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Trabajos de Investigacion

ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION DEL ANTIBIOTICO
FOSFOMICINA EN CALOSTRO-LECHE DE CERDAS

Fernandez Paggi MB'?3, Soraci AL'*#, Tapia MO'*, Amanto FA?

1 Area Toxicologia, Dpto. de Fisiopatologia, Fac. Cs. Veterinarias, UNCPBA-Tandil
2 Area Produccién Porcina, Dpto. de Produccién Animal, Fac. Cs. Veterinarias, UNCPBA-Tandil
3 CIC, Comision de Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires
*CONICET, Comision Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas

RESUMEN: El uso de antibiéticos (ATB) por via sistémica en cerdas en produccién durante el
peri-parto es una prdctica frecuente y poco racional, la cual se realiza con el objetivo de “dis-
minuir la carga bacteriana” a la cual van a ser sometidos los lechones neonatos. No existe en
la bibliografia estudios sobre la distribucién de ATB en calostro o leche de cerda. El objetivo
del trabajo fue estudiar la distribucién del ATB fosfomicina disédica (FOS) en calostro y leche
de cerda. FOS fue analizada por HPLC MS-MS. Las concentraciones de FOS tuvieron un rango
mdximo y minimo de 1,60 + 0,89 y 0,34 *+ 0,16 ug/ ml respectivamente. El consumo promedio
de fosfomicina de la camada fue de 0,27 mg/ kg equivalente a 1,35 % de la dosis terapéutica
oral de fosfomicina en cerdos. El porcentaje promedio de dosis de fosfomicina eliminada por
calostro fue de 1,8 %. Dicho ATB podria ser utilizado en la cerda durante el parto-lactancia
con cierta seguridad para el lactante. No obstante, se deberia analizar el verdadero impacto
de las concentraciones de FOS obtenidas en calostro para determinar los efectos de la droga
sobre la implantacion de la microbiota intestinal del lechén lactante.

PALABRAS CLAVES: calostro, fosfomicina, lechén, microbiota

STUDY OF THE DISTRIBUTION OF FOSFOMYCIN
ANTIBIOTIC IN SOWS COLOSTRUM

ABSTRACT: The use of antibiotics (ATB) in sows during peripartum is a common practice
in commercial pig farms. The aim of this practice is to reduce the bacterial load at which the
suckling piglet will be exposed at birth. In the bibliography, there are not any studies on the
distribution of fosfomycin in colostrum and milk sow. In this work we focus on the study of
the distribution of disodium-fosfomycin antibiotic in colostrum and milk sow. Fosfomycin
(FOS) concentrations were analyzed by HPLC MS-MS method. Calostral concentration shows
a range of 1.60 + 0.89 and 0.34 + 0.16 ug/ml between farrow and 10 h after the birth of the
first piglet. The average consumption of litter fosfomycin was 0.27 mg/ kg, equivalent to 1.35 %
of the oral therapeutic dose in pigs. The percentage of IM dose of fosfomycin eliminated by
colostrum was 1.8 %. Also, disodium-fosfomycin could be used during farrow-lactation in the
sow with some safety measures for piglet suckling. However, the impact of the concentrations
of FOS in colostrum should be analyzed to determine the effects of the drug on the intestinal
microbiota implantation of the suckling piglet.

KEY WORDS: colostrum, fosfomycin, piglet, microbiota

Fecha de recepciéon: 01/11/12 Fecha de aprobacion: 30/07/12

Direccidon para correspondencia: Fernandez Paggi, Ma. Belén. Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad
Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires, Tandil, CP 7000, Buenos Aires, Argentina.
E-mail: belenfp@vet.unicen.edu.ar
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M. Fernandez Paggi y col.

INTRODUCCION

Una de las practicas habituales y poco
racionales realizadas en granjas comerciales
de cerdos, es la administracion “profilactica” de
antimicrobianos via sistémica (particularmente
via intramuscular (IM)) a la cerda en el dia o dias
previos al parto. El argumento de esta técnica es
“disminuir la carga bacteriana” a la cual seran
expuestos los lechones al nacimiento. Dicha
practica irracional favorece la subdosificaciéon
de los animales exponiendo a las bacterias a
concentraciones subterapéuticas beneficiando el
desarrollo de resistencia, sin tener en considera-
cién la importancia del pasaje de concentraciones
antibiéticas a calostro y/o leche y el potencial
impacto sobre el equilibrio y la salud intestinal
del lechon lactante.

