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Prologo

El desarrollo agrario mundial ha venido siendo impactado por los avances tecnoldgicos y las nuevas
tendencias que buscan equilibrar la produccion de alimentos con estandares de una eficaz sostenibilidad.

La agricultura latinoamericana de los préximos 25 afos, confrontara el gran desaffo de garantizar la
alimentacion de més de 2.500 millones de personas que se agregaran al planeta, en un espacio finito apto para

la vida, que requiere del desarrollo inequivoco de sistemas de produccién cada vez mas eficientes.

Hay que destacar que las tecnologias en el area agricola se presentan como la aplicaciéon de principios
cientificos a la resolucién de problemas agrarios por excelencia.

El VIII Congreso Internacional de Medicina Veterinaria, realizado en la ciudad de Cuenca entre los dias 08 y
10 de noviembre de 2017, constituye un extraordinario aporte al desarrollo agroalimentario mundial y la salud
publica, al presentar avances tecnoldgicos en la materia con el respaldo de reconocidos investigadores y

cientificos de la region.

Hste evento fue organizado por la Unidad Académica de Agricultura, Silvicultura, Pesca y Veterinaria de la
Carrera de Medicina Veterinatia y Educacion de la Universidad Catdlica de Cuenca, en coordinaciéon con el
Centro de Investigacién y Desarrollo Ecuador, y el Centro de Estudios Transdisciplinarios (CET) Bolivia.

Se contd con la participacién de un grupo de prestigiosos profesionales de México, Colombia, Uruguay,
Argentina y Ecuador, los cuales presentaron 17 trabajos de investigacion arbitrados por expertos de las
mejores universidades de América Latina, contribuyendo asi, con sus conocimientos y experiencias a la
consolidacién de un sector del desarrollo agrario, representado por las Ciencias Veterinatias.

En este libro se compilan los trabajos presentados y luego de la revision arbitrada de expertos internacionales,

se clasificaron por niveles de interés:

Se trataron las areas de Optimizacion De La Produccion Y Reproduccion Animal donde destacan investigaciones

sobre: (i) Espiculas peneanas del cobayo (Cavia porcellus).

De igual manera se presentan avances en 1erapia Asistida con Animales: (i) Control de Mastitis Subclinica Bovina

con una solucién de Propdleo y Matico (Piper aduncum). (ii) Propdleo como terapia inmunoestimnlate en caninos

En el area de Fisigpatologia, Farmacologia Y Toxicologia Veterinaria: (i) Alteraciones causadas por bacterias

patégenas habituales en el tracto gastrointestinal.

También se tratan temas de interés en materia de Innovacion de los Conocimientos Cientificos a Incorporar en la
Veterinaria, tal como (1) La huella hidrica fisica del litro de leche bovina en el norte de México

Sirva este libro como un aporte mas al desarrollo agroalimentario de nuestra América Latina.
Miguel Ortega

Universidad Central de Venezuela
Facultad de Agronomia
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Alteraciones causadas por bacterias patégenas habituales en el tracto
gastrointestinal.

Dr. Manly Enrique Espinosa Benavides, Mgs.

manlyespinosa@gmail.com
Pontificia Universidad Catolica sede Ibarra

Ing. Carla Berenice Rojas Bedén
carli6195@gmail.com
Pontificia Universidad Catdlica sede Ibarra

Resumen
Una de las principales problematicas de las empresas avicolas, son las alteraciones causadas por bacterias
patégenas habituales en el tracto gastrointestinal. El objetivo de la presente investigacién fue determinar la
prevalencia y los serotipos de las enterobacterias patégenas de las granjas de produccién de pollos de Ibarra,
mediante aislamiento, extraccion del ADN, electroforesis por PCR y RFLP, con la serotipificacién posterior
que permita iniciar una coleccién debidamente identificada. Para este trabajo se estudiaron 14 granjas con una
capacidad instalada sobre un millén de pollos parrilleros, las mismas que fueron muestreadas del catastro de
planteles avicolas de Agrocalidad, tomandose muestras por hisopado cloacal, con los cuales se realizaron los
protocolos programados. El 100% de las muestras resultaron positivas para Salmonella spp. y Escherichia coli,
Ademas, se determind, que el grado de prevalencia varfa de acuerdo al nivel de aplicacion de BPAs, piso
altitudinal, densidad avicola de la zona, sexo y estado sanitatio de la parvada. El reporte de la secuenciacién
determiné los siguientes serotipos: para Salmonella entérica los serotipos Typhimurium y Newport, para
Escherichia coli, YKUTI707 y YKUTI708.

Palabras claves: Prevalencia, Serotipos, ADN, Gastrointestinal, Secuenciacién

Abstract
One of the main problems of poultry companies, are the alterations caused by pathogenic bacteria common
in the gastrointestinal tract. The objective of the present investigation was to determine the prevalence and
serotypes of the pathogenic enterobacteria of the chicken farms of Ibarra, by means of isolation, extraction
of DNA, electrophoresis by PCR and RFLP, with the subsequent serotyping that allows to start a collection
propetly. Identified for this work, 14 farms with an installed capacity of over a million broiler chickens were
studied, the same ones that were sampled from the cadastre of poultry farms of Agrocalidad, taking samples
by cloacal swab, with which the programmed protocols were carried out. 100% of the samples were positive
for Salmonella spp. and Escherichia coli, In addition, it was determined that the degree of prevalence varies
according to the level of application of BPAs, altitudinal floor, poultry density of the area, sex and health
status of the flock. The sequencing report determined the following serotypes: for enteric Salmonella
Serotypes Typhimurium and Newport; for Escherichia coli, YKUTI707 and YKUTI708.

Keywords: Prevalence, Serotypes, DNA, Gastrointestinal, Sequencing.

Introduccion
Introduccion al problema
La actividad avicola en los ultimos afios presenta un crecimiento importante dentro de la produccién pecuaria
nacional, Pérez S. (2012). En base a la informacion tomada del Sistema de Informacién del Agro - SINAGAP,
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al 20106, tenemos a nivel nacional una produccién mensual aproximada de diecinueve y medio millones de
pollos de engorde, especificamente en Imbabura se cuenta con una produccién de 5,5% del total de pollos de
engorde, Espinosa M. (2014).

Debido al aumento de la demanda de carne de pollo en Ecuador, es de gran importancia buscar estrategias
para obtener una produccién eficiente, para cllo se debe tomar en cuenta que una de las principales
problematicas de estas empresas avicolas, son las alteraciones gastrointestinales causadas por enterobacterias
patégenas, que afectan directamente los indices de eficiencia y parametros productivos en esta especie. Se debe
recordar que la salud intestinal permite que los pollos de engorde alcancen el maximo rendimiento con el
minimo costo. Evitando asi pérdidas econémicas para los productores (Canseco, 2012).

Arzalluz (2005), realiz6 una investigacion similar en Venezuela, en la cual se concluye que “se identificé cinco
diferentes serotipos. De los cuales, 93% correspondieron a los serotipos S. paratyphi B y S. heidelberg,
considerados potencialmente patégenos para el ser humano, lo que, representa un riesgo para la de salud

publica, inclusive hasta comprometer la vida de las personas expuestas”.

Carranza (2012), realiz6 una investigacion en la cual, ejecutd un estudio de tipo descriptivo de pollos de
engorde, obteniendo 108 colonias sospechosas de E. /4, de las cuales, 41 resultaron positivas a Escherichia

coli. El gen de mayor presentacion fue el cvaC, encontrandose en el 53.7% de las cepas de E. co/i aisladas.

Importancia del problema
Para controlar esta problematica, el Ministerio de Agricultura, Ganaderfa, Acuacultura y Pesca (MAGAP,
2005), establece que el conocimiento sobre el estado sanitario de las parvadas serd determinante para poder
elaborar estrategias y planes de prevencion y/o tratamiento sanitario, protegiendo la salud publica de posibles
consecuencias por la diseminacién de bacterias zoondsicas. Segin el censo del Servicio Ecuatoriano de
Sanidad Agropecuaria (SESA) elaborado por Agrocalidad, (2006), Ibarra tiene el mayor porcentaje de
produccién de pollos broiler en la provincia de Imbabura. Por lo que es importante conocer el serotipo y
establecer la prevalencia de las principales enterobacterias patogenas en la producciéon de pollos de engorde,
pudiendo de esta forma elaborar planes de control para este tipo de problemas sanitarios, consiguiendo
mejorar los parametros productivos ademas de oftecer un producto saludable para el consumidor.

Metodologia
Muestreo
En este estudio de tipo descriptivo - transversal, la determinacién de la muestra, se realiz6 mediante métodos
de muestreo no probabilisticos, basados en principios de Hernandez R. (2014), de un universo de 16 granjas
avicolas de produccién de pollos de engorde del Cantén Ibarra, catastradas en la base de datos de Agrocalidad
(afio 2016), se procedio a realizar muestreo en 14 de ellas (1°270.000 pollos producidos en granjas con registro
formal). A través de hisopado cloacal, se tomaron dos hisopos (machos y hembras) de cada plantel, de la
ultima semana productiva, estas muestras se colocaron en refrigerante y fueron trasladadas al laboratorio de la
Escuela de Ciencias Agricolas y Ambientales de la PUCESI para el respectivo analisis.

Analisis microbiologico y aislamiento de colonias

Empleando una cimara de flujo laminar, se realizé la siembra de las muestras en placas petrifilm 3M™
Petrifilm™ especificas para E coli y 3M™ Petrifilm™ Salmonella Express SALX, se tomé 1ml de cada una de
los hisopos y se dispersé directamente en las placas para crecimiento de las bacterias en estudio, luego se
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procedié a incubarlas en estufa a 35°C por 48 horas para el posterior recuento del crecimiento de
microorganismos. Para la determinacion de la prevalencia de Salmonella spp. y E. coli, se realizé el contaje de
UFC (Unidades Formadoras de Colonias).

Para el aislamiento de las colonias, se tomé una colonia de Salwonella spp., y una colonia de E. /i por cada
granja. Se auto clavaron los tubos con 5ml de caldo de cultivo (Nutrient Broth) de formulacién estandarizada
FDA/BAM (Foods and Drugs Administration/Bacteriological Analytical Manual) cubiertos de algodén a
121°Cy 1.5 atm por 45 minutos.

A continuacion, se trabaj6é en un ambiente completamente estéril para colocar las colonias de Salnonella spp. y
E. coli con ayuda de la flama de un mechero y asa estéril en los tubos con caldo nutritivo. Posteriormente se

incubo durante 48 horas.

Extraccion y amplificacion de ADN

Para, aislar y purificar la cadena el 4cido desoxirribonucleico, se procedié a realizar la extraccion y
amplificaciéon del ADN. Tomando las colonias aisladas se extrajo su material genético, mediante el kit de
extraccién de ADN UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit (Mo Bio® laboratoties Inc.) el cual contiene
los reactivos MD1, MD2, MD3, MD4, MD5.

Posteriormente para obtener varias copias del gen 16S ARN ribosémico se realizé la amplificacion mediante la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Se usaron partidores universales para el dominio bacterias, 907«
(9261) y P3 (341f). El volumen total del PCR fue de 25 pl, para obtener una concentracién ideal de ADN de
10n molar/ulL.

Electroforesis en gel de agarosa para la PCR

Para la visualizacién del peso molecular de los fragmentos amplificados. Se procedié a la preparacion del gel
de agarosa al 1%, con 50ml de TAE 1x, se sometié el preparado al plato calentador agitador a temperatura
maxima y velocidad media hasta lograr la cristalinidad, con 5 uL. de Diamond Nucleic Acid Dye, se
identificaron las bandas en el transiluminador UV LabNet™ Inc. Para la visualizaron de la amplificacién del
gen ADNr 16s en el gel de agarosa, se tomé 4 pl. de los productos de la PCR y se sometié el mismo, a la
camara de electroforesis a 90V (Voltios) por 45 minutos con un marcador de 100 pares de bases.

Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)

Para la determinacién de la similitud genética de las colonias se procedio a realizar RFLP, para lo cual se usé la
Enzima de restriccién Anza™ 11 EcoRI, colocandolo en tubos junto con 2ul. de Anza™ 10X Red Buffer
mas 1uL del producto de la PCR, y finalmente 16uL. de agua libre de nucleasas, se someti6 la solucién al

vortex para mezclar todos los reactivos.

Electroforesis en gel de agarosa para 1a RFLP

Se procedié a la preparacién del gel de agarosa al 1%. Para la visualizacién de la accidén de las enzimas de
restriccién sobre el gen ADNr 16s en el gel de agarosa, se tomé 4 pL de los productos del RFLP con 0.4uL de
Anza™ 10X Buffer y se sometié el mismo, a la cimara de electroforesis a 90V (Voltios) por 45 minutos, se
realizé la observacién en el transiluminador UV LabNet™ Inc., para comprobar el tamafio de los cortes

realizados por las enzimas en el producto de PCR, en relacién al marcador de 100 pares de bases.
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Resultados y discusion

Prevalencia de enterobacterias

A. Prevalencia de Salmonella spp.

— En cuanto a la prevalencia de Salmonella spp., en las granjas del cantén Ibarra, se encontrd en todas las
granjas esta bacteria, con un promedio general de 128 UFC y un rango que va desde 49 UFC hasta 650

UFC.

700
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[l
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[l
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300
169

200 134 3T

80 79 89 9B 78 g .. 88

100 51 49 -

UFC Salmonella spp.

Grifico 1.
Prevalencia de Salmonella spp por granjas.
Nota: Promedio de UFC de Salmonella spp. encontradas en las muestras tomadas de las distintas granjas.

El grafico 1, muestra la prevalencia de Salmonella spp. encontradas en todas las granjas en estudio, la prevalencia
encontrada se presenta en un rango que va desde 49 a 169 UFC,; salvo la granja (I) con 650 UFC, al momento
de la toma de la muestra, la parvada presentd un cuadro critico de diarrea debido a coccidiosis. Lo que
propicia un ambiente adecuado para la proliferacién de bacterias patdgenas. Yufio & Gorgoza (2008), en su
investigacién, mencionan que la coccidiosis causa en las aves depresion y graves lesiones en el intestino, dando

lugar a un desbalance bacteriano entérico.

— De cada granja se tomaron muestras, tanto de pollos machos como hembras, y se pudo detectar que

existe diferencia en cuanto a la prevalencia de Salmonella spp., por sexo.

145
140
135
130
125
120
115
110
105

139

118

UFC Salmanellaspp.

MACHO HEMBRA

Grifico 1.
Prevalencia de Salmonella sp. de acuerdo a género
Nota: Numero Promedio de UFC encontrados entre machos y hembras.
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Como indica el grafico 2, segun el promedio de los valores obtenidos en el contaje de UFC de Salmonella spp,
existe prevalencia de Salnonella tanto en machos como hembras. No obstante, existe mayor prevalencia en
machos, sin encontrar comentarios o criterios bibliograficos con respecto a este comportamiento en
particular. A través de la prueba T Student en nivel de significancia a= 0.05 se verificé que existe diferencia
estadistica entre los contajes de UFC para esta variable de género

—  Se analiz6 el promedio de UFC encontrados por piso altitudinal.

Como muestra el grafico 3, se determiné que, a los 600 msnm, la prevalencia de Salwonella spp., es mayor, este
es el piso altitudinal mas bajo, se caracteriza por tener la temperatura y la humedad relativa mds altas que los
sitios de mayor de 2000 m.s.n.m.

400
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UFC Salmonella spp.

LN
fa]
|
|

[
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Piso alttudinal
Grifico 3.
Promedio de UFC encontrados por piso altitudinal

Segtuin Chacon, Steffensen, S., Colina, Y., Rojas, ] y otros (2010), cuando la temperatura ambiental excede las
zonas de confort, las aves se vuelven susceptibles a sufrir por estrés calérico, lo cual, segin Tejeda, Tellez, &
Galindo (1997), hace mas evidente la aparicién de problemas de salud y produccion.

Ademias, segin Burkholder, Thompson, Applegate, & Patterson (2008), la constante variacién en temperatura
durante el dia, predispone a la apaticiéon de enfermedades metabdlicas como ascitis, muerte stbita y mayor

ocurrencia de problemas intestinales por proliferacién de bacterias como Salnonella spp.

Como se observa en el grafico 4, se encontrd que los puntos relacionados, se acercan a la linea de tendencia, el
valor r es mayor a 0.5 y el coeficiente de correlacién es -0.80, indicando que existe una asociacién lineal
negativa significativa, de tal forma que, a mayor altitud se hallé menor prevalencia de UFC de Sabnonella spp.,
debido a que la temperatura y humedad relativa ambiental mas bajas de estas zonas, no predispone a los
problemas antes mencionados.
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—  De igual manera se encontrd presente en todas las granjas esta bacteria, con un rango que va desde 64

a 180 UFC. a excepcién de la granja (I), que presenta un valor de 800 UFC el mismo que esta fuera

del comportamiento de las demas granjas- (Grafico 5)
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Nota: Promedio de UFC de Eschierichia coli., encontradas en las muestras tomadas de las granjas.
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Como muestra el grafico 6, tras analizar los promedios de UFC de E. @/, para machos y hembras, se
encontrd que al contrario que con Salmonella spp., las hembras presentaron mayor indice de prevalencia de
UFC para esta bacteria con una diferencia estadistica significativa (T Student significancia a= 0.05).

