THg] en papel filtro seco empapado
con sangre, en papel filtro después de la elucién, y en eluatos de papel filtro se compararon
contra [THg] de la sangre total, como estandar de referencia. El valor de p en relacién con el
estandar de referencia fue de 0.89 + 0.15, 0.86 + 0.13 y 0.96 + 0.23, respectivamente, sugiriendo
gue no existe diferencia estadistica entre los métodos propuestos y el estdndar de referencia

(66).

A pesar de que la eficacia de la inmovilizaciéon de antigenos sobre las fibras de celulosa en
sangre ha sido validada por diversos autores, todavia se necesita optimizacién para que otros

analitos y tipos de muestras sean validados.
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3. JUSTIFICACION
Disefiar e implementar sistemas de vigilancia de enfermedades en animales puede ser un gran
reto ya que, debido al aislamiento, falta de infraestructura, escasez de servicios sanitarios y de
laboratorios calificados que garanticen un diagndstico exacto en comunidades rurales, es dificil
identificar, diagnosticar y notificar enfermedades. El método de muestreo en animales suele ser
uno de los principales factores que afecta de manera directa la calidad de la muestra y, por lo
tanto, su resultado. Por ello, implementar sistemas adecuados para la preservacidon de las
muestras desde el sitio de colecta hasta el laboratorio donde se llevara a cabo el andlisis es de
gran importancia. El uso del papel filtro de Nobuto para la colecta, transporte y
almacenamiento de muestras bioldgicas podria ofrecer una alternativa para garantizar la
integridad de las muestras. Si bien el uso del papel filtro ha sido probado y validado para el
analisis de patdégenos especificos, asi como para la cuantificacion de la concentracién de
metales pesados en muestras de sangre, no se conocen aun las limitaciones para su aplicacién
en otras técnicas y otras matrices bioldgicas. En este estudio se probé el uso del papel filtro de
Nobuto, en comparacién con técnicas convencionales de colecta y almacenamiento, para

detectar patdgenos e indicadores de estrés oxidativo en muestras de sangre y leche de ganado.
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4. HIPOTESIS
Si el uso del papel filtro de Nobuto es capaz de mantener la composicién e integridad de
muestras bioldgicas, entonces es un método factible para la colecta, transporte vy
almacenamiento de muestras bioldgicas en la evaluacion y cuantificaciéon de indicadores de

salud en lugar de los métodos convencionales.
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5. OBIJETIVOS
5.1. Objetivo general
Validar el uso del papel filtro de Nobuto para la colecta de muestras de sangre y leche de
ganado bovino y caprino para la evaluacién y cuantificacién de indicadores de salud en ganado

de la region de Todos Santos, Baja California Sur, México.

5.2. Objetivos particulares
5.2.1. Objetivo particular 1
Colectar muestras de sangre y leche de ganado bovino y caprino de la region de Todos Santos,
Baja California Sur, México con los métodos convencionales y con las tiras de papel filtro de

Nobuto.

5.2.2. Objetivo particular 2
Utilizar las muestras de fluidos bioldgicos (sangre y leche) de ganado bovino y caprino
colectados con los métodos convencionales y con las tiras de papel filtro de Nobuto para

identificar la presencia de anticuerpos contra Brucella abortus y Anaplasma spp.

5.2.3. Objetivo particular 3
Utilizar las muestras de fluidos bioldgicos (sangre y leche) de ganado bovino y caprino
colectados con los métodos convencionales y con las tiras de papel filtro de Nobuto para
cuantificar la concentracién de glutatidn, sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) y

carbonilos proteicos como indicadores de estrés oxidativo.

5.2.4. Objetivo particular 4
Analizar y comparar los resultados obtenidos en las muestras colectadas con papel filtro de

Nobuto contra aquellas colectadas con el método tradicional.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1. Area de estudio
Los muestreos se llevaron a cabo en tres ranchos ubicados en la delegacidon de Todos Santos
(239226’ Ny 110214’ W), municipio de La Paz, Baja California Sur (Fig. 2). Esta zona se caracteriza
por tener un clima semicalido con una precipitacién anual promedio de 160 mm y temperatura

media anual de 21.9°C (67).
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Figura 2. Ubicacién de los ranchos en Todos Santos, Baja California Sur, México en donde se
colectaron muestras de sangre y leche de ganado. Las Playitas (232 32’ 21.8” N, 1102 17’ 51.91”
W), Los Cascabeles (232 27’ 41.52” N, 1102 10’ 0.4” W) y El Tunar (232 27' 49.87” N, 1102 7’
54.01” W).

6.2. Toma de muestra
6.2.1. Estandar de referencia
Se colectaron muestras de sangre y leche de bovinos (n = 11) y caprinos (n = 26) entre febrero y
agosto de 2019. Las muestras de sangre se obtuvieron por medio de puncidén venosa coccigea o

yugular en tubos Vacutainer® de 10 mL con heparina de sodio como anticoagulante. Las
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muestras de leche se obtuvieron por ordefia manual en tubos estériles de pldstico de 15 mL. Los
tubos fueron etiquetados para ser colocados sobre hielo y transportados al laboratorio de
ensefianza del centro educativo de la Universidad Estatal de Colorado, en Todos Santos, Baja

California Sur.

6.2.2. Papel filtro de Nobuto
Las tiras de papel filtro de Nobuto® (Advantec, Dublin, California, USA) se obtuvieron como
donativo de la Universidad de Alaska Fairbanks. El papel filtro de Nobuto se utilizé en grupos de
5 tiras, las cuales fueron sumergidas en cada muestra de sangre y leche previamente obtenidas,
hasta saturarse por completo (~100 uL); por cada muestra se utilizaron tres grupos de cinco
tiras (15 tiras en total) de papel filtro de Nobuto. Las tiras se secaron al aire a temperatura
ambiente y, una vez secas, se almacenaron en las mismas condiciones, en sobres de papel hasta

su analisis (55).