Dado que la leche de cerda no es una ma-
triz biolégica destinada al consumo humano en
forma directa o indirecta a través de subproduc-
tos, existen muy pocos trabajos cientificos en la
bibliografia internacional sobre la distribucion
calostral-lactea de antimicrobianos, como la
disponible en bovinos de leche, ovinos y capri-
nos (1, 2, 3). Por tanto, el presente trabajo tuvo
como objetivo estudiar las concentraciones del
antibiético fosfomicina en calostro-leche, luego de
la administracion IM a cerdas durante el periodo
de peri-parto.

MATERIALES Y METODOS
2.1 ANIMALES-ALIMENTACION-MANEJO

El trabajo experimental se desarrollé en
una granja comercial ubicada en el partido de
Tandil, Provincia de Buenos Aires. La explotacion
esta organizada de manera intensiva, en confina-
miento total, con ciclo completo en un solo sitio
y cuenta con 400 hembras en produccién. Para
el presente estudio se utilizaron nueve (n: 9) cer-
das que no habian recibido antibioticos un mes
antes del ensayo, de una misma linea genética,
las cuales fueron seleccionadas atendiendo a los
siguientes criterios productivos: 2.4 partos por
cerda por ano, >22 lechones destetados por cerda
por ano, >27 cerdos nacidos vivos por cerda por
ano. Las cerdas fueron alojadas en parideras de
hierro en salas de maternidad. Las mismas fueron
ingresadas 4 dias previos al parto y se mantuvie-
ron alli durante 21 dias, hasta el destete de sus
respectivos lechones.

Durante toda la gestacion, las cerdas fue-
ron alimentadas con un alimento comercial en
base a “Fase gestacion” de 3,0 Mcal EM /kgy 14%
de proteinas. Para la lactacién se utilizé alimento
comercial “Fase lactancia” de 3,2 Mcal EM/kg y
16% de proteinas.

Las hembras fueron inducidas al parto a los
114 dias con 1 ml de prostaglandina via IM. Al
mismo tiempo, se administré fosfomicina disédica
(98% pureza Sigma-Aldrich®, solubilizada en Sol.

fisiolégica), via IM a razén de 15 mg/kg P.V. Se
tomaron muestras de calostro y de leche (pool de
8 ml/cerda) de las mamas de la secciéon media en
tubos de polipropileno (50 ml) inmediatamente
después del parto (0) y alas 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24
y 48 h post parto. Las muestras fueron almace-
nadas en freezer hasta ensayo (-80 °C).

2.2 EXTRACCION Y PURIFICACION DE
FOSFOMICINA

Las muestras de calostro y de leche fueron
descongeladas a temperatura ambiente de labora-
torio (21°C) y posteriormente homogeneizadas en
vortex durante 30 seg. Un (1) ml de calostro fue
colocado en tubos de polipropileno, previamente
rotulados y sometidos a una doble extraccion
liquido-liquido mediante el agregado de 6 ml
de acetato de etilo. Los tubos fueron agitados
durante 20 minutos (agitador automatico), cen-
trifugados a 2500 rpm a 4°C durante 5 minutos
y congelados en freezer. En cada extraccion la
fase organica fue descartada. Se agregé 1 ml
de metanol a la fase acuosa con el objetivo de
precipitar las proteinas hidrosolubles presentes
en la misma. Las muestras fueron sometidas a
vortex (30 seg) y centrifugadas a 9000 rpm a 4 °C
durante 20 minutos. El sobrenadante obtenido
fue filtrado mediante el uso de filtros de jeringa
de 0,22 um. Finalmente 100 ul del filtrado fueron
diluidos (1/10) con agua HPLC des-ionizada e
inyectados en el HPLC MS-MS (4, 5).