—  Promedio del numero de UFC encontrados, analizados por piso altitudinal

Como se observa en la Grafico 7, se encontrd que las granjas ubicadas a 600 msnm tienen mayor prevalencia
de E. coli. Chacén, et al., (2010) afirman que, cuando “la temperatura ambiental excede las zonas de confort
del pollo, las aves se vuelven susceptibles a desarrollar estrés caldrico” lo cual, segin Tejeda, Tellez, & Galindo

(1997) hace mas evidente la apariciéon de problemas de salud y produccién.
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Griéfico 7.
Promedio por piso altitudinal de UFC de Escherichia coli

Para verificar el grado de asociacién de las variables piso altitudinal y UFC de Escherichia coli., se realizé la
grafica de correlacién exponencial, observandose en la Grafico 8, que los puntos se acercan a la linea de
tendencia, el valor r es 0.5 y el coeficiente de correlacién es -0.73, lo que indica una asociacién lineal negativa
significativa, de tal forma que, a mayor altitud se hall6 menor prevalencia de UFC de E. cw/i.
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—  Identificacion de Salmonella spp., por PCR.
Tras la amplificacién del gen 16S por PCR en gel de agarosa al 1% y en base al marcador de 100pb de
promega, se obtuvo un fragmento de aproximadamente 340pb, como se indica en la Figura 1.

MA B CDETF GH IJ KLMNCP

334

200
100

Figura 1.
Amplificacién por PCR de Salmonella spp.
Nota: Fotografia de la amplificacién entre 300 y 400 pares de bases para Salnonella spp., Gen 16S; Ladder
100pb ; gel agarosa 1%.

Tomando como referencia la investigacion de Lin et al. (2004), se trata de Salmonella enteritidis, pues tras la
amplificacién del mismo gen, se encontré 340pb para este serotipo.

Ademas, en la investigacién realizada por Helberg, Haney, Shen, Cheng, Williams, & Martins (2012), se
determiné que la amplificacion del gen 168 para Salmonella entérica genera de 300 a 497 pb para la regién V3.

Lo cual indica que el fragmento de ADN aislado de las colonias indica que se trata de Salmonella enteritidis,

— Identificacién de Salmonella spp., por polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién, RFLP.

En este caso se determiné que existen dos serotipos de Salmonella spp., pues el corte que se realiza
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en las muestras A, B, C, D, E, F, ] y K tiene mayor peso molecular que el que se realizé en las
muestras G, H, I, L, M, N, se puede verificar un corte distinto. (Figura 2).

Figura 2.
Identificacion por RFLP de Salnonella spp
Nota: RFLP Salmonella spp., EnzimaAnza™ 11 EcoRI; Ladder 100pb gel agarosa 1 %

— Identificacién por PCR de Escherichia coli. Al amplificar el gen 16S region V3 del ADN de las muestras de

Escherichia coli. En relacion al marcador de 100pb de promega, se obtuvo una amplificaciéon entre 300 y
400 pares de bases (Figura 3).

300pb ——» " \JLJNWWWNWUWNHH

100ph ———>

Figura 3.

Amplificacién por PCR de Eschierichia coli
Nota: PCR para Eschierichia coli; Ladder 100pb; Control positivo ADN.

. Identificacién por RFLP de Escherichia coli. Como se verifica en la Figura 4, en las muestras A, B, C, D,
E y F la enzima Anza™ 11 EcoRI ha realizado tres cortes y en las muestras G, H, 1, ], K, L y M, dos cortes,
con lo cual se puede determinar que se han encontrado dos serotipos distintos de Escherichia coli.
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Grifico 2.
Identificacion por RELP Eschierichia coli
Nota: RFLP Eschierichia coli; Enzima Anza Ecori; Ladder 100pb ; gel agarosa 1%.

— Identificacién de Escherichia coli por secuenciacion
Para la determinacion especifica de los serotipos de Escherichia coli encontrados, se enviaron las muestras a
través de la compafifa de secuenciacion MACROGEN con la cual se determiné que en los planteles avicolas
de cantén Ibarra existen dos serotipos de Escherichia coli, los cuales se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1.
Serotipos de Escherichia coli del canton Ibarra
Serotipo Nuamero de pares de  Porcentaje de similitud ID Secuencia
base regién V3
Escherichia coli YKUTI708 402 100% MI356959.1
Escherichia coli YKUTI707 361 100% MI356955.1

Fuente: Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica (NCBI) - Macrogen Inc.

— Identificacién por secuenciacion de Sabmonella spp.
Se determiné que en los planteles avicolas de cantén Ibarra existen dos serotipos de Salmonella spp. los cuales

se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2.
Serotipos de Salmonella spp., del cantén Ibarra
Serotipo Nuamero de pares de  Porcentaje de similitud ID Secuencia
base regién V3
Salmonella typhimurium 402 100% MF356959.1
Salmonella Newport 361 100% MF356955.1

Fuente: Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica (NCBI) - Macrogen Inc.

“En México los serotipos mas frecuentemente aislados entre 1972 y 1999, son, en orden decreciente,
Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurinm, Salmonella Derby, Salmonella Agona y Salmonella Anatum’” (Gutiérrez,
2008).

Conclusiones

— Existe prevalencia de Salmonella spp. y Escherichia coli, pues el 100% de las muestras de los planteles avicolas

del cantén Ibarra resultaron positivas.
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— En la grafica de correlacién exponencial entre las variables piso altitudinal y prevalencia de Salmonella spp. y
Escherichia coli se encontré que a mayor altitud, existe menor prevalencia de estas bacterias debido a que
mayor temperatura y humedad relativa ambiental favorecen su proliferacion.

— Existe prevalencia de Escherichia coli y Salmonella spp., tanto en machos como hembras. No obstante, la
prevalencia de Salmonella spp. de machos es 10% mayor que en hembras, al contrario la prevalencia de

Escherichia coli es 7% mayor en hembras sobre la variable machos.

— En los planteles avicolas del cantén Ibarra se encontrd Salmonella entérica sexovar Typhimurinm y Salmonella
entérica serovar Newport. Y Escherichia coli YKUTI707 y YKUTI708.
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Resumen
El aumento previsto en la produccién y consumo de productos animales es probable que ponga mas presion
sobre los recursos de agua dulce del mundo. El sector ganadero destaca por sus aportes a los problemas
ambientales, resaltando el consumo de agua y la emisién de gases de efecto invernadero, relacionado con la
escasez y contaminacion del agua y contaminacion del aire. Este trabajo determiné la ecuacién matematica
explicita de la huella hidrica fisica del litro de leche (HHrr), mediante un pensamiento matematico-légico-
analitico-sintético y se aplicé a las caracteristicas concretas del sector productor licteo bovino en la Comarca
Lagunera, México (CL). Encontraindose que para la CL en 2016, se requirieron de 3,345 m3 L-! de leche. Estos
resultados otorgan bases a las instituciones tomadoras de macro-decisiones econémicas, para asignar el escaso
recurso agua de la mejor manera y se tenga como objetivo primordial, la sostenibilidad del sector lacteo en el

largo plazo.
Palabras claves: Sustentabilidad lactea, Agua, Productividad, Impacto ambiental

Abstract
The expected increase in production and consumption of animal products is likely to put more pressure on
the wortld's freshwater resources. The livestock sector stands out for its contributions to environmental
problems, highlighting the consumption of water and the emission of greenhouse gases; related to water
scarcity and pollution and air pollution. This work determined the explicit mathematical equation of the
physical water footprint of the liter of milk (PWFy), using mathematical-logical-analytical-synthetic thinking
and applying it to the specific characteristics of the bovine dairy sector in the Comarca Lagunera, Mexico
(CL). Finding that for the CL in 2016, 3,345 m3 L1 of milk were required. These results give bases to the
institutions that take macro-economic decisions, to assign the scarce resource water in the best way, and to
have as its primary objective, the sustainability of the dairy sector in the long term.

Keywords: Dairy sustainability, Water, Productivity, Environmental impact

Introduccion
En un futuro aumentara significativamente nuestra dependencia de los recursos hidricos, originando
problemas relacionados con la seguridad alimentaria y la sostenibilidad ambiental (Alcamo e a/. 2003). En este
sentido, el concepto de Huella Hidrica (HH), fue presentado en 2003 por Hoekstra y también fue desarrollado
por Chapagain y Hoekstra (2013). El tamafio y las caracteristicas de la HH varfan en los tipos animales y
sistemas de produccién (Makonnen y Hoekstra 2010). Considerando al sector ganadero como un importante
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contribuyente a los problemas ambientales incluyendo degradacién del suelo, cambio climatico,

contaminacién del aire, escasez y contaminacion del agua, y pérdidas de biodiversidad (Scope, 2010).

La variable que mas aporta a la huella hidrica fisica del litro de leche (HHrr) es la produccion de forrajes, para
alimentar el ganado y se relaciona estrechamente con el concepto de la productividad fisica del agua, este valor
depende de muchos aspectos tales como la especie, variedad, sistema de riego, tipo de suelo, la disponibilidad
de agua y el clima (Kijne ez a/. 2003, Pfister y Bayer 2014). Para poder determinar la HH fisica en los cultivos
forrajeros, Rios-Flores ¢t al. (2015, 2016) emplearon indices de eficiencia fisica, expresada en kg m=.

La agricultura, en sentido amplio incluido el sector pecuatio, no es mas que la materia prima donde actian los
principios, procedimientos y bagaje propios de la ciencia econdmica, convirtiéndose asi en la rama
denominada Economia Agricola, la cual se encargard de la asignacion de recursos escasos que tienen usos
diferentes y por tanto excluyentes entre si, siempre en aras de la maximizacion de logros u objetivos, siendo la
eficiencia la primera de las facetas que la Economia Agricola debe cubrir, entendida ésa eficiencia, como el
hacer la mayor cantidad posible de producto, usando la menor cantidad posible del determinado recurso
utilizado .

La importancia del sector ganadero en la contaminacion y sobreexplotacién del agua, esta relacionado con el
agua destinada al consumo y a los servicios de mantenimiento de los animales, a la elaboracién de alimentos, la
contaminacién del agua por desechos y la modificacién de los flujos en la tierra debido a la sedimentacion y la
conversion del uso de la tierra (Steinfeld ef a/ 2009). En este contexto, la distribucién principal en el uso del
agua por la ganaderfa estd dada por la consumida en forma libre (agua de bebida) y la ingerida de manera
indirecta a través de los alimentos, principalmente forrajes (Sanchez e al. 2014), dependiendo de esta la salud,
eficiencia de los parametros de interés zootécnico, asi como para la composicion de la leche (Revelli ez al.

2005).

Los calculos de cuanta agua se requieren para producir un kilo de leche siguen siendo escasos. Y la
informacién disponible debe mostratse a la sociedad y a los administradores de los recursos hidricos (Palhares
y Pezzopane 2015). Encontrando, como ya se menciond, que la parte principal del agua consumida parece
provenir de agua utilizada para la produccién de alimento para las vacas (Grastig ¢f a/. 2010).

Para producir un litro de leche se necesitan 1,020 litros en promedio a nivel mundial (Hoekstra 2012). Al
realizar una evaluacién comparativa del consumo de agua de los sistemas de produccién de leche bovina en 60
regiones lecheras de 49 paises, encontraron que los litros de agua por kilogramo de leche corregida por energfa
L Kg LCE?) oscilé entre los 739 y 5,622 L con una media global de 1,833 L. Considerando que el factor
clave es el forraje, el cual representa el 94 — 99 % del indice (Sultana ez a/. 2015).

Por tanto, el uso del agua en las diferentes ramas econdémicas, debe contar con indicadores numéricos que
seflalen de manera clara el grado de productividad con que se usa esa agua en cada rama asi como indicadores
que sefialen la eficiencia con que ésta es utilizada, para asi poder comparar entre si esos indicadores propios de
cada actividad econdmica, y, en principio, saber dénde, en que rama econémica es usada el agua de una
manera mds productiva, més eficiente, y con base en el objetivo que en la produccion se pudiera tener (el uso
sostenible del recurso en el largo plazo, la maximizacién de la produccién fisica, la maximizacién econdémica
mediante la obtencién de la mayor cantidad de ganancia, la maximizacién del empleo...etc.), se tendran mas
alternativas de hacer una asignacién mas o menos adecuada de ese escaso recurso hidrico.
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Importancia del problema
La escasez de agua en el mundo y particularmente en las zonas aridas, cada difa se ve agravada por la necesidad
de produccién de alimentos de origen vegetal y animal, es por eso que es de vital importancia la generacién de
modelos matematicos que nos proporcionen los elementos necesarios para que los tomadores de decisiones,

cuenten con los elementos suficientes y puedan desarrollar apropiadamente su trabajo.

El problema en el que se sitia el tema de la huella hidrica fisica del litro de leche, esto es, de la cantidad de
agua que se usa en la produccién de un litro de leche, es de dos tipos, el primero, es que si bien ya ha sido
retomado su estudio por investigadores, no se cuenta a la fecha con un modelo matemdtico explicito que
seflale de manera clara la ecuacién matematica en la que la variable de “Y” es decir la huella hidrica fisica de un
litro de leche, aparezca como funcién de toda una serie de variables independientes como la cantidad, calidad
y composicion de los forrajes que el ganado bovino lechero consume dfa a dia, la cantidad de agua que se
demanda en la produccién de esos alimentos, la eficiencia de la conduccion en la red hidraulica que irriga el
agua que es usada en la produccién de los forrajes, de la lamina de riego propia de cada cultivo, el sistema de
produccién de leche, la cantidad de agua que bebe el ganado, la cantidad de agua que se usa en servicios
diversos en la produccion, etc.,

En segundo lugar, para el caso de la principal cuenca productora de leche bovina en América Latina, la CL, se
desconoce la cantidad de agua que demanda la producciéon de un litro de leche, por ello, en primer lugar, la
determinacién de un modelo matematico explicito para la huella hidrica fisica de un litro de leche bovina, y en
segundo lugar, la determinacién de esa HH en la CL, es un importante y necesario primer paso para contar
con indicadores que sefialen con que eficiencia y con qué productividad se usa el agua en el sector lacteo
bovino, para posteriormente, en otros estudios, para cada una de las restantes cuencas lecheras del pais,
determinar, mediante su comparacion en contra de los indicadores de CL, generar conocimiento que indique

en donde es que el agua esta siendo usada de la mejor manera en la produccion lactea.

La meta-objetivo general es determinar la ecuacién matematica explicita de la huella hidrica fisica del litro de
leche “HHgr”, es decir, el modelo que permita conocer cudntos metros cubicos de agua se usan en la
produccién de un litro de leche en funcién de una serie numerosa de variables independientes que intervienen
en la produccién lacteo —bovino especificamente. La meta-objetivo particular es la aplicacion del modelo a las
caracteristicas concretas del sector productor lacteo bovino especifico al Sistema Especializado productor de
leche bovina de la CL,, en el Norte de México.

Metodologia
Razonamiento matematico-légico-analitico-sintético

Se utiliz6 el procedimiento metodolégico del pensamiento matematico-légico-analitico-sintético resefiado por
Descartes (2010).

La fase metodoldgica matemidtica consistié en visualizar a la HHpr, a la que se denominé “HH =Y ”

(medida como la cantidad de metros cibicos de agua usada en la produccién que fueron necesarios para
producir un litro de leche). Con base en la segunda parte de la obra de Descartes (2010), metodolégicamente,
se refirié la HHpr, en un primer momento, a proposiciones mas simples y dadas por verdaderas, es decir, que
la HHpi, en principio, no era otra cosa que una divisién, un cociente, formado por el volumen de agua
consumido a lo largo de la vida del bovino entre lo que de leche producia ese bovino a lo largo de su vida.
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Luego, cada una de esas dos proposiciones simples que formaban el denominador, se volvieron a plantear y
replantear en verdades conocidas, por ejemplo, que el numerador del cociente, no era otra cosa mas que la
suma del volumen de agua que el bovino consumié en su etapa juvenil cuando atn no producia leche y sus
necesidades energéticas eran pocas mas el que consumi6 cuando ya estaba produciendo leche, a su vez, cada
una de estas dos etapas de la vida del bovino, se observ6 que en ambas el animal comia (aunque en diferentes
cantidades y diferentes alimentos), bebia y se le daban servicios, por lo que en cada etapa se replanteé que el
agua consumida era la suma del agua consumida en forma los alimentos base de su diferente dieta, mas el
volumen de agua que el animal bebi6 a lo largo de cada etapa de su vida mas el agua que se utilizé en servicios
diversos en la granja, como lavado de pisos y lavado de ubres, y de nueva cuenta cada uno de esos tres
componentes que arrojan el volumen de agua consumido en la vida del animal, se volvié a replantear en
términos mas simples y conocidos, por su parte, en el caso del denominador del cociente de la HHpr, la
produccién de leche del bovino a lo largo de su vida para asi, se propuso que no era otra cosa que la cantidad
de leche producida cada dia multiplicada por los dias del afio en su etapa productiva en que produce leche, y
que en términos de zootecnia se denomina Jactancia por el total de afios que el animal permanecia produciendo

leche.