6.3. Procesamiento de muestras

6.3.1. Estandar de referencia
Como estandares de referencia se utilizaron sangre total para la cuantificacion de los
indicadores de estrés oxidativo, plasma para la identificacion de microorganismos, y leche para
ambos andlisis. De cada tubo Vacutainer® con heparina de sodio se tomaron alicuotas de 1 mL
de sangre total en crioviales de 2 mL. Para obtener el plasma, el remanente se centrifugd por 10
minutos a 890 x g para separarlo de los glébulos blancos y los eritrocitos. Se recuperaron
alicuotas de 1 mL de plasma en crioviales de 2 mL. De los tubos con leche se tomaron alicuotas
homogéneas de 1 mL sin tratamiento previo en crioviales de 2 mL. Todos los crioviales se
identificaron con una clave Unica para cada animal y se llevaron a congelacién (-20°C) durante 4

meses, hasta su analisis.

6.3.2. Papel filtro de Nobuto
Previo al andlisis de muestras se eluyd el material que se absorbid a las tiras de papel filtro de
Nobuto de acuerdo al método descrito por Curry et al. (55). Se prepard una solucion de trabajo

que contenia solucién salina amortiguada con fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés), carbonato
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de calcio (CaCl), cloruro de magnesio (MgCl) y una mezcla de antibiéticos (penicilina-
estreptomicina) al 1%. Cada tira, cortada en 5 a 6 piezas utilizando tijeras estériles, se colocé en
un criovial de 2 mL para luego afiadir 400 pL de solucién de trabajo. Los tubos se agitaron por 1
minuto utilizando un vortex para asegurar que cada segmento se cubriera completamente con
la solucién y se dejo eluir durante toda la noche (~16 horas) a 4°C. De cada criovial que contenia
una tira de papel filtro se obtuvieron 400 pL de eluato, el cual fue transferido a tubos de

microcentrifuga Eppendorf® de 1.5 mL (55).

6.4. Analisis seroldgios

6.4.1. Brucella abortus
Para identificar anticuerpos contra Brucella abortus, las muestras se analizaron en el laboratorio
de diagnéstico veterinario de la Universidad Estatal de Colorado, Estados Unidos, mediante una
CAT. El CAT es una prueba rapida de serologia, la cual emplea un antigeno preparado a partir de
una suspension celular concentrada de una cepa de B. abortus que es aglutinado directamente
por los anticuerpos de una muestra de suero o plasma. La prueba se lee después de 4 minutos
de incubacion; se interpreta como positiva cuando se observan grupos de antigeno aglutinado
separados por un liquido transparente, o como negativa cuando no hay signos de aglutinacién
(68). Al ser un método cualitativo, todos los resultados positivos para B. abortus se confirman
con pruebas adicionales; para ello, las muestras en las que se obtuvo resultado positivo se
analizaron en el laboratorio de Salud Animal del Departamento de Agricultura en Colorado,
Estados Unidos por medio de un ensayo de polarizacion de fluorescencia (FPA, por sus siglas en
inglés) para evaluar la presencia de anticuerpos contra B. abortus, B. suis y B. melitensis. El FPA
se basa en las diferencias de rotacion entre una molécula pequefia de antigeno soluble marcado
con un fluorocromo y su anticuerpo. La velocidad de rotacion dependerda del tamano y
estructura molecular; el cambio en la tasa de despolarizacién se midié evaluando el tiempo que
lleva a las moléculas rotar a través de un angulo de aproximadamente 68.5° (69). El resultado se

expreso en unidades de milipolarizacién (mP).

6.4.2. Anaplasma spp.
La presencia de Anaplasma spp. se analizé en el laboratorio de Salud Animal del Departamento

de Agricultura en Colorado, Estados Unidos, por medio de un c-ELISA. Este ensayo detecta
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especificamente la presencia de anticuerpos monoclonales (MAb) que se dirigen a la proteina
principal de superficie 5 (MSP5) expresada por todas las especies del género Anaplasma. La
precision de la prueba depende del valor del punto de corte utilizado para clasificar las muestras
como infectadas o no. Con un punto de corte del 30%, este método se considera sensible (95%)
y especifico (98%) para la deteccion de animales infectados con Anaplasma spp. (29, 70, 71). Los
resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion (% 1); si éste fue mayor o igual al 30%,

se interpreté como muestra positiva.

6.5. Indicadores de estrés oxidativo

6.5.1. Glutation
Para cuantificar la concentracién de glutatién se utilizé el método de Griffith (1980) con las
modificaciones descritas por Hermes-Lima y Storey (1998). Este método se basa en la reacciéon
de glutatién con 4acido 5,5’-ditiobis-2(2-nitrobenzoico) (DTNB). Las muestras se homogenizaron
en acido sulfosalicilico (5%). Posteriormente, fueron burbujeadas con nitrégeno gaseoso (N,)
por 10 segundos, y centrifugadas por 10 minutos a 17,004.8 x g a 4°C. Se recuperé el
sobrenadante y se colocé en tubos Eppendorf®, mismos que fueron colocados en hielo. Para
determinar la concentracion de glutatién total (GSH-Eq), a la mitad de los tubos se les agregd
solucion amortiguadora de fosfatos (KPI, 500 mM). A la segunda mitad, ademas de la solucion
KPI se les adiciond 2-vinilpiridina (0.05 M) y se incubaron en la oscuridad por 1 hora para
determinar la concentracién de glutatiéon oxidado (GSSG). En una microplaca se agregd la
muestra, nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH, 0.3 mM), DTNB (6 mM) y glutation
reductasa (GR, 50 U mL") para, posteriormente, registrar la absorbancia a 412 nm durante 130
segundos en un lector de microplaca (Multiskan FC, Thermo Scientific). Para calcular la
concentracion de GSH-Eq y GSSG se utilizaron curvas estandar con concentraciones conocidas
en un rango de 0 a 2.5 umol mL™. La concentracién del glutation reducido (GSH) se calculé con
la formula GSH-Eg = GSH + 2(GSSG). Los resultados se expresaron en nanomoles por miligramo
de hemoglobina (Hb) o nanomoles por miligramo de proteinas totales. Se calculd la tasa
GSSG:GSH como un indicador del estado redox del glutation, mismo que puede tomarse como

indicador de dafo oxidativo.
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6.5.2. Daiio oxidativo a proteinas