Para la realizacién de la curva de calibra-
cion se utilizé calostro proveniente de 5 cerdas
controles (libres de antibioticos), recolectado in-
mediatamente después del parto. Estas hembras
fueron mantenidas en iguales condiciones expe-
rimentales que las cerdas tratadas. Fudosteina
fue adicionado en concentraciones conocidas a
las muestras y utilizado como estandar interno.
La curva de validacién contemplé 6 concentra-
ciones por quintuplicado en un rango de 0.1 a
10 pg/ml. A partir de las mismas se determiné la
homogeneidad de la linealidad (Test de Hartley).
El limite de cuantificacién fue calculado por sex-
tuplicado tomando la ultima concentracién (0,1
ug/ml) de la curva de validacién. El porcentaje
de extraccion fue calculado en 3 concentraciones
de la curva de validacién (10, 5 y 0,1 ug/ml).
Asi mismo se calculé las variaciones inter dia e
intra dia. La interferencia fue determinada por
sextuplicado de extracto blanco de calostro libre
de fosfomicina.

Las muestras se procesaron bajo la misma
metodologia descripta para la extraccion y purifi-
cacién de fosfomicina. Se utiliz6 un equipo HPLC
MS/MS Thermo Inc. con inyector automatico
termostatizado a 14 °C, con bomba de gradiente
cuaternario. La fase moévil estuvo compuesta
por acetonitrilo:agua 20:80, trabajando en modo
isocratico a un flujo de 250 pl/min.

6 AnaLecta VET 2012; 32 (1): 5-10
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La separacion cromatografica se realiz6 en
una columna Phenomenex de fase CN, tamano
de particula 5 pym, 4,6 mm de diametro interno
y 75 mm de largo, en horno a 30 °C. El volumen
de inyeccion fue de 20 ul y el tiempo de corrida
para una muestra fue de 6 minutos. La deteccion
de fosfomicina fue realizada por un analizador-
detector de triple cuadruplo, marca Thermo (TSQ
Quantum). La fuente de iones fue ESI trabajando
en modo negativo. La deteccién se realiz6 utilizan-
do SRM para las transiciones 137 ->79y 178 - >
91 de fosfomicina y fudosteina respectivamente.
Los iones precursores de m/z 137 y 178 fueron
seleccionados en el primer cuadruplo (Q1). Luego
de la fragmentacion inducida por colisién con gas
argon en Q2, los iones productos dem/z 79y 91
fueron monitoreados en Q3.

Los parametros de validacion de fosfomicina
en leche y calostro fueron determinados acorde a
las exigencias de las guias internacionales (6).

2.3 ANALISIS ESTADISTICO

Los valores de concentraciones del antibi6-
tico fueron presentados como medias = 1 desvio
estandar. El Test de Hartley fue utilizado para
el analisis de homogeneidad de varianzas de las
curvas de calibracién de fosfomicina. Los para-
metros farmacocinéticos de area bajo la curva
(AUC), concentracion maxima (Cmax) y vida me-
dia (T'1/2) fueron calculados mediante el empleo
del software PK Solutions 2.0 (Summit Research
Services, Asland, OH, USA).

Fosfomicina en calostro

2.4 ESTIMACION DE LA PRODUCCION DE
CALOSTRO-LECHE EN CERDAS Y DE LA
CANTIDAD MEDIA DE CALOSTRO INGERI-
DA POR CAMADA

Un sistema de video-grabacién continua
(PSS, Pro Surveillence System®) fue montado en
la sala de maternidad un dia antes del parto de
cada cerda. Todos los lechones provenientes de
cada cerda en ensayo fueron numerados y pesa-
dos inmediatamente al parto y a las 24 h de na-
cidos. Por medio del sistema de video-grabaciéon
se determino, para cada lactante, el intervalo de
tiempo entre el nacimiento y el comienzo de ma-
saje de mama, toma de pezén y mamada efectiva.
Los datos obtenidos fueron incorporados a un
programa previamente disefiado en una hoja de
céalculo (programa Microsoft Excel®), acorde a la
metodologia descripta por Devillers et al. (2005)
(7), y de esta manera fueron calculadas la produc-
cion de calostro-leche para cada cerda y el con-
sumo de calostro-leche de los lechones de cada
camada. La produccién total de calostro-leche
de las hembras se obtuvo a partir de la suma
del consumo de calostro y leche de cada lechén
durante las primeras 24 h luego del parto.

Formula de Devillers et al.
C=-2174+0.217xt+ 1861019 x BW/t

+ BWb x (54,80 — 1861019/t) x (0,9985 — 3.7 x
10-4 x tf + 6,1 x 10-7 x tf2).