La fase metodologica /Mgica-analitica consistié en reflejar de manera abstracta, a todas aquellas variables que
incidian en el comportamiento de la variable dependiente, y asi, en una primera fase analitica, se determiné que la
HHzr, depende de solamente dos vatiables que actian de manera independiente, la primera, el volumen de agua
que se uso (medida en m3) en toda la vida 1til, es decir la vida productiva, de un bovino dedicado a producir
leche, a esta primera variable se la denominé X1, y la segunda variable fue aquella que sefiala cuanta leche
(medida en litros de leche) produjo esa vaca en toda su vida ttil, a esta segunda variable independiente se la
denominé Xo.

En una segunda fase del método analitico, se desagregd en niveles aun mas especificos a cada una de las dos
anteriores variables independientes, de esta forma, se determiné que la variable X», la produccién de leche en
la vida util del bovino, equivale a multiplicar el rendimiento fisico promedio diario del bovino lechero (en
litros de leche por dia, se la llamé6 X4) por los dias del afio natural en que la vaca permanece en la etapa de
lactancia (se la llamé Xs) por el total de afios en que la vaca produce leche a nivel comercial (la variable Xs),
mientras que la variable independiente X; depende del volumen de agua que el bovino consumié en cada una
de sus dos etapas de vida: la previa a cuando ya empez6 a producir leche, es decir el agua usada en la etapa

pre-productiva (se la denominé Xb) y el agua usada ya en la etapa productiva (se la denominé X5).

Posteriormente, se desagregd a su vez cada una de las variables X y Xy, en las variables de las cuales a su vez
ellas dependen: el agua consumida en forma de los alimentos que la vaca consume en forma de alimentos, en
forma de agua bebida y en forma del agua usada en servicios (como lavado de pisos y lavado de ubres), a cada
una de esas nuevas variables se les fue asignando un nimero subindice conforme iba apareciendo cada una de
ellas.

La fase metodolégica sintética consistié en la determinacién del modelo matematico explicito que aglutina a
todas y cada una de las principales variables independientes de las que depende la HHrr, arrojando asi como
un primer resultado o “dato de salida” del procedimiento metodoldgico matematico-légico-analitico-sintético
empleado, la determinacién de la ecuacién matematica explicita que determina la HHpr. Como parte de esta
fase metodolégica, una vez se generd el primer producto, la ecuacién matemdtica que permite estimar la
HHze1, se generd un segundo resultado, el correspondiente a la aplicacion del modelo matematico, a la realidad
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concreta del sector bovino lechero especializado de la Comarca Lagunera, principal cuenca lechera en
Hispanoamérica en cuanto al nimero de vientres dedicados a producir leche, as{ como por el volumen que
genera anualmente de leche y de su valor correspondiente.

Localizacion del area de estudio

La CL comprende parte de los estados de Coahuila y Durango. Esta regién se localiza entre los meridianos
102°22" y 104°47' longitud oeste, y paralelos 24°22" y 26°23' latitud norte, a una altura de 1,200 m s. n. m.
(Figura 1). De acuerdo con la clasificacion climatica de Képpen modificada por Garcia (1973), el clima de la
CL es de tipo desértico con escasa humedad atmosférica y precipitacion pluvial promedio de 240 mm anuales;
el perfodo de lluvia comprende de mayo a septiembre donde ocurre 70 % de la precipitacion. En la mayor
patte de la regién se tiene una evaporacién anual de 2,600 mm y una temperatura media de 20°C (De la Cruz
et al. 2003). (Figura 1).

Resultados
Ecuaciones matematicas de creacion propia para la obtencion de la HHrL
Con base en la metodologia matematica planteada por Mekonnen y Hoekstra (2010a) para el calculo de la

huella hidrica (HH en lo sucesivo) de un animal:
WF (a,c,s) =WF.,(a,c,s) +WF,,, (a,c,s) +WF,, (a,c,s)

serv (

Asi como el modelo matematico implicito para determinar la huella hidrica de un animal en relaciéon al

[P TP 2]

alimento “a” consumido el agua consumida en bebida “c” y al gua usada en servicios “s”, planteado por
Mekonnen y Hoekstra (2010a):

> (Feed(a,c,s)XWF
WF feed (a’ C, S) = =

(a,c,s)

mixing

Pop”(a,c,s)

Asimismo, con base en la metodologia de Rios ef a/ (2015), quienes plantean que la huella hidrica fisica en un
cultivo agticola (Y1, expresada en m? de agua usada en la producciéon por kg de producto agricola) en un

agregado de cultivos se obtiene mediante sus ecuaciones:

ho " (LRi
;v. i 10,000; s{ECJ

Y, =

S Pi S Pi
=) i=1

Donde:

En Y1, “Vi “ es el volumen de agua en m3, usado en la produccién que fue necesatio para producir una
cantidad “Pi ““ de producto, en kg, para el calculo de la HHrr (en litros de agua usada en la produccién por
litrto de leche producido, “S” es la superficie cosechada, en ha, LR es la lamina de riego en m, EC es la

eficiencia de conduccién hidraulica, la cual es mayor de cero y menor a la unidad).
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Se desagregaron cada uno de los componentes de la ecuacién en tanto se les acondiciona en base a las
caracteristicas propias de la produccion pecuaria, especificamente a la produccién de leche bovina en México,
planteandose asi, de manera inicial, la siguiente ecuacion para la HHpr. sefialada a continuacién:
HHFL =Y = 2t
X 2
Donde:
HHFL =Y = HHgw (expresada en litros de agua por litro de leche).

X, =Volumen de agua usado en toda la vida util del bovino lechero (medida en m3 de agua).

X, = Produccién acumulada de leche a lo largo de la vida util del bovino (medida en litros de leche). De esta

forma, en tanto se tiene ya de manera explicita cada una de las dos variables, X1 y X2, de las que depende la
cantidad de agua usada en la produccion lactea necesaria para producir un litro de leche (dada por la ecuacién
anterior) esto es, la HHrr, es necesario retomar la ecuacion planteada:

Y=HHFL= "1 o Xet %
X, X,*X,*X,
X Xe+ X

Y=HH = 2to Te
2 X3 X4 X5

%)
XIS

: [ (%) o[ (4,
365[10* X, Y| X, +107(X 7 +2X,5 +3Xy0) [+ X5/ 10%] X Y| X BL1+(365-X,)D | X * +3%(x%+x5
i=1 X 14 i=1 X 14 i=1 X 14 1000

Y=HH, =
R X X, X,

...Ecuacién desarrollada

La ecuacion desarrollada, que estd expresada en m3 de agua usada en la produccion por cada litro de leche
producido, considerando como base que el principal objetivo de la ciencia econémica, es el de dedicarse a
lograr la eficiencia en el uso de los recursos que son escasos, el cual sefiala que a la economia compete el lograr
lo mas que se pueda lograr de producto con lo menos de un determinado recurso que es escaso, es asi
considerado, como un indicador de ¢ficiencia, en tanto sefiala cuanto se usa del escaso recurso agua en la
produccién de leche para poder producir un litro de leche.

Debe también visualizarse a la huella hidrica del litro de leche como un indicador de productividad marginal del

agua usada en la produccién, es decir, un indicador que sefiale cuantos litros de leche se pueden producir

usando una sola unidad (1 m?3) del recurso agua que es escaso y tiene diferentes usos alternativos y excluyentes
Xy

entre si, de esta forma, al invertir el cociente de la ecuacién 1 desarrollada, Y =HH FL = o , se convertiria
2

en la huella hidrica que mide ahora precisamente cuantos litros de leche se producen por cada metro cubico de
agua usada en la produccién:

_ Litros de leche X,

1m’®deagua X,
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Donde, aunque se dijo ya, en aras de claridad, es necesario recordar el significado de cada variable,

registrandose su significado sin ninguna observacién a ella relativa como se hizo al momento de definirles la
primera vez que se hizo:

Y = HH , = Houella hidrica fisica de un litro de leche (expresada en litros de agua por litro de leche).
X, = Volumen de agua usado en toda la vida util del bovino lechero (medida en m? de agua).
X, = Produccién acumulada de leche a lo largo de la vida util del bovino (medida en litros de leche).

X3 = Cantidad de dfas del afio natural en que la vaca esta en lactancia.

(365 - X3)= Cantidad de dias del afio natural en que la vaca estd en secas.

X, = Rendimiento fisico diario del bovino lechero en época del afio en que estd en lactancia (medido en
litros de leche por dia por vaca)

X 5 = Cantidad de afios en que el bovino dura produciendo leche a escala comercial.

X,; = Numero de afios del bovino en etapa pre-productiva.

X, = Cantidad de kg consumidos por dia del i-ésimo alimento por parte del bovino en la etapa pre-productiva.

Xz = 10000(X15 X j / X,, = Huella hidrica fisica “HHf” (en m3 de agua por kg de alimento) del i-ésimo
16

alimento consumido por el bovino.

X, = Es el rendimiento fisico por hectirea del i-ésimo cultivo dado al ganado como forraje (en kg/ha) en la

etapa pre-productiva.

X15 = Eslalamina de riego (en m) usual en la regién para el i-ésimo cultivo dado como alimento al bovino o

en la etapa pre-productiva o en la etapa productiva.

X15 = Es el indice de eficiencia hidrdulica en el riego en el i-ésimo cultivo dado como alimento al ganado o

en la etapa pre-productiva o en la etapa productiva, donde 0 « Xy < 1.

X17 =
X18 =
X19 =

Litros de agua bebidos por dia en promedio en su primer afio de vida en etapa pre-productiva.

Litros de agua bebidos por dia en promedio en su segundo y tercer afio de vida en etapa pre-productiva.

Litros de agua promedio usados por dia en serwicios en la etapa pre-productiva.

X ,, = Cantidad de kg consumidos por dia del i-ésimo akimento por parte del bovino en la etapa productiva de la
lactancia.

X, = Cantidad de kg consumidos por dia del i-ésimo akmento por parte del bovino en la etapa productiva de
vaca seca.

X 56 = Litros de agua bebidos por dia en promedio en la etapa productiva.

X ,, = Litros de agua promedio usados por dia en servicios en la etapa productiva.

Se calcul6 la produccién de leche para el 2014 de los 15 principales paises a nivel mundial de acuerdo a la

FAO (2014) y la HH promedio ponderada por litro de leche de acuerdo a Mekonnen y Hoekstra (2010b)
(Figura 2)

Discusion
Aplicacién del modelo matematico en la determinacién de la HHrr en el ganado bovino lechero del Sistema
Especializado en la Cuenca Lechera de La Comarca Lagunera, México.
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a) Analisis de la variable: Volumen de agua consumido por el bovino lechero en toda su vida util.
Tanto en la variable X (volumen de agua consumido en la etapa pre-productiva) como en la X7 (volumen de
agua consumido en la etapa productiva), el volumen de agua virtual consumido en forma de alimentos, son
por su peso relativo, segin se determind, las mas importantes, no asi los volimenes de agua virtual
provenientes de aquellas aguas que fueron usadas como bebida por el ganado y de aquella que se usé en
servicios, como el lavado de pisos y lavado de ubres. Ello es la causa por la cual se inicia el andlisis con el agua
usada en forma de alimentos.

La fuente de consumo de agua de mas peso relativo en la producciéon de leche, lo constituyen los forrajes, que
son la dieta principal del ganado bovino lechero, para su determinacién es premisa el determinar la huella
hidrica de cada uno de esos forrajes y alimentos en general consumidos por el ganado, ya que, para obtener el
volumen de agua virtual consumido por el bovino, debe multiplicarse la huella hidrica de cada alimento por la
correspondiente dosis de alimento consumido por dia por los dias que permanece en la etapa pre-productiva o
en la etapa productiva (correspondientemente en lactancia o en secas) por el total de afios que permanece en cada

una de sus etapas pre y productiva.

De esta forma, la tabla 1 sefiala las huellas hidricas de los alimentos (la vatiable X13) base de la dieta del ganado
bovino lechero, encontraindose que son los alimentos concentrados los de mayor huella hidrica, no obstante,
aunque con una menor huella hidrica, los forrajes implican un elevado consumo de agua virtual, toda vez que
en la dosis diaria que de ellos consume el ganado es notoria.

De esta forma, la suma de las variables Xg (Volumen de agua consumido en la etapa pre-productiva bajo la
forma de alimentos) mas Xzo (Volumen de agua consumido en la etapa productiva bajo la forma de alimentos)
ascendié a 192,510 m3 de agua, de los cuales 28,193 m? (14.6%) fueron en la primera parte de vida del bovino
mientras que el restante 85.4% (equivalente a 164,317 m?) del agua usada en los alimentos base del ganado,
fueron consumidos ya en la etapa productiva. Los perfodos de lactancia de la vaca lechera a lo largo de su vida
util, es donde se concentra el consumo de agua virtual proveniente de la ingesta de alimentos por patte del
ganado, ya que, de los 192,510 m? de agua usada en alimentos en toda la vida del bovino lechero, la lactancia,
con un consumo de 155,949 m3, representé el 81% del total de agua virtual consumida bajo la forma de
alimentos en toda la vida del bovino, el 19% restante se dio por tanto, en las etapas pre-productiva, que

representd 14.7% de ese total, y 4.3% de ese total de agua virtual se us6 en las épocas de secas o vacas horas

(Tablas 2 y 3).

b) Analisis de las variables: Volumen de agua consumido por el bovino lechero en toda su vida util
en forma de bebida.

El analisis horizontal, en la tabla 3, muestra que el volumen de agua virtual consumido como bebida por el

bovino lechero ascendié a 219 m3, de los cuales 40 se dieron en la etapa pre-productiva, equivalente al 18.3%,

mientras que los restantes 179 m?3, equivalente al 81.7%, fueron consumidos en la etapa productiva del bovino,

y al contrastar ese volumen de 219 m3 en contra de toda el agua virtual consumida en la vida del bovino

lechero, 192,797 m3, se encuentra que su peso relativo es muy bajo, ya que equivale a solamente el 0.11% del

total de agua consumida en toda la vida atil, (Tabla 3).

También en forma vertical, al desagregar el volumen de agua bebido por la vaca a lo largo de su vida util, se
determiné que los 40 m? de agua usado para beber en la etapa pre-productiva (la variable Xg), representaron
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apenas 0.14% del total de agua consumida en esa etapa juvenil, misma que se elevé a 28,245 m?, similar bajo
porcentaje, 0.11% representaron los 179 m> que el bovino bebié en la etapa productiva (la variable Xoi)
respecto de los 164,552 m3 consumidos en toda la etapa productiva (Tabla 3).

c) Analisis de las variables xlo +X 22 : Volumen de agua consumido por el bovino lechero en toda

su vida util en forma de servicios.
El analisis horizontal del volumen de agua que se usé en los servicios diversos como lavado de pisos en la
etapa juvenil, asi como lavado de pisos y de ubres en la etapa productiva, segun se muestra en la tabla 3,
ascendié a 68 m3, descompuesto en 12 m3 (17.6%) en la etapa pre-productiva y 56 m3 (82.4%) en la etapa
productiva.

El analisis vertical del volumen de agua que se usé en los servicios brindados al bovino, muestra que en
referencia a la huella hidrica de la vida util del bovino lechero (192,797 m3), los 68 m?3 representaron apenas el
0.035% de toda el agua que un bovino lechero del Sistema Especializado consumié en toda su vida en el
sector lechero de la CL (Tabla 3).

Desagregado el andlisis vertical, visto en funcién de lo que sucedié en cada una de sus dos etapas de la vida
util, sefiala que los 12 m3 representaron el 0.04% de los 28,245 m3 consumidos en servicios en la etapa pre-
productiva, mientras que en la etapa productiva, con 56 m?3, el porcentaje representé el 0.03% del total de agua
consumido en alimento, bebida y servicios (Tabla 3).

La tabla 3 muestra que 192,510 de los 192,797 m? de agua consumidos en toda la vida util del bovino lechero,
equivalente al 99.85% del total de agua consumida en su vida, se ubicaron en forma de agua virtual
proveniente del consumo de los alimentos, lo cual coincide con lo encontrado por Hoekstra e al., (2011) y
Hockstra y Chapagain (2008) para el bovino productor de carne, quienes sefialan que el 99% del agua virtual
asume la forma de agua consumida en la alimentacién, mientras que el 1% restante es bajo la forma de agua
virtual consumida en bebida y en setvicios.

d) Analisis de la variable X2: Produccion de leche (en litros) acumulada a lo largo de la vida util
del bovino lechero en la CL.