El dafio oxidativo a proteinas se cuantific6 como el contenido de carbonilos proteicos formados
a partir de reacciones en las que interactian aldehidos procedentes de la peroxidacion de
lipidos o de la oxidacion de carbohidratos con proteinas (74,75). Se midié la formacion de un
complejo entre los derivados carbonilados de las proteinas y la 2,4-dinitrofenil hidracina
(DNPH). Para el analisis, se tomaron 100 uL de muestra y se homogenizaron con 4cido
sulfosalicilico al 5%. El liquido homogenizado se centrifugd a 2515 x g por 10 minutos a 4°C.
Posteriormente, se decanté el sobrenadante y se agregéd DNPH (10 mM) a las muestras y acido
clorhidrico (HCI, 2 M) a los blancos y se incubd por 1 hora. Se afiadié acido tricloroacético (TCA,
20%) para después centrifugar a 2515 x g por 10 minutos a 4°C; se decanté el sobrenadante y se
realizaron 2 lavados con etanol-acetato de etilo (1:1) centrifugando después de cada lavado a
2515 x g por 10 minutos a 4°C. A continuacidn, se descarté el sobrenadante y el precipitado se
lavd con clorato de guandina (6 M) para desnaturalizar las proteinas. Se incubaron los tubos por
15 minutos a 37°C y se centrifugaron a 2515 x g por 10 minutos. El sobrenadante se recuperé
para ser transferido a una microplaca de plastico; se leyd la absorbancia en un lector de
microplaca con barrido en el rango de 340 a 410 nm. Se registrd la absorbancia maxima y se
determiné la concentracion de carbonilos proteicos utilizando el coeficiente de extincidon de 22
mmol L™. Los resultados se expresaron en nanomoles de carbonilos proteicos por miligramo de

proteinas totales o en nanomoles de carbonilos proteicos por miligramo de Hb.

6.5.3. Daiio oxidativo a lipidos
La concentracién de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) se midié como
indicador de la peroxidacién de lipidos mediante la cuantificacién de la concentracién de
malondialdehido (MDA) (76). EIl MDA es un pigmento rosa cristalino que se forma cuando los
hidroperdéxidos y aldehidos lipidicos, producto de la lipoperoxidacidn, reaccionan con el acido
tiobarbiturico (TBA) y se registra la absorbancia a 532 nm. Para la cuantificacion de TBARS, se
prepard una curva estandar con 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) en un rango de 0 a 5 mmoles
250 uL'l. Los tubos con la curva estandar y la muestra se incubaron a 37°C con agitacion
constante durante 15 min. Para detener la reaccién, todos los tubos se colocaron en bafio de
hielo e inmediatamente se les agregd TCA (12.5%). Posteriormente se afiadid TBA (1%) y se

incubaron a 90°C con agitacion durante 10 minutos. Por ultimo, los tubos se enfriaron en bafio
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de hielo y se centrifugaron a 905.6 x g por 10 min a 4°C. Se recuperé el sobrenadante y se leyo
la absorbancia a 532 nm en un lector de microplaca. Los niveles de TBARS en las muestras se
obtuvieron a partir de la curva estandar, expresando los resultados en nanomoles de TBARS por

miligramo de proteinas totales o en nanomoles de TBARS por miligramo de Hb.

6.5.4. Determinacion de proteinas totales
Se cuantificd la concentracion total de proteinas solubles en las muestras utilizando el método
descrito por Bradford (1976) adaptado a microplaca. Se usé un kit comercial (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.). Se leyd la absorbancia a 590 nm (Microlab 300, Vital

Scientific, Paises Bajos). Los resultados se expresaron en miligramos de proteina por mililitro.

6.5.5. Determinaciéon de hemoglobina total
La concentracién total de hemoglobina (Hb) se cuantificé por medio de un ensayo colorimétrico
comercial (Cayman Chemical, tem No.700540), el cual utiliza un reactivo de deteccién selectivo
para el grupo hemo que crea un producto que absorbe entre 560 y 590 nm. La intensidad del
color es directamente proporcional a la concentracién total de Hb en la muestra. Se registré la
absorbancia en las muestras usando un lector de microplaca (Multiskan FC, Thermo Scientific).
La concentracion de Hb en cada muestra se obtuvo a partir de una curva estandar, la cual tenia
concentraciones entre 0 y 0.4 nmol Hb mL™. Los resultados se expresan en nanomoles de Hb

por mililitro.

6.6. Calculos y andlisis estadisticos

6.6.1. Factor de correcion
Se aplicdé un factor de correccién a los datos de los eluatos obtenidos del papel filtro de Nobuto
(E) para estimar los valores reales de las variables cuantificadas (66). En el proceso de elucidon se
utilizaron 400 pL de PBS (~400 g) para sumergir las tiras de papel filtro de Nobuto que contenian
componentes secos (CS); cada tira de papel filtro absorbe aproximadamente 100 pL (~100 g) de
muestra. Para calcular el contenido de los CS se pesé la parte absorbente de las tiras antes
(blanco) y después de absorber la muestra (empapado); para cada tira de papel filtro se utilizd la

formula,
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CS = masa (g) papel filtro empapado — X de la masa (g)del papel filtro control (1)

El factor de correccién (FC) se estimd para cada muestra de la siguiente manera,

masa del eluato (0.4 g + CS
o (0.4g+Cs) (2)

masa de la muestra (100 g)

Para que cada muestra fuera comparable con su estandar de referencia (ER), se multiplicé cada

dato de las variables cuantificadas en los eluatos por el FC respectivo.