Tahla 1. Produccidn de caloztro-leche en cerdas y congwmo de calogtro-leche promedio/camada.
Table 1. Colostam and milk production in sows. Average colostnam intake and mills for litter.

Parimetros Cerda Cerda Cerda
1 2 3 4

Cerda  Cerda

Cerda Cerda  Cerda Cerda

5 7 3 g  DMedia

15D

Produceian

calostro-lecheidd h(wl) 0o

2902 4758 2973

125

2505 4506 s 1851 2921 1408

Consuno protoedio
calostro-leche por
carriadaldd b
(nl}

2521 3Ma Sea0 37

SIS

2901 4450 1Mz 2433 204 2 1055

En la tabla 2 se presentan las concentracio-
nes de fosfomicina (ug/ml) en calostro en funcion
del tiempo, obtenidas luego de la administracion
IM de 15 mg/kg de fosfomicina disédica en cerdas
durante el peri parto.

Tabla 2. Concentraciones individuales y promedio de fogfomicina [ 9)
NC: no cuantificable (0.1 pg/ml)

Tahle 2. Fosfomyoin indindual concentrations and averazge [n: 9]

M lowwer limit of gquantification [.1 pz/ml]

Tiempo () Media(pgml)  1£3D
a 140 (ufai=)
2 110 058
4 102 052
[ 0735 040
g 073 043
10 034 0la
12 N NZ

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590

En la tabla 3 se presentan los parametros
farmacocinéticos obtenidos a partir de las con-
centraciones calostrales de fosfomicina luego de
su administracién a razon de 15 mg/kg en cerdas
durante el peri-parto.

Tahla 3. Parametros farmacocinéticos de fozfomicina en calostro.
Table 3. Pharmacolanetic parameters of fosformyon i colostnum.

Parimetros Calostro
BTGy, pg bl 010 £ 143
Conae gl 160 & 089
Tk 180 £ 037
AnaLecta VET 2012; 32 (1): 5-10 7



M. Fernandez Paggi y col.

La ecuacion esta basada en el peso corpo-
ral en kg del lechén al nacimiento (BWb), el peso
corporal en kg a las 24 h post nacimiento (BW),
el intervalo entre mamadas efectivas en minutos
(tf) y la edad en minutos a las 24 h de nacido (t
= 1400 minutos). Los diferentes valores que apa-

a_

concentracion [ugimi)
de Fosfomicina

o 5 10 15
Tiempo {h)

Fig. 1. Evolucidn del perfil calogtral de fosfomicina en cerdas.
Fig. 1. Bwclution profile of fosfomycin in sows.

O-10 h
Posl Primdr Madimienta 12h
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)
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F e armicing
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Fig 2 Repressntaciin exquemitica del pagaje de fozbmicina a calogiro
Fig 3 Schamakin reprecertation of fodnmnin pecegs in nologmam

recen en la formula son constantes calculadas
por el autor.

RESULTADOS

La utilizacién de un sistema de analisis de
triple cuadruplo asegura selectividad y sensibi-
lidad en la deteccion de fosfomicina. En las con-
diciones operatorias seleccionadas, el efecto de
la supresién de iones no implica modificaciones
analiticas a los tiempos de retencién del anti-
biotico. La cuantificacion fue lineal (r2: 0.9995)
a los rangos de concentraciones de ensayo y el
estudio estadistico aplicado a la linealidad (Test
de Hartley) demostré que las varianzas fueron
homogéneas. La metodologia fue precisa con
una exactitud de ER menor a 2 %. El porcentaje
de recuperacion de los analitos en los diferentes
niveles de concentracion estuvo dentro del rango
94,9-106,2 % acorde con los criterios de acepta-
cion de las guias internacionales (6). El limite de
cuantificacién en leche y calostro fue establecido
a 0,1 ug/ml.

En la tabla 1 se muestra la produccién in-
dividual y promedio de calostro-leche en cerdas
y el consumo promedio de calostro-leche en cada
camada.

En la Fig. 1 se muestra el perfil de las con-
centraciones calostrales promedio en funcién del
tiempo, obtenidas luego de la administracion IM
de 15 mg/kg de fosfomicina dis6dica en cerdas
durante el peri-parto.