Es necesario recordar que la variable X», es el producto de las variables X3, X4 y X5, es decir, X, =X;*X,*X,,

donde X3 son los dfas del afio natural en que la vaca permanece en lactancia, X4 es el rendimiento fisico
promedio diario (en litros de leche) en los dias que permanece lactando, finalmente, que Xs son los aflos de la
etapa productiva (la vida util menos los afios que permanece en etapa pre-productiva), es decir el tiempo que
el bovino dura produciendo leche a escala comercial.

El recordar lo anterior es necesario en tanto que, en principio son variables, es decir, no son constantes, en
tanto que, por ejemplo, la lactancia puede oscilar de los 280 a los 310 dias, asimismo, una vaca tiene un
rendimiento diferente cada dia que estd en lactancia, finalmente, y mas importante, es que el nimero de afios
que una vaca es explotada comercialmente vatrfa de region a region, de establo a establo, de pais a pais, de
sistema productivo a sistema productivo (familiar, doble propésito, semi-especializado, especializado), no
obstante, la experiencia de los productores de leche, les indica que es perfectamente valido y usual a escala
comercial, asignar 305 dias a la etapa de lactancia, asi como considerar en los calculos de produccién y de

costos por litro de leche, un rendimiento fisico promedio al hato en su conjunto, que en el caso del ganado
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bovino altamente especializado de la CL se sitia entre los 25 y los 40 litros de leche vaca'! dia! aunque ambos
animales pertenecen al sistema especializado, a uno se lo tipifica como “de bajo rendimiento” y al otro como
“de alto rendimiento” ( a diferencia del bovino productor de leche del sistema familiar, donde el rendimiento
promedio apenas si alcanza los 10 litros vaca! dia!, o hasta solamente los 3 litros vaca! dia! en razas cebuinas
caracteristicas del sistema de doble prop6sito), y se insiste, mas importante ain, es el caso del numero de afios
que un bovino del sistema especializado dura produciendo leche antes de enviarle al rastro como animal de
deshecho, el cual se recomienda sea de diez afios de vida util (tres en etapa pre-productiva y siete en etapa
productiva), es comun encontrar productores licteos que destinan al deshecho a vacas de entre 5 a 7 afios de

vida, es decir, que solo permanecieron de dos a 4 afios en produccion de leche.

Lo anterior es una fortaleza mas que una debilidad del modelo matematico generado para estimar la huella
hidrica fisica de un litro de leche, toda vez que al dar de entrada datos especificos para una vaca, un establo en
su conjunto, un sistema de produccién de leche especifico, una regiéon productora de leche en su conjunto, o
incluso para la produccién de leche bovina de un pafs entero, el modelo facilitara obtener como dato de salida,

la correspondiente huella hidrica para el nivel de agregacién que se estuviera analizando.

Lo anterior es el marco que sirve para considerar que en cuanto a la variable X3, el estudio consideré como
305 dias de lactancia, mientras que en la variable X4 se considero el dato de 27 litros vaca! dia! (igual a un
volumen total en lactancia del orden de 8,235 litros de leche! vaca) rendimiento tipico standard considerado
en bovinos promedio del sistema especializado de la CL, y finalmente, se consider6 una vida util de diez afios,

tres de los cuales son de la etapa pre-productiva y siete en etapa productiva.

Al cotrer el modelo matematico, con valores especificos para X3 = 305 dias de lactancia, X4 = 27 litros de
leche vaca! dia! y X5 = 7 afios en produccién de leche (10 de vida util), se determiné que Xz = 57,645, es
decir, que una vaca promedio, al tener un rendimiento fisico diatio de 27 litros de leche, durante los 305 dias
del afio que permanece en lactancia, durante siete afios de produccion, acumulard en toda su vida util de afios,
un volumen de produccién igual a 57,645 litros de leche.

La huella hidrica fisica de un litro de leche del bovino lechero del Sistema especializado de la CL,
México 2016
La fase de andlisis del modelo matematico atrojé que la variable X es igual a 192,797 m3 de agua consumida

en toda la vida util del bovino, mientras que la variable X5 fue igual a 57,645 litros de leche, por lo que:

3
HH, =Y = Xy 192,797 m°de agua usados

= : —=3.344m° " leche
X, 57,645 litros de leche producidos

Lo que sefiala que, para las condiciones especificas de la CL, México en 2010, se requitieron de 3.344 metros

cubicos de agua usada en la produccién, para producir un litro de leche.
Visualizada ahora como un indicador de productividad marginal del agua usada en la produccién, al invertir la

HHpi, registrando en el numerador a la produccién y en el denominador al volumen de usado en esa
produccién, es decir:
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v Litros de leche X, 57,645 litros de leche

=0.299---1 de leche m™

C1mPde agua X, B 192,797m* de agua usados

Indica que el uso de una unidad del recurso agua, un metro cibico, produjo 0.299 litros de leche, por lo que
debe aqui preguntarse, a guisa de ejemplo que remarque la importancia del indicador, acerca de si ese mismo
volumen de agua, si se usara en la produccion de leche bovina en la segunda cuenca lechera mas importante
del pafs, la del estado de Jalisco ¢cuantos litros de leche produciria?, teniendo la respuesta, que no se tiene,
implicarfa obligadamente las siguientes preguntas: ;Dénde es mas conveniente para la economia nacional
producir la leche para el mercado nacional?, ;Cuanto representaria de ahorro de agua esa decision?, sen qué
rama productiva debiera de invertirse el agua que se ahorrd al tomar la decisién de asignarsela a una regién en
lo particular?, preguntas éstas a las que la Economia Agricola estarfa obligada a dar respuesta, considerando en
su analisis todo lo que esas respuestas implicarfan.

No obstante, tal como se indic6, el modelo matematico permite, de manera instantanea, obtener de salida, la
huella hidrica de un litro de leche al darse cambios en al menos una de las variables, y de esa manera, es

factible obtener la huella hidrica resultante en condiciones diferentes a las planteadas.

Conclusiones
Al determinar la ecuaciéon matematica que permite obtener la cantidad de agua invertida en la produccion de
leche bovina, se logré calcular la huella hidrica fisica del litro de leche producida en el sistema especializado en
la Comarca Lagunera, Norte de México, encontrandose que la HHgr, fue de 3,344 m3 L1, volumen de agua
superior a los 1,00 m? L, cantidad de agua que suele asociarse en La Comarca Lagunera como el volumen
demandado para producir un litro de leche.

El uso del modelo matematico, permite desarrollar escenatios e inferir como es que inciden en la HHgr
factores como la disminucion en la vida util del bovino, enviandole anticipadamente al rastro, o bien, si un alza
en la productividad fisica del hato presupone una disminucién notoria en la HHp, o inclusive, efectos
combinados de varios factores como el manejo inadecuado del hato en el periodo de lactancia y por tanto la
baja en el rendimiento por vaca a la par que se envia con premura al rastro al ganado, implicaria alzas en
extremo notorias de la HHpr, con posibilidades reales de duplicar, triplicar la HHpr considerada como
promedio. Por lo anterior, es necesario llevar a cabo estudios que permitan determinar la HHpy, especifica a
cada una de las regiones productoras de leche del pais a un nivel de agregacién propio para cada sistema de
produccién de leche, como lo es el caso de los sistemas familiar, de doble propésito, semi-especializado y
especializado y comparar la HHpy, entre siy asi poder, en posicién, en el caso de las instituciones tomadoras de
macro-decisiones econémicas, de asignar el escaso recurso agua de la mejor manera, teniendo como objetivo
primordial, la sostenibilidad del sector lacteo en el largo plazo.
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Anexo

Durango

Figura 1.

Localizacién de la Comarca Lagunera, México.
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Figura 2.
Principales paises productores de leche y su HHrr,
Fuente: Elaboracién propia con informacién de FAO (2014) y Mekonnen y Hoekstra (2010b)
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Tabla 1.
Huella hidrica fisica promedio de los forrajes consumidos por el bovino lechero promedio del Sistema
Especializado en la CL, México, 2016.

Producto Superficie  Produccion Xi= X15= Lamina Xi6= HH Xi3=HH
cosechada (ton) Rendimiento  de tiego (m) Eficiencia de fisica fisica
(ha) fisico del conduccién (m3/kg)  (m3/kg)
cultivo del del
alimenticio forraje forraje
del ganado enverde  en seco
(ton/ha) y/o
alimento
Alfalfaheno 3432716  3,091,942.80 90.07 1.60 0.80 0.22 1.11
Paja de 16,274.16  617,060.00 3792 1.20 0.80 040 1.98
Avena
Nucleo 2010 550 5.50
Maiz Rolado 298.50 789.99 2.65 0.72 0.80 340 340
Semilla de 411891 11,257.95 273 0.64 0.80 293 293
Algodén
(cultivado en
fiego por
gravedad)
Bicarbonato 15.00 15.00
de Sodio
Minerales 12.00 12.00
Hueso de 411891 22,584.58 548 0.64 0.80 1.46 1.46
algodon
(producido
en riego por
gravedad)
Silo de maiz 2276335  1,139,646.90 50.06 0.80 0.80 0.20
Concentrado 5.50
15%
(concentrado)

Fuente: Elaboracién propia, con base en cifras de SIAP para supetficie cosechada y produccién fisica en el DR-017

Comarca Lagunera con los que se obtuvo el rendimiento fisico promedio del DR-017 (en ton ha' para cada

forraje); los datos de Lamina de riego y eficiencia de conduccién hidraulica de cada cultivo forrajero se obtuvieron

mediante el programa de software D'RIEGO version 1.0 del Centro nacional de Investigacién Disciplinaria en

Relacion Agua-Suelo-Planta-Atmosfera, dependiente del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas

y Pecuarias (CENID RASPA INIFAP), Gémez Palacio, Durango, México.
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Tabla 2.

Volumen de agua virtual consumido en forma de alimentos en las etapas pre-productiva y productiva (Xg y

Xoo respectivamente) por el bovino lechero promedio del Sistema Especializado en la CL, México, 2016

Etapa pre-productiva Xi2 (kg dia Xi3 (Huella hidrica fisica  X12*Xi3  Xs=365*X11) (X12¥X13)
(vaquilla): consumidos de del alimento consumido)
alimento)
Paja de Avena 6.00 1.98 11.87
Nucleo 2010 1.75 5.50 9.63
Maiz Rolado 0.50 3.40 1.70
Minerales 0.00 12.00 0.00
Hueso de algodén 1.75 1.46 2.55
SUMA 0.00 0.00 25.75
Xs= Volumen de agua consumido en alimentos en etapa pre-productiva= 28,193
Etapa productiva:
Lactancia: Xos (kg dia X24 (Huella hidrica fisica  X25%X4 X5*¥ X5+ (X23*X24)
consumidos de del alimento consumido)
alimento)
Alfalfa heno 5.50 1.11 6.11
Paja de Avena 4.00 1.98 7.91
Nucleo 2010 9.00 5.50 49.50
Maiz Rolado 1.50 3.40 5.10
Semilla de Algodon 0.75 2.93 2.20
Bicarbonato de Sodio 0.10 15.00 1.50
Minerales 0.00 12.00 0.00
Hueso de algodén 0.50 1.46 0.73
TOTAL 0.00 0.00 73.04
Volumen de agua proveniente de alimentos consumido en lactancia = 155,949
Secas X25 (kg dia X24 (Huella hidrica ﬁ'sica X25*X24 X5*<365—X3)*Z(X25*X24)
consumidos de del alimento consumido)
alimento)
Alfalfa heno 2.50 1.11 2.78
Paja de Avena 4.50 1.98 8.90
Maiz Rolado 1.00 3.40 3.40
Minerales 0.10 12.00 1.20
Hueso de algodén 2.50 1.46 3.65
TOTAL 0.00 0.00 19.92
Volumen de agua proveniente de alimentos consumido en secas = 8,368
Xo0 = volumen de agua proveniente de alimentos consumido en etapa productiva 164,317
(lactancia+ secas) =
Xs+Xo0 = volumen de agua proveniente de alimentos consumido en etapas pre- 192,510

productiva y productiva =
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Tabla 3.
Desglose de la variable X;: Consumo de agua virtual (en m3) por etapa y por finalidad de uso en la huella
hidrica del bovino lechero en toda su vida util por el bovino lechero promedio del Sistema Especializado en la
CL, México, 2016

Finalidad Etapa Vida util
del uso Etapa pre-productiva Etapa productiva Variables Huella hidrica de la
del agua Variable etapa Variable etapa vida util del bovino

lechero

Alimentos Xs= 28,193 Xp= 164,317 Xs+Xo0= 192,510
Bebida Xo= 40 Xo= 179 Xo+Xo= 219
Servicios Xi0= 12 XKoo= 56 Xip+Xo= 68
Total X=X +Xo+Xj0= 28,245 X7;=X0+Xo+Xpn= 164,552 X;=X+X7= 192,797
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Resumen
La mastitis reduce la calidad nutricional y sanitaria de la leche representando pérdidas econémicas para el
productor, para su control se utilizan antibiéticos los cuales dejan residuos quimicos en la leche que ocasionan
problemas de salud al consumidor. La presente investigacion, busca ofrecer tratamientos alternativos que
controlen la enfermedad sin dejar residuos dafiinos en la produccion, para ello se trat6 la patologia con una
solucién hidroalcohdlica de propdleo al 5%, 10% y 15%, mas una disolucién de matico al 5%, comparando su
eficacia frente a Cobactan. Para el estudio se utilizé 40 bovinos en produccién que resultaron positivos a la
prueba de campo CMT, la identificacién del agente causal, RCS y composicién quimica de la leche se
analizaron en laboratorio. Los tratamientos se aplicaron por via intramamaria en dosis de 10 ml por cuarto
afectado cada 24 horas durante tres ocasiones. Los resultados determinaron que la solucién al 5% disminuye la
presencia de células somaticas por debajo de 200.000 al igual que Cobactan, mientras que los tratamientos al
10% y 15% no lograron este objetivo. Se concluye que la solucién hidroalcohdlica de propédleo al 5% iguala al

producto comercial en conteo de células somaticas y tiempo de eficacia del tratamiento.

Palabras claves: Células somaticas, Mastitis, Matico, Propoleo.

Abstract
Mastitis reduces the nutritional and sanitary quality of the milk, representing economic losses for the
producer; for its control, antibiotics are used which leave chemical residues in the milk that cause health
problems to the consumer. The current investigation seeks to offer alternative treatments that control the

disease without leaving harmful residues in the production, for this the pathology was treated with a
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hydroalcoholic solution of propolis to 5%, 10% and 15%, plus a solution of matico (Piper aduncum,) to 5%,
comparing its effectiveness against Cobactan. For the study, 40 bovines in production that were positive to
the CMT field test were used, the identification of the causative agent, RCS and chemical composition of the
milk were analyzed in the laboratory. The treatments were applied intramammary in a dose of 10 ml per
affected quarter every 24 hours for three times. The results determined that the solution to 5% decreases the
presence of somatic cells below 200,000, as Cobactan does, whereas treatments to 10% and 15% did not
achieve this aim. It is concluded that the hydroalcoholic solution of propolis to 5% equals the commercial

product in count of somatic cells and efficacy time of the treatment.

Keywords: Somatic cells, Mastitis, Matic, Propolis.

Introduccion
La mastitis es una inflamacién de la glandula mamaria, es de alta prevalencia y se encuentra presente en casi
todos los hatos de produccién lechera ocasionando grandes pérdidas econémicas debido a que reduce la
produccién lactea, genera un conteo elevado de células somaticas, Fernandez et al (2012), y causa problemas
de salud publica al ser considerada una enfermedad zoondtica (Bedolla y Ponce, 2008). La enfermedad es
causada por el ingreso y actividad de microorganismos patdgenos, Merck (2007), Gasque (2008), por una
lesion (herida) y menos frecuentemente por alergias y neoplasmas, Bedolla y Ponce (2008). En la forma
subclinica no se presentan sintomas aparentes puesto que la leche y ubre presentan apariencia normal, Merck
(2007), sin embargo existe alteracién de la calidad higiénica y nutricional de la produccién lactea, Ortega y
Vanegas (2006), por lo tanto su deteccién se realiza mediante la prueba de campo conocida como California
Mastitis Test o prueba de Schalm la cual indica la cantidad de leucocitos presentes en la leche, Mateus (1983),
en otras palabras descubre la gravedad de la inflamacién de la glindula mamaria con una exactitud

sorprendente (Arguello y Gonzalez, 2008).