6.6.2. Analisis estadisticos
Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando los programas computacionales Excel e IBM®
SPSS® Statistics. Previo a los andlisis, se evalué la normalidad de los datos mediante la prueba
de Kolmogorov-Smirnov. Dado que la mayoria de las variables presentaron normalidad (p<0.05),
se realizaron pruebas t de Student para muestras relacionadas para comparar los resultados
obtenidos en los estandares de referencia con aquellos en las muestras colectadas en el papel
filtro de Nobuto. El nivel de significancia estadistica que se considerd en todos los andlisis de
este estudio fue de p<0.05. Los datos que estuvieron por debajo del limite de deteccidén (LD) de

los andlisis se sustituyeron utilizando la mitad del valor del limite de deteccidn (i.e. LD/2) con el

fin de completar la base de datos (78,79).
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7. RESULTADOS
Se visitaron tres ranchos ganaderos de Todos Santos, Baja California Sur (Fig. 1), donde se
obtuvieron muestras de 38 individuos. Se analizaron muestras de leche y sangre de un grupo de
hembras criollas (n = 38), de las cuales 27 (71%) representaban a ganado caprino y 11 (29%) a
ganado bovino. La edad promedio del grupo fue de 6 afios (rango = 2 a 8 afos), con al menos
una gesta por individuo. De los 38 organismos, 13 (34%) estaban identificados y registrados por
el Sistema Nacional de Identificacién Individual de Ganado (SINIIGA). La identificacion individual
consististe en asignar a cada animal un arete con un nimero Unico de cuatro digitos que lo
acompania a lo largo de su vida; éste permite al productor y a las autoridades sanitarias llevar un
control del inventario y del estado zoosanitario. Unicamente uno de los organismos
muestreados tenia inflamacidon en las ubres (mastitis), mientras que el resto se encontraba

aparentemente saludable, sin signos o sintomas de alguna enfermedad.

7.1. Analisis serologicos

En la Tabla 4 se presentan los resultados de la CAT realizada a las muestras de plasma
colectadas con los métodos tradicionales (estdndar de referencia) de ganado bovino y caprino
de Todos Santos, Baja California Sur, para identificar anticuerpos contra B. abortus. A aquellas
muestras en las que se detectaron anticuerpos contra este patdgeno se les realizé una prueba
confirmatoria (Fig. 3). Los resultados de todas las muestras estuvieron por debajo de los limites
para considerar muestras sospechosas (10 mP — 20 mP) o positivas (< 20 mP). Por lo tanto, no se
evaluaron las muestras colectadas en papel filtro de Nobuto.

Tabla 4. Prueba de aglutinacidn en tarjeta para identificar anticuerpos contra Brucella abortus

en plasma colectado con los métodos tradicionales (estandar de referencia) de ganado bovino y
caprino (n = 38) de Todos Santos, Baja California Sur, México.

Positivos Negativos

Animales individuales 4 34
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Positivo

Negativo hd °

-30

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Animales individuales (n = 4)

Figura 3. Ensayo de polarizacion de fluorescencia (mP) para identificar anticuerpos contra
Brucella spp. en muestras de plasma colectado con los métodos tradicionales (estandar de
referencia) de ganado bovino y caprino de Todos Santos, Baja California Sur, México.

En la figura 4 se presentan los resultados de c-ELISA para identificar anticuerpos de Anaplasma
spp. en muestras de plasma colectadas con los métodos tradicionales (estandar de referencia)
de ganado bovino y caprino. El valor de corte establecido por el Laboratorio de Salud Animal del
Departamento de Agricultura en Colorado, Estados Unidos, es del 30% de inhibicion de la
reaccion. Con estos parametros, se encontré que el 100% de las muestras se ubicaron por
debajo del punto de corte. Por lo tanto, no se analizaron las muestras colectadas en papel filtro

de Nobuto.
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Figura 4. Ensayo de inmunoadsorciéon competitivo ligado a enzimas (c-ELISA) para identificar
anticuerpos contra Anaplasma spp. en muestras de plasma colectado con los métodos
tradicionales (estandar de referencia) de ganado bovino y caprino de Todos Santos, Baja
California Sur, México.

7.2. Indicadores de estrés oxidativo
En la figura 5 se presenta la frecuencia absoluta de los indicadores de estrés oxidativo
detectados en el papel filtro de Nobuto. Se detectaron las variables GSH-Eq, GSSG, proteinas
totales (PT) y TBARS en mas del 95% de las muestras de sangre. Las proteinas carboniladas (PC)
se detectaron hasta en 76% de las muestras de sangre. Las variables GSH-Eq, GSSG, PT y TBARS
se detectaron en 95% de las muestras de leche, y las PC se detectaron en 89% de las muestras

de leche.

La comparacion de concentraciones entre el estdndar de referencia y las muestras colectadas
con el papel filtro de Nobuto para los niveles de dano oxidativo y antioxidantes no enzimaticos
cuantificados en sangre y leche de ganado bovino y caprino de Todos Santos, Baja California Sur,

se presentan en la Tabla 5.

En las muestras de sangre se observé mayor concentracién de GSH-Eq (p < 0.01), GSH (p < 0.01),
GSSG (p < 0.01), TBARS (p < 0.01), PC (p < 0.01) y proteinas totales (p = 0.01) en las muestras

colectadas en papel filtro de Nobuto en comparacién con el estandar de referencia. No se



29
observaron diferencias significativas en la tasa de GSSG:GSH entre los métodos de colecta (p =

0.233).

En las muestras de leche se observé menor concentracion de GSH-Eq (p < 0.01), GSH (p < 0.01),
carbonilos proteicos (p < 0.01) y proteinas totales (p = 0.026), y mayores concentraciones de
GSSG (p < 0.01) y TBARS (p < 0.01) en las muestras colectadas en papel filtro de Nobuto en
comparacion con el estandar de referencia. La tasa de GSSG:GSH fue mayor en las muestras

colectadas en papel filtro de Nobuto en comparacién con el estandar de referencia (p < 0.01).