DISCUSION

El calostro de cerda es un fluido dinamico
cuya composicién evoluciona rapidamente en el
curso de las horas siguientes al inicio del primer
nacimiento, para transformarse progresivamente
en leche a las 24 horas. Esa dinamica calostral,
fuertemente asociada a cambios hormonales y/o
morfo-fisiologicos de la glandula mamaria, puede
afectar la cinética de distribuciéon de antibi6ticos
administrados a la cerda en momentos del peri-
parto (8). En el presente estudio la producciéon
de calostro-leche de cada cerda y el consumo de
calostro-leche/camada fueron de 2921 + 1408 y
294,2 + 105,6 ml respectivamente. Dichos valores
fueron similares a los reportados por Devillers
et al. (2005) y Le Dividich et al. (2004) (7, 8). La
amplia variacién de producciéon de calostro y
leche de la cerda es un hallazgo comun ya que
la produccion de dichos fluidos es dependiente
de una amplia variedad de factores fisiol6gico-
productivos intervinientes (produccién de hor-
monas, tamano y caracteristica de la camada,
situaciones inherentes al momento del parto
(duracién), entre otros) (7, 8, 9). Las concentra-
ciones calostrales mostraron un rango de 1,60
+ 0,89 a 0,34 + 0,16 pug/ml entre el partoy 10 h
posteriores al primer nacimiento de la camada
respectivamente, para caer por debajo del limite
de cuantificaciéon de fosfomicina (0,1 pg/ml) a
las 12 h post primer nacimiento (AUCO-t: 9,1 +
1,43 ug h/ml). El porcentaje promedio de dosis de
fosfomicina eliminada por calostro fue de 1,8 %,
calculado a partir de la dosis administrada a las
cerdas (15 mg/kg PV) y el consumo promedio de
fosfomicina por kg de lechén (0,27 mg/kg).

Es importante destacar que luego de la
induccion de los partos (momento en que se
administré la fosfomicina), hasta el primer naci-
miento (primera muestra de calostro obtenida),
transcurrié un lapso de aproximadamente 12 h. A
dicho tiempo, las concentraciones calostrales ob-
tenidas se corresponden con los tltimos valores
de concentraciones plasmaticas observados luego
de la administracién de 15 mg/kg por la via IM
en cerdos (rango de concentraciones plasmaticas
1,5-0,5 ug/ml) (4). En el presente estudio no se
consider¢ la posibilidad de extraer muestras se-
riales de sangre de las cerdas en paricion ya que
el estrés (el cerdo es la especie productiva mas
sensible y con mayor memoria de estrés) (10, 11,
12) inducido por las maniobras de inmovilizacién
y toma serial de sangre durante el parto, modi-
fica considerablemente el mismo, la produccion
y disposicién de calostro-leche (10) y por ende el
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objetivo central del estudio.

El comportamiento de la distribucion ca-
lostral de fosfomicina observado puede encontrar
respuesta en las caracteristicas fisicoquimicas,
liposolubilidad y difusibilidad de este antibi6tico
y en los aspectos morfo-funcionales plasmaticos-
mamarios de la cerda (7). La fosfomicina es un
antibiotico hidrosoluble que posee un pKa de
6,7, un bajo peso molecular (PM de 137), una
insignificante unién a proteinas plasmaticas y
tisulares (13), con un moderado a bajo volumen
de distribucién (Vd ml/kg 273,00 * 40,70) y un
rapido clearance corporal en cerdos (131,50 +
30,07 ml/kg/h) (4).

El principal mecanismo de pasaje a través
de las membranas biolégicas descripto para fos-
fomicina es la difusién pasiva de la fraccién libre
(no unida a proteinas) y no ionizada de la molécu-
la. En el estadio fisiologico de peri-parto - inicio
de lactacién, la difusion pasiva de farmacos se
encuentra fuertemente facilitada por la apertura
temprana de las uniones estrechas de los lactoci-
tos hormonalmente modificadas (8, 9, 14, 15, 16,
17). Ello explicaria entonces, las concentraciones
mas altas determinadas al momento del parto.
La relacion pKa de fosfomicina (pKa 6,7) y de pH
del fluido calostral (pH 6,9) haria que el 50 % de
fraccién se encuentre no ionizada y en equilibrio
con el plasma, no existiendo fenémeno de i6n
trapping. El perfil plasmatico y el comportamiento
farmacocinético de fosfomicina observado luego
de su administracién intramuscular (T': 1,85 +
0,19h;CL: 131,50 + 30,07 ml/kg/h) (4) sumado
a un progresivo cierre de las uniones estrechas
entre las células epiteliales mamarias, asociado
a cambios hormonales (aumento de cortisol, pro-
lactina y caida de la progesterona), acontecidos
en las siguientes primeras horas post parto (7,
8, 9), disminuiria la penetracion de fosfomicina
en este fluido, no encontrando concentraciones
cuantificables para dicho antibi6tico en ninguna
cerda sometida a tratamiento a las 12 h post
primer nacimiento (ver Fig. 2).