Para su control se emplean antibiéticos los cuales dejan residuos en la produccién de leche y carne y si no se
considera tiempos de retito representan un problema para la salud humana, puesto que vatios estudios
determinan que pequeflas cantidades de antibidticos como 0.003 UI (unidades internacionales) de
penicilina/ml de leche, pueden ocasionar: ardor en la piel, comezon, asma, shock anafilictico, generacion de
resistencia por parte de los microorganismos a los antibiéticos lo cual puede reducir o eliminar por completo
su accién y uso en el tratamiento de diferentes enfermedades, Diaz y Pena (2016), por lo tanto, existe una
nueva tendencia a nivel mundial de no usar antibiéticos por sus efectos nocivos que causan dafio a la salud del
ser humano, por ello es necesario investigar nuevas alternativas para el control de la mastitis, que sean de bajo
costo, de facil aplicacién y que otorguen un rapido retorno econémico para las empresas ganaderas (Paredes,
2007).

En la actualidad existen estudios cientificos que le atribuyen al propdleo actividad antibacteriana, antifingica,

antiinflamatoria, antioxidante, citostatica, antiséptica, desinfectante y antihelmintica, Rodriguez (2012). La
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actividad antibacteriana ha sido probada por diversos estudios bacteriolégicos 7 vive e in vitro, constatando que
el mayor efecto antibacteriano lo ejerce contra bacterias Gram positivas como Staphylococeus aurens y Streptococcus
beta hemolitico, Rodriguez (2012), los principales responsables de esta actividad son los flavonoides: galangina y
pinocembrina y los derivados del acido benzoico, ferdlico y cafeico, Lépez (2011), los mismos que desactivan
la energia de la membrana citoplasmatica, inhibiendo la motilidad bacteriana, haciéndola mas vulnerable al
ataque del sistema inmunolégico. Asi mismo el Matico (Piper aduncum ossanum) o también conocido como
platanillo de Cuba, cordoncillo o hierba del soldado, Abreu et al (2012), ha sido utilizado desde la era pre-
incaica como hemostatico y anti-inflamatorio, propiedades que actualmente han sido verificadas mediante
estudios de laboratotio y que confirman la accién anti- inflamatotia y antiséptica, por ejemplo (20 mg/ml
inhibe las bacterias: Staphylococcns aurens y Escherichia coli, a los hongos Cryptococcus neoformans y Trichophyton
mentagrophytes), asi como su accién cicatrizante (Geocitis, 2009), por ello el objetivo de la presente investigacion
es, demostrar la actividad antibacteriana atribuida al propdleo frente a los principales microorganismos

causantes de mastitis bovina y la capacidad antiinflamatoria y antiséptica atribuida al matico.

Metodologia
Mediante un Disefio de Bloques Completos al Azar se seleccionaron 40 vacas de raza Holstein Friesian
Mestiza, en ellas se verifico la presencia de mastitis subclinica utilizando la prueba de campo California
Mastitis Test, (llustraciéon 1), procediendo a codificar la reacciéon de CMT de acuerdo a lo expuesto por
Figueroa y Col en 1984, lo cual se exhibe en la (Tabla 1). Para determinar el recuento de células somaticas
(RCS) e identificar el agente causal se procedi6 a recolectar en un frasco estéril 5 ml de leche de cada cuarto
afectado previo despunte, limpieza y desinfeccion del pezén, luego las muestras se identificaron (Hlustracion
2), y enviaron al laboratorio de alimentos, aguas y afines “LABOLAB” siguiendo la metodologia propuesta
por el laboratotio para conservar la cadena de custodia (recogida, conservacion y transporte hasta el momento
del analisis), mientras que la determinacion de solidos totales (proteina y grasa), pH y reductasa se realizé en

los laboratorios de la industria de productos lacteos PARMALAT del Ecuador.

Tabla 1.

Codificaciéon mediante la prueba de campo California Mastitis Test.

) . Probable numero
Cuantificacion de . .
Grado ., Reaccion de células por ml
la reaccién

de leche

Negativo 0 Ta @uestr? queda liquida sin alteracién de 0 — 200,00

consistencia.

+ Dudoso 1 Aparic.ién de grumos finos, que se disuelven al 150,000 —
poco tiempo. 550.000

+ Débilmente ) Formacién reforzada de grumos, sin que se llegue 400,000 —
positiva todavia a la gelificacion. 500,000

++ Claramente 3 Clara y rapida formaciéon de mucosidad que se 800,000 —
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Positiva acumula en el centro del recepticulo cuando se le 5,000,000
da un movimiento rotatorio. Si cesa el

movimiento, se dispersa de nuevo.

+++

Manifiesta gelificacién con supetficie convexa,; el Mis de 5
Intensamente 4

. liquido no cae. millones
Positiva

Figura 1,

Aplicacién de prueba de campo

Figura 2.

Identificacién de muestras para laboratorio.

Para la preparacion de los tratamientos se utiliz6 por cada 50 gramos de propéleo/ 50 ml de alcohol al 70%, al
propodleo se le extrajo previamente las impurezas antes de afladitle el alcohol, luego se procedié a colocar la
mezcla en un frasco de vidrio oscuro a una temperatura de 38°C agitando la solucién cada 12 horas durante

un lapso de 15 dias, tiempo en el cual el propdleo estaba totalmente disuelto, obteniendo de esta manera una
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concentracion al 50% de propéleo. Luego se extrajo 10 ml de la solucién madre y se le agrego 90 ml de agua
destilada estéril, llevando de esta manera la disolucién a una concentracién del 5% de propodleo. Para obtener
la concentracion al 10% se mezclé 20 ml de la solucién base con 80 ml de agua destilada estéril, realizando el
mismo procedimiento para obtener la concentraciéon al 15% de propodleo, mezclando para ello 30 ml de

solucién madre con 70 ml de agua estéril.

El primer paso para la obtencién de la solucion de matico fue la recoleccion de las hojas tiernas de la planta
(Piper aduncum), las cuales fueron seleccionadas tomando en cuenta las hojas que estaban sanas y libres de
parasitos e impurezas, luego se procedié a picarlas en pedazos de aproximadamente 1 Y2 cm previa
desinfeccion, con el objetivo de extraer un concentrado de mejor calidad. El procedimiento que se utilizé para
obtener la solucion de matico fue el de destilacion por arrastre con vapor, utilizando por cada 50 gr de hoja de
matico 50 ml de agua destilada, colocando en el matraz No. 1 las hojas de matico y el agua en el matraz No.2,
los cuales se encuentran interconectados, el matraz que contiene el agua es colocado al fuego hasta alcanzar la
temperatura de ebulliciéon con la finalidad de generar vapor que pasara al matraz que contiene las hojas de
matico, extrayéndose el concentrado, el mismo que es atrastrado por el vapor hacia un condensador para ser
enfriado y posteriormente recolectado en recipientes de vidrio esterilizados; de esta manera se obtuvo la
disolucién del matico a una concentracién del 50%. Finalmente se procedié a mezclar 10 ml de esta

concentracién con 90 ml de agua, para obtener la disolucién al 5% de concentracién de matico.

La aplicacién de los tratamientos T1 (Cobactan), T2 (Solucién de propédleo al 5% + soluciéon de matico), T3
(Solucién de propéleo al 10% + solucién de matico), T4 (Solucién de propédleo al 15% + solucién de matico),
se realiz6 luego del ordefio de la mafiana tras el vaciado completo lavado y secado de la ubre, utilizando para
su administracion jeringuillas desechables y canulas metalicas. Los tratamientos T2, T3 y T4 se administraron
por via intramamaria en dosis de 5 ml de solucién de propéleo combinada con 5 ml de la disolucién de matico
por cada cuarto afectado, a intervalos de 24 horas durante tres dias. El tratamiento quimico T1
(COBACTAN) se aplicé de acuerdo a la posologia sefialada por la casa comercial la misma que indica la

administracién de una canula por via intramamaria por cuarto afectado en intervalos de 24 horas por dos dias.

Resultados
El analisis estadistico de los datos se realizo a través de los programas Microsoft Excel y (SPSS®) versién 22;
los resultados fueron interpretados con ANOVA a un nivel de confianza del 95% y 99%, completindose la

informacién con las pruebas de DUNCAN al 5%.

Luego de analizados los resultados se constaté la presencia de Streptococcus agalactiae y Staphylococcus anrens, por lo

tanto, se afirma que estos microorganismos son el principal agente causal responsables de la presencia de
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mastitis subclinica bovina en las ganaderfas que fueron sometidas bajo estudio dentro de los Cantones Ofia y

Nabon.

Para el analisis del Recuento de Células Somiticas se comparé el numero encontrado en las respectivas
muestras antes y después de la aplicacion de los tratamientos, constatindose que al dfa 21 post-aplicacién, los
tratamientos T1 (COBACTAN LC) y T2 (Solucién de propdleo al 5% + solucién de matico) lograron reducir
por debajo de 200.000 la cantidad de células somaticas presentes en la leche, pudiendo deducir que los dos
tratamientos se comportaron por igual sin demostrar diferencia estadistica significativa, mientras que los
tratamientos T3 (Solucién de propdleo al 10% + solucién de matico) y T4 (Solucién de propéleo al 15% +

solucién de matico) no lograron este objetivo (Grafico 1y 2).

Por otra parte se observé que las vacas que fueron tratadas con los tratamientos T3 y T4, presentaron una
inflamacién moderada de la ubre durante los tres dias de aplicacién de las soluciones. Se concluye que la
solucién de propodleo al 5% + la disoluciéon de matico, iguala al producto comercial tanto en conteo de células
somaticas como en tiempo de eficacia del tratamiento, sin dejar residuos en la leche que resulten perjudiciales

para la salud del ser humano.
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Ona

En el grafico se puede observar que el T2 (Solucién de propdleo al 5% + solucién de matico) logro reducir un

nimero mayor de células somaticas (324800) que el resto de los tratamientos luego de la aplicacion.
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Analisis del recuento de células somaticas, antes y después de la aplicacién de

los tratamientos en el cantén Nabon.

En el grafico se puede observar que el T2 (Solucién de propédleo al 5% + solucién de matico) logro reducir un

mayor numero de células somaticas (320000) que el resto de los tratamientos luego de la aplicacién.

Tabla 1.
Recuento de células somaticas antes y después de la aplicacion de los tratamientos
Tratamientos Numero de células somaticas Ofia  Numero de células somaticas Nabén
Células somaticas células somaticas
Antes Después Antes Después
T1 Cobactin 485400 a 172400 a 486400 a 185400 b
T2 5% 517600 a 192800 be 498000 a 178000 a
T3 10% 442000 a 207000 ¢ 489000 a 221600 cd
T4 15% 509000 a 280400 d 491200 a 276400 d
Coeficiente de variacion 15,2 5,56 3,03 6,16

En la presente tabla se evidencia que existe diferente estadistica altamente significativa, (P< 0.05), siendo los

tratamientos T1 y T2, quienes lograron reducir por debajo de 200.00 la cantidad de células somaticas.
En cuanto al resto de variables que también fueron analizadas como pH y sélidos totales sobre todo proteina

y grasa, se determiné que no existen diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos, mientras que

para la variable de produccién de leche se muestran diferencias estadisticas significativas sobre todo en el
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cantén Ofia, siendo los tratamientos T2 (Solucién de propoéleo al 5% + solucion de matico) y T3 (Solucién de
propdleo al 10% + solucién de matico) quienes lograron incrementar en mayor proporcién la produccion

lactea, este dato se puede corroborar en el analisis exhibido en la (Tabla 2).
Tabla 2.
Analisis de la produccién de leche y solidos totales antes y después de la aplicacion de los tratamientos en el

cantén Ofia.

Tratamientos Produccion Ph Proteina cruda Grasa

Antes  Después Antes Después Antes Después Antes Después

T1 Cobactin 12,0c__128b 6,9 a 6,9 a 32a 33a 35a 3,6a
T2 5% @o c 94 a) 68a 68a 32a 32a 35a 35a
T3 10% 1522 168b 68a 7,02 33a 33a 37a 3,7a
T4 15% 122b 134b  69a 70a 32a 33a 35a 36a

Coeficiente de variaciéon 27,57 25,08 3,8 2,71 3,51 3,62 477 3,64

En la presente tabla se evidencia que existe diferencia estadistica altamente significativa, (P< 0.05),

consiguiendo el T2 el mayor incremento en la produccion de leche/vaca/dia.

En el cantén Nabon se constatd que todas las variables bajo estudio como pH, contenido de solidos totales e
incremento de la produccién de leche, los tratamientos se comportaron por igual, no existiendo asi diferencia

estadistica significativa. Los datos se exponen en la (Tabla 3).

Tabla 3.
Andlisis de la produccién de leche y sélidos totales antes y después de la aplicacion de los tratamientos en el

cantén Nabon.

Tratamientos Produccion Ph Proteina cruda Grasa

Antes  Después Antes Después Antes Después Antes Después

T1 Cobactin 10,8 a 124 a 6,9 a 6,8 a 33a 33a 3,7a 3,7a
T2 5% 10,4 a 12,6 a 6,7 a 6,8 a 33a 3,32 36a 36a
T3 10% 11,6 a 11,8 a 6,9 a 6,9 a 3,2a 33a 3,6a 3,6a
T4 15% 12,6 a 12,6 a 6,6 a 7,0 a 33a 33a 3,7a 3,6a

Coeficiente de variacion 238 2425 2,95 3,44 3,19 3,46 3,25 2,12

En la presente tabla se evidencia que todos los tratamientos se comportaron por igual, no existiendo asi
diferencia estadistica significativa, (P = 0.05).

Discusion
En el presente estudio se determiné que la aplicacién de una solucién de propédleo al 5% combinada con una
solucién de matico en la misma concentracién, consiguen reducir por debajo de 200.000 el nimero de células

somaticas presentes en la leche al dia 21 post-aplicacién, mientras que a mayor concentraciéon de propdleo 10
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% y 15% la efectividad contra estos patégenos es menot, registrando efectos secundarios como inflamacion
moderada de la ubre, datos que concuerdan con los registrados por Argiiello y Gonzales (2008), quienes
utilizaron Propolina al 0,5% y al 1% en el control de mastitis subclinica bovina encontrando una efectividad al
dia 21 post-tratamiento del 93% con la utilizacién del 0,5% de concentracién de Propolina y del 68%
utilizando la concentracién al 1%, lo que demuestra que a mayor concentracion de Propéleo se reduce el nivel

de eficacia del tratamiento.

En cambio otros datos registrados por Lépez (2011), difieren de los anteriores puesto que indican que la
utilizacién de un Extracto Etandlico de Propdleo a una concentracion del 50% muestra una efectividad del
66,66% en el control de mastitis clinica bovina luego de 10 dias pos-aplicacion, utilizando 10cc del tratamiento

cada 12 horas por un lapso de 1 dia, siendo entonces 2 administraciones por cuarto afectado.

Asi mismo otro estudio realizado por Paredes, refiere que los tratamientos realizados con Propdleo al 50% en
el control de mastitis clinica bovina muestran una efectividad del 100 % utilizando 10 cc por cada cuarto

mamario, siendo necesarias dos dosis cada 12 horas para lograr efectividad.

(Tatur y Turpo, 2014), reportan los resultados de una investigaciéon experimental de una pomada a base de
extractos etandlicos de propoleo y guayaba en el tratamiento de mastitis bovina obteniendo inhibicién del

desarrollo de colonias de Eschericha colz, Streptococcus agalactiae, y Staphylococcus anreus.

De igual manera Méndez et al (2000), obtiene excelentes resultados en el control de mastitis subclinica bovina
utilizando extracto blando de propédleo en concentracién del 20 por ciento con dosis de 10 ml, aplicados por

via intramamaria logrando controlar efectivamente bacterias gram positivas y gram negativas.

Por otro lado Rodriguez (2012), evalué la actividad antibacteriana de propoleo y miel sobtre cepas negativas
de Staphylococcus coagulasa negativo (SCN) aislada de mastitis bovina y determiné mediante los resultados
obtenidos en su investigacién que el propdleo es efectivo sobre la totalidad de las cepas SCN por lo que se
acepta la actividad antibacteriana de este, en cambio la mezcla de propdleo y miel no presenta actividad contra
todas las cepas de SCN lo cual indica que al mezclar las soluciones se presentan un cierto grado de
antagonismo, por su parte la miel también demostré efectividad sobre la mayoria de las cepas de SCN

productoras de mastitis en bovinos, inhibiendo su crecimiento.

Conclusiones
La utilizacién de concentraciones bajas de propdleo inferiores al 5% muestran mayor efectividad en el control
de Mastitis Subclinica Bovina, al utilizar la solucién a razén de 10 ml por cada cuarto afectado y por via

intramamaria cada 24 horas durante tres dias. Existen estudios que reportan excelentes resultados al utilizar
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concentraciones supetiores de propéleo al 50%, siempre y cuando la implementacién del tratamiento difiera
en cuanto al tiempo de aplicacion, es decir estas concentraciones se administren por dos ocasiones con un

lapso de 12 horas, concluyendo que el propéleo actia de forma positiva en el control de mastitis bovina.