A
GSH-Eq GSSG
97% 97%

GSSG
95%

PT PC TBARS
95% 89% 95%

Figura 5. Frecuencia relativa de los indicadores de estrés oxidativo detectados en el papel filtro
para las muestras de sangre (A) y leche (B) en relacidn con su estandar de referencia.
Abreviaturas: GSH-Eq, glutatidon total; GSSG, glutatién oxidado; PT, proteinas totales; TBARS,
sustancias reactivas al 4cido tiobarbitutico; PC, proteinas carboniladas.

GSH-Eq
95%
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7.2.1. Asociacion entre el estandar de referencia y las muestras colectadas con el
papel filtro de Nobuto

La asociacién del estandar de referencia y las muestras colectadas con el papel filtro de Nobuto
con correlacién significativa se muestran en la figura 6. En las muestras de sangre, para las
variables GSH-Eq (p = 0.214), GSH (p = 0.289), GSSG (p = 0.293), GSSG:GSH-Eq (p = 0.512), TBARS
(p =0.488), PC (p = 0.765) y proteinas totales (p = 0.392) no se encontro relacién lineal entre la
concentracion del estdndar de referencia y las muestras colectadas con el papel filtro de
Nobuto. En las muestras de leche, se encontré una correlacion lineal significativa en la
concentracion de proteinas totales en mds del 50% de las muestras (R = 0.571) con un valor de p
< 0.01 entre las muestras colectadas con el papel filtro de Nobuto y el estandar de referencia.
Para las variables GSH-Eq (p < 0.01), GSH (p = 0.275), GSSG (p = 0.015), GSSG:GSH-Eq (p = 0.268),
TBARS (p = 0.269) y PC (p = 0.521) no se encontrd una relacién lineal significativa entre la
concentracion del estdndar de referencia y las muestras colectadas con el papel filtro de

Nobuto.

170 >

y=12284x-15599 @ ’ ‘6

Ve
150 R?=0,3322 o ’ Jid

130
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90

70

ER [proteinas totales] nmol/mL

50 70 90 110 130 150

PF [proteinas totales] nmol/mL

Figura 6. Relacion lineal entre las muestras colectadas con el papel filtro de Nobuto (PF) y el
estandar de referencia (ER) para la concentracidon de proteinas totales ([proteinas totales],
nmol/mL) en muestras de leche de ganado colectadas en Todos Santos, Baja California Sur. Las
lineas punteadas representan los intervalos de confianza al 95%. A todos los datos de las
muestras colectadas con el papel filtro de Nobuto se les aplicd un factor de correccion (ver
seccién Materiales y Métodos).
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Tabla 5. Comparacion de los indicadores de estrés oxidativo cuantificados en muestras de sangre y leche colectados por los métodos
tradicionales (estandares de referencia) y en papel filtro de Nobuto de ganado bovino y caprino (n = 38) de Todos Santos, Baja California

Sur.
Sangre Leche
Estandar de Papel filtro de Estandar de Papel filtro
referencia Nobuto Diferencia referencia de Nobuto Diferencia
Media (E.S.) Media (E.S.) % p Media (E.S.) Media (E.S.) % p
GSH-EqQ®
(umol mg'1 proteina) 112.97 (16.4) 1,408.25 (348.61) 1146.4 <0.01* 94.34 (20.77) 42.29 (3.66) -55.16 <0.01*
GSH®
(umol mg™ proteina) 25.03 (7.7) 334.43 (129.4) 1121.06  <0.01* 79.40 (17.65) 2.62 (2.18) -96.68 <0.01*
GSSG*®
(umol mg™ proteina) 43.97 (5.7) 536.91 (150.38) 1235.76  <0.01* 7.46 (1.65) 19.83 (1.71) 165.59  <0.01*
GSSG:GSH-Eq”
0.39 (0.02) 0.38 (0.04) -2.48 0.233 0.07 (0.005) 0.46 (0.02) 492.05 <0.01*
TBARS®
(nmol mg™ proteina) 18.04 (2.7) 38.42 (9.89) 112.97  <0.01* 0.13 (0.03) 0.33(0.02) 14838  <0.01*
Carbonilos Proteicos®
(umol mg™ proteina)  1,753.31(251.08) 2,906.24 (902.58) 65.75 <0.01* 1.92 (0.42) 0.76 (0.25) -60.18 <0.01*
Proteinas Totales®
(nmol mL?) 1.12 (0.14) 1.26 (0.26) 12.69 0.01* 103.54 (21.91)  96.74 (10.44) -6.56 0.026*

Abreviaturas: GSH-Eq, glutatidn total; GSH, glutation reducido; GSSG, glutatién oxidado; GSSG:GSH-Eq, tasa de glutation oxidado: glutation
total; TBARS, sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, cuantificadas como indicador de peroxidacion de lipidos; E.S., error estandar; n,
tamafio de muestra; p, significancia bilateral. *Indica diferencias significativas entre medias de muestras relacionadas cuando se comparan
los métodos de colecta (por métodos tradicionales, estandar de referencia, y en papel filtro de Nobuto con factor de correcién aplicado) (p
< 0.05). *Medido. °Calculado.
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8. DISCUSION
8.1. Analisis seroldgicos

8.1.1. Brucella spp.
En el presente trabajo no se detectaron anticuerpos contra Brucella spp. en las muestras de
plasma (como estandar de referencia) en los individuos analizados (Tabla 1, Fig. 2). Por tal
motivo, las muestras de leche y aquellas colectadas con el papel filtro de Nobuto, no se
analizaron. La ausencia de anticuerpos contra Brucella spp. puede sugerir que el ganado de la
region de Todos Santos, actualmente, se encuentra libre de este patégeno. Los resultados de
este estudio coinciden con lo reportado por el SENASICA a partir de Julio 2019, fecha en que se
declara a Baja California Sur como zona libre de B. abortus, B. melitensis y B. ovis en ganado (Fig.
7) (80). Esto se logrd a través de la campaia nacional contra la brucelosis en los animales con
sustento en la norma oficial NOM-041-Z00-1995, la cual tiene como objetivo controlar y
erradicar del territorio nacional la brucelosis en bovinos, caprinos y ovinos, y asi proteger a la

produccién ganadera (80).