En cuanto a la produccion lactea se determiné que con la utilizacion de propoéleo, no se alteran de forma
significativa el pH ni el contenido de solidos totales (grasa y proteina); mientras que si se evidencia incremento
en la produccion lactea en las vacas que son tratadas con una solucién de propdleo al 5% + solucion de

matico.

Por ultimo, se concluye que la aplicaciéon de medidas terapéuticas alternativas (Propdleo combinado con
matico) para el control de mastitis subclinica bovina a un bajo costo y sin dejar residuos en la produccion
lactea que puedan afectar la salud humana es posible, ya que confieren excelentes resultados demostrando la

actividad antibacteriana (Propéleo) y anti inflamatoria (matico) que se les ha atribuido.
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Resumen
El propdleo es una sustancia apicola resinosa con propiedades medicinales donde gran parte de su actividad
bioldgica y terapéutica se debe a la presencia de flavonoides en su composicion, la cual varfa en funcién del
origen geografico. El presente trabajo tiene como objetivo evaluar los efectos de la tintura de propdleo sobre
la inmunidad en caninos domésticos, la investigacién se realiza en la ciudad de Latacunga - Cotopaxi. La
informacion se recogié de 30 caninos, de entre 4 a 5 afios con caractetisticas homogéneas, a los cuales se les
realiz6 hemogramas para la determinacién de la serie Leucocitaria (setie blanca o glébulos blancos) con la
administracién del propoleo via oral. Para su estudio se establece 2 dosis; 0.6mg/kg y 0.12 mg/kg de PV y un
testigo que no recibe propdleo, precisando que el tratamiento de 0.12 mg/kg de PV como dosis eficiente, en
el conteo de linfocitos con 2319.8; 2746.1; 3293.1, y monocitos con 447; 469.5; 565.2 en los dfas 0, 15, 30
respectivamente evidenciando una relacién positiva para la inmunidad, en cuanto a que los neutréfilos refleja
el balance entre la produccién medular y la utilizacién tisular con 9259.5; 7651.8; 7257.6 en los dias 0, 15, 30,
concluyendo que la dosis de 0.12 mg estabiliza los parametros normales de referencia hematolégica en caninos

domésticos.

Palabras clave: Propdleo- Inmunoestimulante - Caninos
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Abstract
Propolis is a resinous apicultural substance with medicinal properties where much of its biological and
therapeutic activity is due to the presence of flavonoids in its composition, which varies depending on the
geographical origin. The objective of this work is to evaluate the effects of propolis tincture on immunity in
domestic dogs, the research is carried out in the city of Latacunga - Cotopaxi. The information was collected
from 30 canines, from 4 to 5 years old with homogeneous characteristics, to which blood counts were taken
for the determination of the Leukocyte series (white series or white blood cells) with oral administration of
propolis. For its study, 2 doses ate established; 0.6mg / kg and 0.12 mg / kg of PV and a control that did not
receive propolis, specifying that the treatment of 0.12 mg / kg of PV as an efficient dose, in the lymphocyte
count with 2319.8; 2746.1; 3293.1, and monocytes with 447; 469.5; 565.2 on days 0, 15, 30 respectively
evidencing a positive relationship for immunity, in that neutrophils reflected the balance between spinal
production and tissue utilization with 9259.5; 7651.8; 7257.6 on days 0, 15, 30, concluding that the 0.12 mg

dose stabilizes normal hematological reference parameters in domestic canines.

Keywords: Propéleo- Inmunoestimulante - Canines

Introduccion al problema
Al nacer el individuo se expone a un sin nimero de microorganismos con los cuales no habia tenido contacto,
éstos pueden llegar a ser parte de su flora normal o bien pueden provocar una enfermedad que traerd como
consecuencia un tipo de respuesta inmune que puede ser inespecifica, donde intervienen los leucocitos

polimorfonucleares neutréfilos (LPMN) o especifica donde interactdan tanto los linfocitos T como B. Anaya

JM (2009).

En este momento el propdleo como subproducto genera una nueva mirada por parte de los clinicos y por
parte de la investigacién, debido a las diferentes propiedades que se le atribuyen como la potente actividad
biolégica, desde el punto de vista terapéutico y nutricional. Dentro de la composicién de los mismos se
destaca la presencia de flavonoides, derivados de esteres y acidos fendlicos, lo cual es un reflejo de la
diversidad de recursos a partir de los que las abejas los elaboran (Talero, Hernandez, & Figueroa, 2012). Con
propiedades donde la literatura lo reporta como bactericida, analgésico, fungicida, antiinflamatorio,
cicatrizante, y anticariogénico. Yong K, (2001) Por lo anterior se propone al propdleo como
inmunoestabilizador por sus componentes siendo éstos, los flavonoides los principales y algunos dcidos

fendlicos, esteres, aldehidos, alcoholes y cetonas.
Importancia del problema

En la actualidad se ha observado que la interaccién entre el animal y los microorganismos se deterioran cada

dfa mas debido a la elevada morbilidad por enfermedades infecciosas. Hoy en dia no existen vacunas para
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todas las enfermedades, ninguna es completamente inocua. Los esquemas basicos de inmunizacién se
elaboran de acuerdo al tipo de: inmundgenos, poblacién, epidemiologia de las principales enfermedades
infecciosas. (Gonzalez Marfa, 1999.) Esta investigacién se realizard con la finalidad de utlizar la tintura de
propéleo como un estimulante natural en la inmunidad en caninos domésticos (Canis familiaris). El uso del
propdleo representar un tratamiento preventivo para las mascotas con inmunidad deprimida que busca
mejorar su calidad de vida al protegerlos de enfermedades aumentando la resistencia del organismo a

infecciones.

Desarrollo
Los animales son capaces de organizar una respuesta defensiva contra sustancias ajenas a su propio organismo
a esto se le conoce como respuesta inmunitaria, es un estado de resistencia que puede ser natural o adquirido.
Los mamiferos cuentan con tres sistemas principales de defensa: las barreras fisico- quimicas, la inmunidad

innata y la inmunidad adquirida.

a) Barreras fisico-quimicas: las defensas mas eficaces del cuerpo implican la prohibicién de entrada. Sin estas
barreras defensivas, el éxito en la resistencia contra los agentes patdgenos es casi imposible. El cuerpo emplea
multiples niveles de defensa, como resultado, un organismo que ha tenido éxito en superar la primera capa de
proteccion se enfrenta a continuacién, con la necesidad de superar una segunda barrera mas alta, y asi
sucesivamente (Alberts et al., 2002). La primera y mas obvia de estas capas es la piel, ya que ésta proporciona
una barrera eficaz a la invasién microbiana, debido a que posee una gruesa capa de queratina, sufre continuas
descamaciones y esta constituida superficialmente por células muertas, asi como a través de la secrecién de
glandulas sudoriparas y sebaceas que contienen acidos grasos que inhiben el crecimiento bacteriano, ademas la
flora bacteriana cutanea compite con otros microorganismos. Si esta dafiada, pueden producirse infecciones,

sin embargo, la cicattizacién de heridas asegura que la barrera se restablezca rapidamente (Tizard, 2009).

Existen algunos otros mecanismos de defensa como lo son la diarrea y el vomito, asi como la secreciéon de
acido clorhidrico (HCI) del estémago que modifica el pH dificultando la supervivencia de los gérmenes. En el
sistema respiratorio ademads de la presencia de mucus, existen otros mecanismos de defensa como los pelos en
la nariz, la tos, los estornudos y los cilios presentes en el epitelio respiratorio. Otras formas de barreras fisico-
quimicas son el flujo de la orina en el sistema urinario, el sudor, produccién de proteinas como la B-lisina en
las plaquetas, la espermina en el semen, la lactoperoxidasa en leche y saliva y la lactoferrina y la transferrina en
la leche. La presencia de una flora normal bien establecida sobre la piel y en el intestino, asi como la

temperatura corporal, inhiben el crecimiento de microorganismos (Alberts et al., 2002).

b) Inmunidad innata: si bien es cierto las barreras fisico-quimicas, son las primeras lineas de defensa del

organismo, no son totalmente eficaces. Teniendo en cuenta el tiempo y la persistencia, un microorganismo
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invasor eventualmente puede superar simples obstaculos fisicos. Sin embargo, los animales no estin
constantemente enfermos, porque los intentos de invasién son bloqueados antes de que puedan resultar en la
enfermedad y esta es la principal tarea del sistema inmune innato. Esta segunda capa de defensa por lo tanto,
consiste en responder rapidamente con mecanismos de defensa celulares y quimicos (Tizard, 2009). La
inmunidad innata se basa en el hecho de que los microorganismos invasores difieren quimicamente de los
componentes normales del cuerpo. Se ha evidenciado que las células del sistema inmune innato poseen unos
receptores denominados “receptores de reconocimiento de patrones” (PRRs). Fstos reconocen estructuras
concretas en los agentes patégenos, los denominados “patrones moleculares asociados a patégenos” (PAMPs),
que realmente son activadores microbianos de la respuesta inmune innata (Janeway, 1989). Este paso es

esencial para la activacién de mecanismos innatos internos.

¢) Inmunidad adquirida: la inflamacién y los otros componentes del sistema inmune innato son ctiticos para la
defensa del cuerpo. Aquellos animales que no tienen una respuesta innata efectiva morirdn a causa de
infecciones. Sin embargo, estos mecanismos innatos no pueden ofrecer la solucion definitiva para la defensa
del cuerpo. Lo que realmente se necesita es un sistema de defensa que reconozca y destruya los invasores y
aprender del proceso, asi en caso de que estos vuelvan a invadir seran destruidos con mayor eficacia. Este tipo
de respuesta adaptativa es la funcién del sistema inmune adquirido, al cual le toma varios dfas para convertirse
en efectivo, tiempo requerido para que los linfocitos T y B reconozcan a dichos antigenos se diferencien y se

conviertan en células efectoras (Castellanos et al., 2000).

El propdleo, segun han demostrado varios estudios cientificos, posee muchas otras propiedades medicinales,
entre las que se le reconocen: antibioticas (fungicida y bactetriana), cicatrizantes, antiinflamatorias, analgésicas,
antialérgicas, epitelizantes y anestésicas, entre otras. Esta sustancia resinosa, de color verde o casi negro, que
obtienen las abejas de las yemas y cortezas de algunos arboles como el abedul, sauce, castafio, roble, pino,
cerezo y algunas plantas herbaceas, también contiene provitamina A, vitaminas del grupo B (especialmente

B3), aminoacidos, minerales y bioflavonoides (vitamina P).

Un grupo de investigadores del Albert Einstein College of Medicine de Nueva York publicaron, en 1997, un
trabajo donde mostraron la capacidad del propdleo de suprimir la replicacién del VIH tipo 1 (VIH-1) y su
efecto inmunoestimulante, segin publica el doctor Walter Fierro Morales, médico internista y apiterapeuta, en
su trabajo “Evidencias cientificas del propdleo desde el punto de vista médico”l. Diversos trabajos
demuestran que el propdleos estimula la inmunidad inespecifica y la especifica, tanto inmunidad celular
(linfocitos T) como la humoral (linfocitos B). En ratones infectados con el virus influenza tipo A y tratados
con propoleos, se constaté un aumento de los linfocitos T, un mayor nivel de fagocitosis y una menor

mortalidad, en comparacién con animales testigo no tratados.
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Los autores determinaron que se estimula la liberacién del factor inhibidor de la migracién de los leucocitos
(Neychev H, and col. 1988) Durante el 1° Simposio Internacional sobre Apiterapéuticos, realizado en La
Habana en 1991, se mostraron resultados positivos con el empleo de propdleos en pacientes con
inmunodeficiencia. Uno de los grupos de investigadores cubanos evalud su respuesta en nifios con sindrome
respiratorio alto o bajo recidivante y con inmunodepresion celular o mixta, lograndose primero una mejoria
clinica y luego la normalizacién paraclinica. Se ha comprobado que el propdleo estimula la actividad de los
macrofagos a casi el doble y aumenta el nimero de linfocitos incrementandose la respuesta inmune (De Los
Reyes Rodriguez, 1991). Estudio del efecto inmunorregulador de un medicamento elaborado a base de

propdleos en niflos con trastornos de la inmunidad. In: ler Taller Internacional de Apiterapéuticos La

Habana, Cuba. 1991.).

Multiples estudios realizados en el mundo han demostrado la buena tolerancia y la inocuidad de este producto

natural administrado por via oral, no lograndose establecer la dosis letal 50 por su alta tolerancia. (Lotenzo | y

col. 1984).

Metodologia
La presente investigacion se realizé con 30 perros de diferentes razas de entre 4 a 5 afios, en condiciones y
caracteristicas homogéneas. Se utiliz6 un andlisis de varianza aleatorio (disefio completamente al azatr) para
identificar si existe diferencia entre los tratamientos. Para iniciar la investigacion primero se procedié a obtener
la tintura de propodleo, que fue obtenido de los panales de abejas del Centro de Experimentacion Salache
(CEYPSA) de la Universidad Técnica de Cotopaxi. Una vez obtenido el objeto de estudio se dio inicio al
trabajo investigativo. Se ubicaron 30 pacientes sanos (10 en cada grupo) en tres tratamientos; T1 0.6mg /kg
PV de tintura de propoleo via oral cada 24 horas por treinta dias, T2 0.12 mg/kg de PV de tintura de propdleo
via oral cada 24 horas por treinta dias y un testigo que no recibié propodleo. Se realiz6 una ficha clinica por
cada paciente, a la vez se realizaron 3 hemogramas; el primero al dia 0, antes de la administracién de los

tratamientos, el segundo a los 15 dias y el tercero a los 30 dias de iniciado la investigacién de cada paciente.
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Resultados
Tabla 1.

Recuento leucocitario

Conteo Leucocitos

Observ Dia O Dia 15 Dia 30
aciones T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3
1 11600 10500 11000 9700 7550 11400 9200 11650 10900
2 8750 6600 7350 12200 17250 12500 6200 10400 14850
3 18200 9600 9700 13100 13800 9400 11150 12950 17000
4 7500 11000 9100 5800 7200 9150 4950 9600 8650
5 14900 9500 15300 11250 8000 15000 11150 11000 9600
6 11700 17200 10900 17800 12200 10000 17250 13400 12250
7 10000 17000 15900 7500 12150 9050 8900 10900 13900
8 11600 12050 12900 9550 10050 7850 11500 8450 10550
9 8900 14650 14650 12600 9300 9300 11450 10325 1032

10 9650 12600 8100 9050 12600 13900 8100 12000 14850
Media 11280 12070 11490 10855 11010 10755 9985 11067 11358

Fuente: Autores

De los resultados obtenidos, sobre el conteo leucocitario, con un rango normal de 6000 a 17000, se puede
observar diferencias numéricas entre tratamientos, en el dfa 0 en T1 presenta una media de 11280 Leucocitos
(WBC), en T2 se encontr6 un conteo con una media de 12070 WBC, mientras que en T3 se evidencia 11490
WBC. En el dia 15, se obtuvo un recuento con una media de 10855 WBC en T1, en T2 se encontré un conteo
con una media de 11010 WBC, mientras que en el que en T3 se evidencia 10755 WBC. En el dia 30, se obtuvo
un recuento con una media de 9985 WBC en T1, en T2 se encontrd un conteo con una media de 11067 WBC,

mientras que en el que en T3 se evidencia 11358 WBC.

Tabla 2.

Analisis de la varianza leucocitatio

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 19422895,5 4 4855723,88 0,49 0,7403
TRATAMIENTOS  7341001,09 2 3670500,54 0,37 0,6896
DIAS 12081894 4 2. 6040947,21 0,61 0,5434
Error 835843900 85 9833457,64
Total 855266795 89

Fuente: Directa

En el ADEVA para conteo leucocitatio en los dias 0, 15 y 30 dias no se evidencia diferencia significativa con
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un valor p=0,5434, en cuanto a los tratamientos no se evidencia diferencias estadisticas, pero si diferencia
numérica, donde se evidencia un incremento de leucocitos en el tratamiento 3, manteniéndose la referencia

biométrica para leucocitos, es decir no se evidencio leucocitosis o leucopenia.

Tabla 3.

Recuento de neutréfilos

Conteo Neutrofilos

i Dia 0 Dia 15 DIA 30

wone ' 12 13 ™ T2 T3 TI T2 T3
1 7508 7455 6930 6589 4832 9006 8625 6757 5370
2 5068 4488 5145 1935 14318 10250 4588 6344 8576
3 11900 4704 6111 9039 9246 7050 7805 8288 7519
4 4762 8800 5460 4816 3744 5006 4843 6624 6254
5 9900 7030 10865 8438 5520 10500 7136 8140 7872
6 7700 14448 6758 13119 9028 7400 11385 9380 9922
7 6920 14790 12402 5775 8626 6335 6052 7303 9869
8 7528 9399 8514 6693 7035 5573 6256 5915 7068
9 7830 13039 13039 8442 6231 6231 7786 6505 6505

—_
(=

6272 8442 5557 5792 7938 10842 5589 7320 10914

Media 7630.8 9259.5 8078.1 7063.8 7651.8 7828.3 7006.5 7257.6 7986.9

Fuente: Autores

Segin los resultados obtenidos, sobre el conteo de neutréfilos (PMNs) en dia 0, con un rango de neutréfilos
de 3000 a 11500, se puede observar diferencias numéricas, se obtuvo un recuento con una media de 7630.8
PMNs en T1, en T2 se encontré un conteo con una media de 9259.5 PMNs, mientras que en el que en T3 se
evidencia 8078 PMNs. En el conteo neutréfilos en dia 15, se puede observar diferencias numéricas, se obtuvo
un recuento con una media de 7063.8 PMNs en T1, en T2 se encontrd un conteo con una media de 7651.8
PMNs, mientras que en T3 se evidencia 7828 PMNs. En el dia 30, se obtuvo un recuento con una media de
7006.5 PMNs en T1, en T2 se encontré un conteo con una media de 7257.6 PMNs, mientras que en T3 se
evidencia 7986.9 PMNs.

Tabla 4.
Analisis de la varianza para neutréfilos
F.V. SC gl CM F  Valorp
Modelo 27022207,18 4 6755551,79 1,09 0,3691
TRATAMIENTOS 1219081449 2 609540724 0,98 0,3799
DIAS 14831392,69 2 7415696,34 1,19  0,3089
Error 5292105593 85 6226006,58
Total 556232766,5 89

Fuente: Autores
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En el ADEVA para conteo de neutréfilos en los dias 0, 15 y 30 dias no se evidencia diferencia significativa
con un valor p=0,3089, en cuanto a los tratamientos no se evidencia diferencias estadisticas valor p=0,3799,

pero si diferencia numérica.

Tabla 5.

Recuento de linfocitos

CONTEO LINFOCITOS

oBSERvAciO DIA 0 DIA 15 DIA 30

NES T1 T2 T3 Tl T2 T3 T1 T2 T3

1 3283 2625 3520 2292 2340 2052 2300 4077 3476
2 2170 1848 1838 1565 2242 2000 1302 3744 3218
3 6300 3936 2716 3930 2760 1880 3010 4014 2250
4 2363 1980 3276 1905 3456 3185 1000 2880 2854
5 5000 2280 3519 2475 2480 4050 3456 2750 1344
6 4000 1892 3379 3435 2440 2000 5175 3216 2082
7 2730 1700 3180 1575 2795 2444 2492 2616 3336
8 323 1566 3328 2716 2312 127 2760 2113 2849
9 760 1465 1465 3465 2604 2604 3092 3201 3201

[y
(=]

2123 3906 2268 1991 4032 2085 2268 4320 3342

MEDIA 2905.2 2319.8 2848.9 2534.9 2746.1 2242.7 2685.5 3293.1 2795.2

Fuente: Autores
De los resultados obtenidos para linfocitos (LYN) en el dia 0, con un rango de linfocitario de 1000 a 4800, se
puede observar diferencias numéricas, se obtuvo un recuento con una media de 2905 linfocitos en T1, en T2
se encontré un conteo con una media de 2319.8 linfocitos, mientras que en T3 se evidencia 2848.9 linfocitos.
En el conteo linfocitario en el dia 15, se obtuvo un recuento con una media de 2534.9 LYN en T1, en T2 se
encontr6 un conteo con una media de 2746 LYN, mientras que en T3 se evidencia 2242.7 LYN. En el conteo
linfocitatio en dfa 30, se puede observar diferencias numéricas, se obtuvo un recuento con una media de
2685.5 linfocitos en T1, en T2 se encontrd un conteo con una media de 3293.1 linfocitos, mientras que en T3

se evidencia 2795.2 linfocitos.

Tabla 6.
Analisis de la varianza linfocitos
F.V. SC gl CM F Valor p

Modelo 2988671 4 747167,75 0,73  0,5743
TRATAMIENTOS 371637,6 2 185818,8 0,18  0,8344
DIAS 2617033,4 2 1308516,7 1,28  0,2841
Error 87069990,6 85 1024352,83
Total 90058661,6 89

Fuente: Autores

En el ADEVA para conteo de linfocitos en los dfas 0, 15 y 30 dias no se evidencia diferencia significativa con
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un valor p=2841, en cuanto a los tratamientos no se evidencia diferencias estadisticas valor p=0,8344, pero si
diferencia numeérica, manteniéndose la referencia biométrica para linfocitos, es decir no se evidencié

linfocitosis o linfopenia.
Tabla 7.

Recuento Monocitos

CONTEO MONOCITOS

3:55)‘; DIA 0 DIA 15 DIA 30

ES T1 T T3 T1 T T3 Tl T T3
1 499 420 550 573 226 228 460 582 415
2 437 198 221 100 517 125 186 208 361
3 454 384 582 131 414 376 223 518 325
4 375 1100 182 150 780 546 151 960 384
5 785 950 612 225 800 150 334 1100 288
6 738 258 545 356 488 400 517 536 246
7 350 340 318 150 243 90 356 654 556
8 499 422 258 291 603 236 184 338 316
9 310 146 146 693 372 372 458 516 103
10 193 252 275 181 252 556 81 240 297

MEDIA 464 447 368.9 285 469.5 307.9 295 565.2 329.1

Fuente: Autores

De los resultados obtenidos en el conteo de monocitos en el dia 0, con un rango de monocitos de 150 a 1350,
se obtuvo un recuento con una media de 464 monocitos en T, en T2 se encontré un conteo con una media
de 447 monocitos, mientras que en T3 se evidencia 368.9 monocitos. Los resultados obtenidos en el conteo
de monocitos en el dia 15, se puede observar diferencias numéricas, se obtuvo un recuento con una media de
285 monocitos en T1, en T2 se encontré un conteo con una media de 469.5 monocitos, mientras que en T3 se
evidencia 307.9 monocitos. Los tesultados obtenidos para monocitos en el dia 30, se puede observar
diferencias numéricas, se obtuvo un recuento con una media de 295 monocitos en T1, en T2 se encontrdé un

conteo con una media de 565.2 monocitos, mientras que en T3 se evidencia 329.1 monocitos.

Tabla 8.
Anialisis de la vatianza monocitos
F.V. SC gl CM F  Valorp
Modelo 5455964 4 1363991 3,03 0,0217
TRATAMIENTOS  466020,6 2 233010,3 5,18 0,0075
DIAS 79575,8 2 397879 0,88 0,4166
Error 3822569,2 85 449714
Total 4368165,6 89

Fuente: Autores
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En el ADEVA para conteo de linfocitos en los dias 0, 15 y 30 dias no se evidencia diferencia significativa con

un valor p=0,41606, en cuanto a los tratamientos se evidencia diferencias estadisticas valor p=0,0075.

555,30

490,28

425,26 ]

360,24 i

29523 :
1 ™ T3

TRATAMIENTOS

MONOCITOS

Grifico 1.
Prueba de Duncan monocitos

Fuente: Autores

En el cuadro se pueden observar dos rangos de significacion en donde el tratamiento T2 (0.12 mg/kg de PV
de propodleo), encabeza el primer rango con un promedio de 565.2 monocitos en relacion al tratamiento T'1

(0.6mg/kg de PV de propdleo), el cual se ubicé al ultimo con un valor de 295 monocitos.

Discusion
Son vatios también los estudios realizados con extractos de propoleo, en el que se comprueba un extracto
etandlico de propdleo (EEP) como agente protector frente a radiaciéon gamma (SCHELLER, S. et al, 1989).
Los ratones eran expuestos mediante una fuente 60Co a 6 Gy de radiacién gamma, y fueron tratados
intraperitonealmente con EEP, administrado antes y después de ser irradiados. Asi, mientras los ratones no
tratados morian en el plazo de 12 semanas, los que habian recibido series de EEP sobrevivian a la radiacién,
ademas de que el recuento de leucocitos y la actividad de formacién de plaquetas retornaban a los valores
normales. Esto sugeria que un antioxidante y “scavanger” de radicales libres en el EEP era el responsable de
los efectos radioprotectivos, Volpert et al. (1996) investigan los efectos de diferentes extractos (etandlicos y
acuosos) de propdleo sobre las mas importantes enzimas de leucocitos: mieloperoxidasa, NADPH oxidasa y
lipooxigenasa (Volpert, R. et al, 1996), encontrando que solo altas concentraciones de extractos de propéleo
inhiben la actividad de las citadas enzimas, pero especialmente los derivados acuosos muestran efectos
estimulantes en la actividad mieloperoxidasa comercial. Las actividades mieloperoxidasa y NADPH oxidasa de

leucocitos fueron claramente inhibidas por extractos de propéleo probablemente indirectamente debido a su
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excelente propiedad “scavenger”. Probablemente la capacidad antioxidativa de EEP sea parcialmente debida al

alto contenido en flavonoides del propdleo (Krol, W. et al, 1990).

Scheller et al. (1990) demuestran la facultad de “scavenging” de un EEP por electron spin resonance
spectroscopy, con 2,2 difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), tratado con concentraciones crecientes de EEP
(Scheller, S. et al, 1990). Se demostrd que la intensidad de sefial de DPPH era inversamente relacionada con la
concentraciéon de EEP y al tiempo de reaccion, lo que demuestra la facultad de componentes del EEP en
donar atomos de hidrégeno siendo el responsable de la reduccién de la sefial DPPH-EEP, y reflejando la
naturaleza antioxidativa del EEP. La accién de “scavenging” de EEP (5-9 mu-g/ml) procedentes de dos tipos
de propdleo, en concreto frente al radical alcoxy fue similar al producido por 0.11 mu-g/ml de alfa-tocoferol,

siendo menor la actividad de “scavenging” frente a radical superéxido (Pascual, C. et al, 1994).

Volpert et al. (1993) compara extractos acuosos con extractos etandlicos de propdleo (Volpert, R. et al, 1993)
resultando que el los extractos acuosos presentan mayores actividades antioxidantes e inhibitorias que los

extractos etanolicos (Volpert, R. et al, 1993).

Matsuno (1995) aisla un principio activo de propélis procedente de Brasil (MATSUNO, T, 1995) y es
caracterizado como un nuevo diterpenoide clerodane (PMS-1). Este compuesto a concentracién de 10 mu-
g/ml inhibe el crecimiento de carcinoma hepatocelular humano (células HuH 13), revelando por citometria de
flujo que arrastra a las células tumorales a la fase S. Este componente también ejercia citotoxicidad sobre

carcinoma de pulmén humano y HelLa, mostrando sin embargo menos efectividad sobre células renales.

Scheller et al. (1989) estudian el efecto antitumoral de un extracto etandlico de propdleo (EEP) en carcinoma
de Ehtlich en ratones (Scheller, S. et al, 1989). Se compara la supetrvivencia con bleomicina, resultando que la
supervivencia es mayor en ratones tratados con EEP que los tratados con bleomicina, mientras que los
tratados con ambos compuestos (EEP + bleomicina) se acortaba la supervivencia con tespecto al grupo
control, concluyendo que mientras la actividad “in vivo” de bleomicina es reducida en presencia de
inhibidores de la citocromo C-reductasa (como algunos de los componentes de EEP), la propiedad

antitumoral de EEP en un modelo animal estudiado es significativa y duradera.

Con el fin de investigar los posibles mecanismos de la accién terapeutica del propodleo, se estudia los efectos
de los componentes de este: CAPE, acido cafeico (CA), quercitina y naringenina, asi como otros compuestos
sintéticos tales como: indometacina (IM) y el acido nordihidroguairético (NDGA), siendo el CAPE de todos
estos compuestos examinados el mayor potente modulador de la cascada del acido araquidénico (Mirzoeva,

O.K. etal, 1996).
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Kimoto et al. (1998) observan efectos citotoxicos y una clara inhibicién en el crecimiento de células tumorales
humanas al aplicar artepillin C (Kimoto, T. et al, 1998), ocasionando un dafio significativo tanto en tumores
solidos como en células leucémicas, siendo los efectos citotoxicos mas sensibles frente a carcinomas y
melanomas. Histologicamente se observa apoptosis, mitosis abortadas y necrosis masivas después de la
inyeccién intratumoral de 500 microgramos de artepillin C. También se observa adicionalmente a la supresion
del crecimiento tumoral, un incremento en la relacién CD4/CDS8, asi como en el nimero total de células T

helper. La combinacion de todas estas observaciones indica que artepillin C:

— Activa el sistema inmunolégico.

— Posee una actividad antitumoral directa.

Banskota et al. (1998) aislan varios principios a partir de un extracto metandlico de propéleo (Banskota, AH.
et al, 1998), observando que cuatro de los veintitrés compuestos estudiados mostraban una potente

citotoxicidad frente a fibrosarcoma humano (HT-1080) y carcinoma de colén en ratas (26-L5).

Choi et al. (1999) estudian dos clases de propdleo: uno procedente de Corea y otro comercial, los cuales
inducen apoptosis en la linea celular de hepatoma humano (SNU 449), observando que no existen diferencias

entra ambos propdleos, en la induccién de la apoptosis (Choi, YH. et al, 1999).

Conclusiones
De acuerdo al recuento leucocitario con el uso del propéleo como inductor de la inmunidad, se establece que
en los tres tratamientos no existié diferencia significativa para linfocitos y neutréfilos sin embargo, durante el

conteo de monocitos, se pudo apreciar un incremento a partir del dia 15 de inicio de la investigacion.

Tras la investigacion se puede concluir que los pacientes que tecibieron propdleo con una dosis diaria de 0.12
mg/kg de peso vivo, presentaron un incremento de los monocitos en el dia 30, evidenciandose con ello que el
propoleo es un inductor de la inmunidad para monocitos que son células fagociticas con gran capacidad

bactericida.

Todos los estudios realizados hasta la actualidad indican que ademas del amplio espectro de actividades
biolégicas del propdleo, habria que afiadir la propiedad antitumoral. No obstante, serfa el momento de
corroborar dada la escasez de estudios, los resultados obtenidos con pruebas clinicas que confirmen el uso del

propdleo como parte de la terapia antineoplasica
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Resumen
La investigacion se realizé en el cantén Cuenca, provincia del Azuay-Ecuador, altura 2.714 msnm, temperatura
promedio de 14°C. El estudio determiné la influencia de las espiculas peneanas sobre el comportamiento
sexual, la fertilidad y parametros de calidad espermatica en cobayos (Cavia porcellus) criados en el altiplano
ecuatoriano. Se utilizaron 5 machos enteros (con espiculas peneanas), 5 machos extirpados las espiculas y 40
hembras nuliparas, conformacién Tipo A y pelaje tipo 1. Se determiné que el porcentaje de prefiez de las
hembras copuladas con machos extirpados las espiculas peneanas disminufa en un 65% en relacién al grupo
control (P<0,05). Sin embargo, el patrén de comportamiento sexual y la calidad espermatica de los dos
grupos en estudio fue similar (P>0,05). Por lo tanto, se concluye que la extirpacién de las espiculas peneanas

influye en la fertilidad, pero no en el comportamiento sexual y calidad espermatica.

Palabras claves: Cobayos, Espiculas, Fertilidad

Abstract
The research was conducted in the canton Cuenca, Azuay Province, Ecuador. UTM coordinates 717386 x

9675751, height 2714 meters above sea level, average temperature of 14°C. The study determined the
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influence of penile spicules on sexual behavior, fertility and sperm quality parameters in guinea pigs (Cavia
porcellus) raised in the Ecuadorian highlands. There were used 5 boars (with penile spicules), 5 males
removed spicules, 40 nulliparous females, conformation type A and coat type 1. It was determined that the
pregnancy rate of females mated with males removed penile spicules decreased by 65 % compared to the
control group (P< 0.05). Nevertheless the pattern of sexual behavior and sperm quality of the two study
groups was similar (P>0.05). Therefore it is concluded that the removal of the penile spicules influences

fertility, but not in the sexual behavior and sperm quality.

Keywords: Guinea pigs, Spicules, Fertility

Introduccion
El cobayo (Cavia porcellus) cuando alcanza la pubertad presenta agresividad (Adridan & Sachser 2011), esto
provoca peleas que pueden generar heridas e infecciones en la carcasa, lo cual disminuye la calidad de la canal
afectando la produccién y productividad (Apraez, ef al, 2010). Una alternativa para disminuir la agresividad es
la castracién, sea esta quirdrgica o quimica (Bravo, 1970); Mahan y Lepine, 1991; Pineda, 1991; Oteiza y
Carmona, 1993; Hernandez, 2001; Rosado, 2001; Shiroma, 2004; Vega ¢/ al., 2012). Cada técnica de castracion
tiene ventajas y desventajas, los resultados dependen de factores como especie, individuo, estado fisiologico,

etc., (Hafez, 2002).