Los factores que contribuyen a la inmunorreactividad de los animales, su salud productiva o las
enfermedades pueden presentarse en diferentes dimensiones. Pueden ser variaciones Unicas
entre animales o rebafios (vacunados y no vacunados), variaciones particulares (entre
subpoblaciones, ganado dentro de un estado o microrregidon ganadera) y variaciones entre la
poblacién animal total de un pais (81). Como las campariias del SENASICA ya se aplican desde
hace anos en esta regién, la mayoria de los rebafos ya estdn vacunados contra estos patdgenos.
Con base en la informacion proporcionada por los propietarios, se asume que los individuos
analizados en este estudio estaban previamente vacunados contra Brucella spp. Estudios en los
que se analizaron anticuerpos contra patégenos (e.g. Neospora caninum) en animales
previamente inmunizados no se detectaron anticuerpos en ninguno de los individuos, lo que
sugiere que la reactividad que se detecta por medio de pruebas serolégicas como la CAT, es

directamente inducida por la exposicidon natural a los patégenos (65).
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CAMPANA NACIONAL CONTRA LA BRUCELOSIS
EN LOS ANIMALES NOM-041-ZO0O-1995
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Figura 7. Estado zoosanitario de la brucelosis en México (80).

8.1.2. Anaplasma spp.
En el presente estudio, no se identificaron anticuerpos contra Anaplasma spp. en ninguno de los
individuos muestreados (Fig. 4). EI SENASICA, por medio de la campafia nacional para el control
de la garrapata Boophilus spp., busca erradicar el ectoparasito transmisor en areas donde sea
ecoldgicamente factible. De acuerdo con el avance en 2020, en Baja California Sur hay una zona,
que comprende los municipios de Los Cabos y La Paz, que se encuentra en fase de erradicacion,
y otra zona, que involucra los municipios de Mulegé, Loreto y Comondu, reconocida como zona
libre de Boophilus spp. (Fig. 8). Los resultados del presente estudio coinciden con los avances de
la campafa para erradicar la garrapata del género Boophilus spp., responsable de transmitir al

patégeno Anaplasma spp.
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SITUACION ACTUAL CAMPANA NACIONAL PARA EL CONTROL
DE LA GARRAPATA Boophilus spp.
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Figura 8. Estado zoosanitario de la garrapata Boophilus spp. en México (82).

En otros estudios, anticuerpos séricos contra Yersinia pestis en patos reales (64) y en coyotes
(83), Brucella spp. en caribu (55); Neospora caninum, el virus del Nilo Occidental, el herpesvirus
bovino tipo 1, el virus parainfluenza tipo 3, el virus respiratorio sincitial bovino, el virus de la
diarrea viral bovina en renos (84), el virus de la influenza aviar en patos reales (64), el parvovirus
canino y el virus del moquillo canino en mapaches y coyotes (85) se detectaron en muestras
colectadas en tiras de papel de filtro de Nobuto. Los resultados de esos estudios sugieren que
esta metodologia puede aplicarse a agentes patégenos especificos de interés en ganado bovino

y caprino.

8.2. Indicadores de estrés oxidativo
El presente estudio evalud el uso de un método preciso, econdmico y minimamente invasivo
para cuantificar indicadores de estrés oxidativo en muestras de sangre y leche de ganado. La
matriz del papel filtro de Nobuto estabiliza la mayoria de los analitos en la sangre seca, pero la
tasa de degradacién de la muestra variard segun el analito (50). Es necesario evaluar la
estabilidad de las moléculas en las superficies del papel filtro durante el almacenamiento, y los

ensayos de reconocimiento descritos actualmente carecen de sensibilidad.

La quimica de la superficie y la porosidad del papel influyen en la movilizacién de biomoléculas.

Aunque el papel filtro hecho de celulosa de alta pureza generalmente no se considera un
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sustrato ideal para la inmovilizacidn, se han propuesto diferentes enfoques para lograrlo: (i)
adsorcidn fisica; (ii) acoplamiento quimico en el que las moléculas se anclan a la superficie del
papel mediante enlaces covalentes; (iii) acoplamiento bioquimico usando, por ejemplo,
maodulos de unidn a carbohidratos, (iv) pigmentos bioactivos, donde las moléculas se recubren
sobre particulas coloidales que luego se imprimen con inyeccién de tinta o se manchan sobre el
papel, donde permanecen inmovilizadas debido al atrapamiento mecanico. Hasta la fecha, no
hay estudios que reporten el uso el papel filtro de Nobuto para la colecta de muestras con el
objetivo de cuantificar indicadores de estrés oxidativo en muestras de sangre y leche de ganado

bovino y caprino.

8.2.1. Indicadores de estrés oxidativo en sangre
En este estudio, la concentracion de proteinas totales se utilizd para estandarizar la
concentracién de indicadores de daino oxidativo. Por si misma, la cantidad de proteina que se
cuantifica en un individuo puede ser un indicador de salud. La concentracion de hemoglobina en
sangre es un indicador de la capacidad de las células de transportar oxigeno y nutrientes a los

tejidos (86).