En la zona rural del Ecuador como técnica ancestral se realiza la extirpacion de las espiculas peneanas con la
finalidad de esterilizar al cobayo y disminuir su agresividad; sin embargo, no existen trabajos publicados sobre

la funcién que cumplen estas estructuras y la influencia sobre el comportamiento reproductivo del cobayo.

Gitling, (2003), determin6 que el pene del cobayo posee ventral a la uretra dos estructuras invaginadas o
espiculas peneanas, cuando el pene se encuentra erecto estas se proyectan desde el extremo del glande, como
dos espinas delgadas de aproximadamente 4-5 mm de longitud, no obstante su funcién no se conoce

totalmente, pero se especula que pueden adaptarse a surcos de similar forma en el aparato genital femenino.

Al no existir informacién especifica de la funcién de las espiculas peneanas en los cobayos, se ha buscado
informacién en otros roedores, es asi que, en 1979 Stoddart establecid, que las espiculas peneanas en los
roedores pueden actuar como 6rganos sensitivos accesorios, que contribuyen a la sensibilidad genital en el

macho, o podtian proporcionar un estimulo adicional al tracto genital femenino.
Los machos de la mayoria de roedores, en el momento de la eyaculaciéon depositan un tapén en el tracto

vaginal de la hembra para evitar apareamientos posteriores. Dewsbury (1981), determiné que las espinas

peneanas de los roedores muroides contribuyen a la eliminacién del tapén vaginal fruto de la primera monta,
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permitiendo nuevas fecundaciones. Checa (2000), establecié que la estimulacion generada por las espiculas en
roedores durante la copula, puede desencadenar el proceso neuroendoctino, cuyo resultado es la ovulacion,

debido a la estimulacion de receptores en cérvix y vagina.

La presente investigaciéon busca determinar a través de una metodologia experimental, la influencia de las
espiculas peneanas sobre el comportamiento sexual a través la fertilidad y parametros de calidad espermatica
en cobayos (Cavia porcellus) criados en el altiplano ecuatoriano.

Materiales y Métodos
La investigacion se llevé a cabo en una granja de un beneficiario del Ministerio de Agricultura, Ganaderia,
Acuacultura y Pesca (MAGAP), ubicada en la panamericana sur Km 1, parroquia Bafios, cantén Cuenca,
provincia del Azuay-Ecuador. Coordenadas UTM 717386 x 9675751, altura 2.714 msnm, temperatura
promedio de 14°C, humedad relativa 80% y pluviosidad anual entre 800 mm y 2.000 mm. Para la realizacién
de este trabajo se tuvo presente la normativa del cédigo sanitario para animales terrestres, capitulo 7.8

“Utilizacién de animales en la investigacién y educacién”, de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal

(OIE, 2012).

Animales en estudio

Se incluyeron 10 cobayos machos de cinco meses de edad, peso promedio 988,3+11,40 g, fertilidad
comprobada previamente. 40 hembras de cuatro meses de edad, peso promedio 815,3+11,80 g., nuliparas.
Conformacién tipo A y pelaje tipo 1 de acuerdo a la clasificacién determinada por Chauca, (1997). Los
cobayos permanecieron en un mismo plantel desde junio a septiembre 2015, recibieron las mismas
condiciones de manejo y sanidad, alimentados con pastura en asociacion de Pennisetum clandestinum, Lolinm

mnltiflorum, Trifolinm pratense, Trifolinm repens, suplementadas con sales minerales.

Protocolo de extirpacién de las espiculas peneanas

Las determinaciones se realizaron tras la extirpacién quirtrgica de las espiculas peneanas. A los reproductores
seleccionados (5 cobayos) se les anestesié con una mezcla de zolazepam y tiletamina (Zoletil 50 ®), dosis de 50
mg/kg via subcutdnea, de acuerdo al protocolo establecido por Alvarez (2010). A continuacién se procedié a
extirpar las espiculas peneanas siguiendo los criterios de cirugia genital experimental propuesta por Gay,
(1986). Una vez anestesiado se realiz6 el depilado y embrocado de la zona genital del cobayo, luego se
expuso el 6rgano por medio de la protrusién del pene a través de la bolsa uretral, esto se logré por presion
digital. Visualizadas las formaciones cérneas (espiculas), se procedié a fijatlas con una pinza para luego
seccionar con una tijera, finalmente se retorné el 6rgano a su posicién normal. Se mantuvo por 15 dias a los

cobayos en fosas individuales para su monitoreo y recuperacion.
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Experimentos
Primer experimento (valoracion de comportamiento sexual)
T1= 4 cobayos (machos) con espiculas peneanas (enteros); estos fueron colocados cada uno con 5 hembras en
jaulas separadas
T2= 4 cobayos (machos) extirpados las espiculas peneanas (extirpados); estos fueron colocados cada uno con
5 hembras en jaulas separadas
Segundo experimento (porcentaje de prefiez)

Se valoré a las 20 hembras de T1 y (20 hembras) T2 del primer experimento

Tercer experimento (determinacion de la calidad espermatica)
T1= 5 cobayos (machos) con espiculas peneanas (enteros)

T2= 5 cobayos (machos) extirpados las espiculas peneanas (extirpados)

Comportamiento sexual

El presente trabajo evalué el comportamiento sexual de cobayos enteros y los extirpados. En una jaula se
colocé un macho con cinco hembras (cuatro repeticiones). Se valor6 el nimero de acicalamientos de los
genitales, olfateos, mordiscos y montas que realizé el macho a las hembras compafieras de jaula. Para la
determinacion se realizé observaciones diarias, 4 horas en la mafiana y 4 horas en la tarde, en los primeros 8
dfas post-ingreso del macho en la jaula de las hembras. Se dispuso estratégicamente las jaulas con la finalidad

de observar todas a la vez, se filmé la actividad de los cobayos durante estos 8 dias.

Fertilidad (porcentaje de prefiez y prolificidad)

La fertilidad del macho se determiné por el nimero de hembras compafieras de jaula que quedaron gestantes.
Los machos permanecieron 30 dias junto a las hembras, luego fueron retirados y colocados en jaulas
individuales. La determinacién de la gestacién se realizé siguiendo la técnica de palpacidén descrita por
Kaufmann & Davidoff, (2012); sin embargo, como dato confirmatorio se cuantificé el nimero de hembras
que parieron hasta 60 dias post-retiro de los machos. La prolificidad fue establecida en base al nimero de
crias paridas por jaula, este valor fue dividido solo para el nimero de hembras que parieron para obtener el

valor final.

Parametros de valoracion espermatica

Para esta valoraciéon se utilizaron espermatozoides obtenidos de la cola del epididimo, los cuales fueron
obtenidos mediante la técnica de difusién propuesta por Suckow, e¢f al, (2005). Para lo cual, se realiz6 la
extirpacién quirdrgica de los testiculos de cada sujeto experimental. Se separd por diseccién el epididimo.
Posteriormente se colocé la cola del epididimo en un tubo falcén estéril de 15 ml con 2 ml de medio Holding

Plus (Bioniche, Pullman, WA, USA®), el tubo se coloc6 a 37°C en bafio marfa por 10 minutos para permitir
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que los espermatozoides se diseminen en el medio. Se retiré un 1ml de sobrenadante y se puso en otro tubo
falcon estéril el cual contenia solucion Cushion fluid ® 1ml, luego se centrifugo a una velocidad de 100 g por

20 minutos, finalmente se obtuvo la fracciéon con los espermatozoides para su analisis.

Para la valoracién microscopica de la calidad espermatica: Concentracién; Motilidad Masal; Motilidad
Individual; Vitalidad y Morfologia, se utilizé la técnica propuesta por Gomez y Migliorisi, (2001). Para la
valoracién de concentracién espermatica se utilizé6 un fotéometro (SDM 1, Minitube; DE; USA®). La
motilidad masal se establecié6 mediante la observacién directa en el microscopio de la formacién de ondas
(escala 1 a 5); 1 cuando no existe movimiento y 5 ondas que forman remolinos. En la motilidad individual se
evalué el movimiento rectilineo progresivo de los espermatozoides. Para determinar la vitalidad espermatica se

utilizo la tincién eosina-nigrosina. Para valorar la morfologia se utilizo solucion salina con glutaraldehido (2%).

Analisis estadistico
Para el analisis estadistico se utilizé el programa estadistico SPSS para Windows versién 22®. Se realizé la
prueba de T de Studen para muestras independientes, se evalud la normalidad a través de la prueba de Shapiro
Wilk, para el analisis de homogeneidad de varianza se utiliz6 Levene, todo con un nivel de significancia del
0,05. Ademis; se efectud el analisis de medias repetidas con el factor dias en los diferentes tratamientos y para
cada una de las variables.

Resultados
Valoracion del comportamiento sexual
El comportamiento sexual de los machos en los dos tratamientos en estudio, determind que los parimetros
olfateos, mordiscos y montas fueron similares (P>0,05), (Tabla 1); sin embargo, el nimero promedio de
acicalamientos fue mayor en el grupo de machos enteros en relacion al grupo de extirpados, principalmente en

los tres primeros dias de monitoreo, (P<0,01). Figura 1.

Valoracion de fertilidad (porcentaje de prefiez)
El grupo de hembras (cobayas) que fueron copuladas por cobayos enteros quedaron prefiadas un 65% mas, en

comparacion con las hembras que fueron cubiertas por los machos extirpados las espiculas (P<0,01). Figura 2.

Del analisis de la prolificidad de los dos tratamientos se establecié un valor de 1,28+0,26 ctias/camada para
hembras que copularon con machos enteros y 1,18%0,64 ctias/camada (extirpados), con un valor (P>0,05); es

decir, no presentan diferencia estadistica.
Valoracion de calidad espermatica

El patrén de comportamiento de la calidad espermatica en los dos tratamientos no difiere (P>0,05); sin

embargo, estos se encuentran dentro de los rangos considerados como aceptables. Tabla 2.
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Discusion
Los resultados obtenidos muestran una influencia altamente significativa (P<0,01), de las espiculas del cobayo
sobre la fertilidad de las hembras copuladas por estos; es asi que, el grupo enteros (hembras copuladas por
machos enteros) tuvieron una fertilidad mayor (95%), frente al 30% del grupo extirpados (hembras copuladas
por machos que fueron extirpados las espiculas). Existen trabajos como el de Ordofiez, (2012) y Fernandez,
(2010) que analizaron el porcentaje de prefiez de las cobayas y establecieron valores promedios del 90% y
84,27% respectivamente, lo que nos permite aseverar que los machos enteros (T'1) de la investigacién fueron
tértiles.
En lo que respecta a la prolificidad el promedio de crias por madre en nuestra investigacion fue de 1,28+0,26
(enteros) y 1,18%0,64 (extirpados), lo cual es comparable a los parametros establecidos por Chauca (1997),

quien determina 1.88 ctias/madre, cuando hay una densidad de empadre 1 macho con 5 hembras.

La investigacién permitié establecer que las espiculas peneanas no influyen en el comportamiento sexual de
los cobayos, a excepcion del nimero de acicalamientos que si mostré diferencia entre grupos (P<0,05), esto
podtia ser explicado por la teoria de Manteca, (2009), quien manifesté que la conducta sexual en los roedores
machos, se origina en el proceso de diferenciacién sexual del sistema nervioso central, influenciado por la
accion de las hormonas sexuales, este proceso ocurre en dos fases: en la primera los andrégenos actian en la

fase temprana de desarrollo, organizando rutas neuronales que seran las responsables de la conducta sexual.

La segunda fase (activacién) ocurre en la pubertad, alli los andrégenos actian sobre las rutas neuronales
previamente diferenciadas, permitiendo manifestar las caracteristicas sexuales masculinas. Por lo tanto, una
vez alcanzado la madurez sexual los patrones comportamentales de la conducta sexual estin establecidos.
Cabe indicar que en el presente trabajo se utilizé machos maduros sexualmente (5 meses). Ademds, el trabajo
de Hull y Dominguez (2007) determind, que la entrada quimio sensorial y el sistema vomeronasal son
probablemente las dos vias que regulan el comportamiento sexual de los roedores machos durante el proceso

de cépula y estos en la presente investigacion no fueron alterados.

Al analizar la calidad de los espermatozoides obtenidos de la cola del epididimo de los cobayos en estudio se
determiné que no existen diferencias estadistica entre los dos tratamientos comparados (P>0,05). Sin
embargo; es importante mencionar que los valores obtenidos del parimetro motilidad individual en los dos
grupos (enteros 58%; extirpados 55%) son similares a los publicados por Freund, (1969), en cuya
investigacién obtuvo un porcentaje de motilidad espermatica del 51%, ademas, en este trabajo se establecié un
95% de espermatozoides con morfologia normal, valor alto comparado con lo obtenido en el presente trabajo

(63%), igual resultado obtuvieron Turner y Reich, (1985); Aprioku y Obianime, (2011).
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Los resultados obtenidos en la presente investigacién no permiten determinar la funcién especifica que
desempefian las espiculas peneanas en la reproduccion de los cobayos, sin embargo existen trabajos como el
de Stoddart (1979) que estableci6, que estas espiculas actian como 6rganos sensitivos accesorios, provocando
sensibilidad genital en el macho o pueden proporcionar un estimulo adicional para el tracto femenino
provocando la ovulacién. Spotorno, (1979), menciona que en especies de roedores de ovulaciéon espontanea,
no se ha considerado adecuadamente los mecanismos fisiologicos para la descarga preovulatoria de LH, por lo
cual, sugiere que podria existir, un estimulo mecanico actuando a nivel de vagina y cérvix uterino. Silva, ez 4/,
(2013), en su investigacion sugiere que las espiculas peneanas poseen dos funciones, la primera estimular la
vagina durante la copulacién y promover los procesos neuroendoctinos que generan la ovulacién y la segunda
permite retirar los tapones vaginales mucosos, para poder realizar una fecundacién con una eyaculacién
subsiguiente, menciona ademas, que siguen un patrén de desarrollo peri puberal y que son dependientes de
androgenos, lo que se demuestra por medio de la castraciéon que genera la regresion de estas estructuras, no

obstante al ser aplicada testosterona de forma exdgena, nuevamente se produce la recuperacién de las mismas.

Ademas, esta investigacion establecié que cuando se produce la atrofia de las espinas peneanas, disminuye la
sensibilidad tactil del glande, lo cual contribuye a una reducciéon en el comportamiento sexual masculino.
Hstas investigaciones, si bien nos permiten transpolar nuestros resultados a un escenario experimental,

también dejan abierta una serie de posibilidades para nuevas investigaciones.

Conclusiones
El porcentaje de prefiez disminuye en cobayas copuladas por machos extirpados las espiculas peneanas, sin
embatgo, el comportamiento sexual del macho y su calidad espermatica no difiere entre los grupos en estudio,
si bien esto nos permite inferir nuestros resultados a un escenatio experimental, también dejan abierta una
serie de posibilidades para nuevas investigaciones, relacionadas a los procesos reproductivos de esta especie,
en especial al estudio neuroendoctino de liberacion de hormonas sexuales que desencadenan la ovulacién de
las hembras de la especie, asi como estudios mas exhaustivos de la funcién de las mencionadas espiculas

peneanas en procesos de endocrinos de la actividad sexual.
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Tabla 1.

Anexos

Media y error estandar de las variables acicalamiento, olfateos, mordiscos y montas realizados por los cobayos

de los dos tratamientos durante el total del perfodo de monitoreo (8 dias)

Tratamientos
Enteros Extirpados r
Acicalamiento de genitales 4,6711,05 1,59+0,36 0,01
Olfateos 11,53£1,29 9,87%£1,30 0,37
Mordiscos 17,97+1,24 20,28+1,53 0,25
Montas 1,09£0,16 0,6310,24 0,11

Namero de Acicalamientos Cenitales

na
=4
i

= significancia 0,01

TRATAMIENTOS

= Enteros
«== Extirpados

a\l____.a- ——— m\_

T T T T T T T
Dial Dia 2 Dia3 Diad Dia s Dia b Dia7? Dia B
Dias evaluados
Figura 1.
Media del nimero de acicalamientos realizadas por los
machos a sus compafieras de jaula en los dos tratamientos

valorados en diferentes dias.
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Figura 2.
Porcentaje de prefiez de las hembras que fueron
copuladas por los machos de los dos tratamientos
Tabla 2.
Media y error estandar de los parametros de calidad
espermatica.
Enteros Extirpados
N Media EE Media EE P
Concentracion 5 418 x10¢ 57 x 106 342 x 10¢ 32x10¢ 0,29
Motilidad Masal (1-5) 5 34 0,24 2,8 0,20 0,09
Motilidad  Individual 5 58 5,39 55 2,24 0,62
(%)
Vitalidad (%) 5 60,2 4,02 54,2 8,09 0,53
Motfologia (%) 5 0628 2,89 63,4 2,66 0,88

N=niimero de animales estudiados; EE= error estandar; P=significancia 0,01
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