Ya que el estandar de referencia (sangre completa) fue congelado por mas de tres semanas
previas al analisis, se esperé un cambio en la concentracién del contenido de proteinas de las
muestras de sangre (87). La concentracién total de péptidos de mayor abundancia, como la
hemoglobina, fue en promedio 10% mas baja en el estdndar de referencia (sangre) comparado
con las muestras colectadas con el papel filtro, a partir del cual se analizé la sangre seca que se
adsorbid el mismo dia de la colecta. Segun lo reportado por Skjerve et al.,, en muestras de
sangre de humanos sanos, la cantidad de proteinas totales fue menor en las muestras
congeladas en comparacion con las muestras de sangre fresca (88). Esto es consistente con los
resultados encontrados y puede deberse a la posible ruptura de los hematies durante el

almacenamiento prolongado de las muestras a -20°C.

Las concentraciones de GSH-Eq, GSH y GSSG en las muestras de sangre colectadas en el papel
filtro de Nobuto fueron hasta 10 veces mayores en comparacién con aquellas cuantificadas en
las muestras colectadas con los métodos tradicionales. Ya que las especificaciones del papel

filtro de Nobuto no estan disponibles, se utilizaron las del papel filtro estandar. El tamafo de
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poro del papel filtro va desde 11 a 25 um, el grosor de 180 a 220 um y el pesode 77a 92 g m

dependiendo del analito que se desea retener (88).

Las mayores concentraciones de GSH-Eq, GSH y GSSG detectadas en el papel filtro, en
comparacion con los estandares de referencia, pueden deberse a que las enzimas que sintetizan
al glutation mantienen su actividad a bajas temperaturas y en un medio acuoso; estas

propiedades ayudan a mantener la integridad de las moléculas.

No se encontraron diferencias significativas en la tasa GSSG:GSH-Eq en las muestras de sangre
entre métodos de colecta (p = 0.233). Esto puede indicar que, a pesar de que las
concentraciones de GSSG y GSH-Eq cuantificadas en las muestras colectadas con los dos
métodos utilizados sean diferentes, la proporcién entre ellas se mantiene estable en el papel
filtro de Nobuto. Ya que la tasa de GSSG:GSH-Eq se utiliza como indicador del dafio oxidativo y/o
del estado redox en la célula (89), implementar el uso del papel filtro para la evaluar el estado

redox con base en la tasa de GSSG:GSH-Eq en muestras de sangre de ganado puede ser viable.

Las concentraciones de TBARS en las muestras de sangre colectadas con el papel filtro de
Nobuto, fueron mds del 100% mayores en comparacién con el estandar de referencia. La
composicion de dacidos grasos en sangre de bovinos sanos se menciona en la Tabla 6. La
composicion lipidica y la cantidad de los acidos grasos en plasma y glébulos rojos son el
resultado de varios procesos; por ejemplo, la ingesta dietética, la absorcién intestinal, el
metabolismo y almacenamiento (90). Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) son la principal
fuente de hidroperodxidos, productos altamente labiles que al reaccionar con el TBA aumentan
las concentraciones de TBARS en sangre. Ya que los PUFA son altamente susceptibles a la
peroxidacidn, es probable que las condiciones en que se almacend el papel filtro aumentase la

concentracion de éstos vy, asi, de los TBARS.

Tabla 6. Composicidn de acidos grasos en leche (91) y sangre (90) de ganado.

Componente Leche Sangre
SFA 70% 41%
MUFA 24% 22%
PUFA 2% 35%
HUFA 2.5% 27%

Abreviaciones: SFA, acidos grasos saturados; MUFA, acidos grasos monoinsaturados; PUFA,
acidos grasos poliinsaturados; HUFA, acidos grasos altamente insaturados.
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La concentracion de carbonilos proteicos en las muestras de sangre colectadas con el papel
filtro de Nobuto fue 60% mayor a aquella del estandar de referencia. En condiciones normales,
los sistemas de oxidacidn catalizada por metales son la principal fuente de dafio oxidativo a
proteinas (35). En presencia de metales de transicién, Fe(ll) o Cu(l), las especies reactivas de
oxigeno son convertidas en radicales libres, sustancias altamente reactivas capaces de
reaccionar con cualquier sustancia organica, como las proteinas, modificando su estructura para

asi llevarlas a su degradacion (35).

Una manera de medir la oxidacion de las proteinas es determinando los niveles de carbonilos
proteicos. Practicamente todo tipo de residuos de aminoacidos de proteinas son objetivos
potenciales para la oxidacién por radicales libres. Los residuos de aminodcidos mas probables

para formar derivados de carbonilos son lisina, arginina, prolina e histidina (75).

El contenido de carbonilos proteicos (nmol mg'1 proteina) se ha reportado para diferentes
tejidos de ratas sanas; por ejemplo, suero (0.5-1.0), musculo cardiaco (2.2), y musculo
gastrocnemio (1.8-2.2). El procedimiento usando DNPH para estimar los niveles de carbonilos
proteicos es sensible y reproducible. Se puede usar para muestras hasta con 0.5 mg de proteina;
sin embargo, para obtener datos reproducibles la cantidad optima de proteina contenida se

sugiere que sea de 2 mg de proteina por muestra.

La discrepancia en la concentracion de carbonilos proteicos entre las muestras de papel filtro y
el estdndar de referencia puede atribuirse a que la cantidad de proteinas totales cuantificadas
en sangre no es suficiente para realizar el andlisis. Alternativamente, puede deberse a la
deshidratracion de las muestras en el papel filtro de Nobuto almacenado en sobres de papel no

herméticos.

8.2.2. Indicadores de estrés oxidativo en leche
Hasta la fecha, no hay evidencia sobre el uso de papel filtro de Nobuto para la colecta y
almacenamiento de muestras de leche destinadas, ni para el uso de estas muestras en la

evaluacion de ningun analito.

La concentracidon de proteinas totales en las muestras de leche fue 6% menor en aquellas

colectadas con el papel filtro de Nobuto que en el estdndar de referencia. Ya que la variacién
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entre métodos de colecta es minima; el papel filtro de Nobuto podria utilizarse para cuantificar

proteinas totales en leche de ganado bovino y caprino.

Las concentraciones de GSH-Eq y GSH cuantificadas en las muestras de leche colectadas con el
papel filtro de Nobuto fueron 50% menores en los estandares de referencia. La concentracion
de GSSG cuantificada en las muestras colectadas con el papel filtro de Nobuto fue casi el doble
de aquella cuantificada en el estandar de referencia. La mayor concentracion de GSSG puede
indicar que en el papel filtro, la leche de ganado bovino y caprino esta oxidandose por la falta de

medio acuoso y la exposicidon al aire y cambios en la temperatura ambiental.

La concentraciéon de TBARS en leche fue hasta 150% mayor en las muestras colectadas con el
papel filtro de Nobuto que en el estandar de referencia. La leche del ganado bovino y caprino
contiene aproximadamente 87% agua, 4.6% lactosa, 4.2% lipidos, 3.4% proteinas, 0.8%
minerales y 0.1% vitaminas (91). La grasa lactea consiste principalmente en triglicéridos (98%);
mientras que el resto de los lipidos son diacilglicerol (2%), colesterol (0.5%), fosfolipidos (1%) y
acidos grasos libres (0.1%) (92). La composicion de la leche se modifica continuamente en
funcidén de la raza, la alimentacion, la fase de lactancia y el estado de salud del animal (93). Los
lipidos de la leche bovina estdn presentes principalmente en glébulos como emulsidn de aceite
en agua (94). En la Tabla 6, se menciona la composicion de acidos grasos en la leche. Al igual
que la sangre, los PUFA responsables de generar la peroxidacion de lipidos pueden estar

concentrandose por el método de almacenamiento en el papel filtro.

El valor porcentual promedio de la concentracion de TBARS en las muestras colectadas en papel
filtro de Nobuto fue aproximadamente 100% mayor en las muestras de sangre y 150% mayor en
las muestras de leche que en su estandar de referencia (Tabla 5). No es sorprendente que la
concentracion de TBARS de las muestras de leche y sangre difieran significativamente entre si.
Cada tipo de muestra contiene cantidades diferentes de triglicéridos, fosfolipidos, acidos grasos

y esteril ésteres; por lo tanto, la cantidad de productos de peroxidacidn es variable.

La concentracién de proteinas carboniladas en leche fue 60% menor en las muestras colectadas

con el papel filtro de Nobuto, a comparacidn de aquellas colectadas con métodos tradicionales.

La leche destaca por la cantidad de lipidos complejos. Esta abundancia es el resultado del

proceso biosintético de secrecién de gldbulos de grasa de la leche en el que los glébulos se
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envuelven en una capa completa de la membrana plasmatica de células epiteliales. La
estructura coloidal Unica de los glébulos de grasa todavia se estan estudiando, pero los
complejos lipidos de la leche proporcionan ventajas fisioldgicas, como la estabilidad frente a

altas temperaturas (95).
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9. CONCLUSIONES
Los resultados de esta investigacion sugieren que no hay anticuerpos plasmaticos contra

Brucella abortus y Anaplasma spp. en el ganado analizado.

Se detectaron indicadores de estrés oxidativo en el papel de filtro de Nobuto para todas las
variables en sangre y leche de ganado, con una frecuencia relativa mayor al 75% del total de

muestras.

En las muestras de sangre, las concentraciones de GSH-Eq, GSH, GSSG, TBARS y carbonilos
proteicos cuantificadas en el papel filtro de Nobuto no fueron comparables con aquellas
cuantificadas en el estdandar de referencia (muestras colectadas por métodos tradicionales). Sin
embargo, se observd una relacidon entre la tasa GSSG:GSH-Eq cuantificada en el papel filtro de
Nobuto y en el estandar de referencia. Estos resultados sugieren que se puede estimar el dafio
oxidativo del individuo por medio de la tasa GSSG:GSH-Eq utilizando las tiras de papel filtro de

Nobuto como método de colecta.

En las muestras de leche, las concentraciones de de GSH-Eq, GSH, GSSG, TBARS, carbonilos
proteicos y la tasa GSSG:GSH-Eq cuantificadas en el papel filtro de Nobuto fueron
significativamente diferentes a aquellas cuantificadas en el estandar de referencia (muestras

colectadas por métodos tradicionales).

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio en detectar concentraciones de indicadores de
estrés oxidativo en muestras de leche y sangre de ganado colectadas con el papel filtro de
Nobuto. Por sus caracteristicas, el papel filtro de Nobuto puede llegar a ser idéneo para el
analisis de moleculas mas estables. Sin embargo, pardmetros como el grosor, peso, porosidad y

aditamentos en el papel filtro deben adecuarse segln el analito que sera evaluado.

9.1. Recomendaciones
El papel filtro de Nobuto es un método util para detectar moléculas estables en condiciones
ambientales normales (e.g. anticuerpos y metales pesados). Debido a la naturaleza de los
indicadores de estrés oxidativo, la colecta con el papel filtro de Nobuto no logra la retencién de

estos analitos.
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Para retener analitos de esta naturaleza, se recomienda hacer los andlisis lo mas pronto posible
(no mas de dos meses después de la colecta), sobre todo en climas aridos, donde la perdida de

la hidratacion en las muestras colectadas en el papel filtro es mas rapida.
Buscar mantener las muestras en condiciones controladas, para esto se considera los siguiente:

1. Agregar a las muestras aditivos que conserven la actividad antioxidante de las muestras,
como el hidroxitolueno butilado (96).

2. Almacenar las muestras de papel filtro en sobres cubiertos de cera para retrasar la
deshidratacion en el papel filtro por factores ambientales.

3. Resguardar las muestras, una vez secas, en refrigeracion para evitar la degradacién de
los analitos por temperaturas elevadas o variables.

4. Modificar quimicamente el papel filtro antes de la colecta incorporando enzimas para
estabilizar proteinas. En otros estudios en donde se utiliza el papel filtro, han utilizado
enzimas, como la tripsina, para optimizar sus resultados obteniendo su mayor eficiencia

con 1.25 mg de tripsina como inmovilizador (88).
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