En funcién de las concentraciones de fosfo-
micina obtenidas en el calostro, se podria hacer
una estimacion teérica sobre el potencial impacto
de dicho antibi6tico en la microbiota del lactante
(18, 19) a partir de la siguiente férmula:

Dosis Antibiético recibida por el lactante:
Concentracion del Antibiético en calostro
x Volumen de calostro o leche ingerido (19)

La cantidad media de calostro ingerida por
lactante (con un peso promedio de peso 1,5 kg)
fue de 294,2 g/kg PV, lo que hace un consumo
promedio por animal de 441,3 g de calostro. Si
referimos las concentraciones calostrales de fos-
fomicina obtenidas durante 10 h en nuestro ensa-
yo, con el consumo promedio total de calostro, la

Fosfomicina en calostro

dosis promedio ingerida del antibiético/lactante
seria de 0,27 mg/kg. Ello representa un 1,35 %
de una dosis terapéutica oral (20 mg/kg).

Finalmente se podria estimar que, teniendo
en cuenta los maximos y minimos de las con-
centraciones promedio obtenidas (max: 1,60 +
0,89 y min: 0,34 £ 0,16, respectivamente) y un
consumo de calostro promedio/h de 44,1 g, los
primeros lechones nacidos dentro de la hora,
seran sometidos a mayores concentraciones de
fosfomicina (alrededor de 70,56 ug totales), con
respecto a los nacidos mas tardiamente.

En conclusion podriamos decir que la dis-
tribucion de fosfomicina a fluido mamario luego
de la administraciéon IM de 15 mg/kg, es baja,
abarcando 10 h del periodo calostral (AUCO-t:
9,1 £ 1,43 ug h/ml). Dichas concentraciones se
mantuvieron por encima de la CIM durante mas
de 8 h para bacterias patégenas de importancia
productiva e involucradas en procesos infecciosos
de mastitis y/o metritis (20) (E. coliy Streptococ-
cus sp. CIM90: 0,25-0,5 pg/ml respectivamente)
(21). Ello indicaria que la fosfomicina podria ser
utilizada en procesos infecciosos bacterianos
en la cerda durante el peri-parto-lactancia. No
obstante, seria totalmente irracional su adminis-
tracién preventiva, ya que por un lado, las con-
centraciones residuales de fosfomicina halladas
en calostro, podrian inducir desequilibrios sobre
una microbiota incipiente en fase de colonizacion
gastrointestinal en el lactante (4, 18, 19). Por otro
lado, existen sospechas muy fundadas de que
la excrecion de antibidticos y/o sus metabolitos
activos ejercen presion de seleccion sobre la flora
bacteriana comensal, generando un “reservorio”
de genes codificadores de resistencia, que pasan
de bacteria en bacteria y pueden alcanzar, even-
tualmente a la poblacién humana (22, 23). Segiin
algunos autores, cepas bacterianas saprofitas del
mismo género y especie, sometidas a diferentes
grados de presién antibi6tica, comparten resis-
tencia a los mismos antibiéticos (22, 24, 25). La
diseminacion de la resistencia a los antibi6ticos
representa una amenaza continua, y es una de
las mayores preocupaciones en el ambito de la
salud publica y de la sanidad animal.
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Trabajos de Investigacion

RELACION MUSCULO-HUESO EN RATONES ADULTOS
DE UNA POBLACION SEGREGANTE DISCRIMINADOS
POR SU CONFORMACION CORPORAL EN TRES EDADES

Pippa C!, Silva P!, Font MT!2, Di Masso RJ2:3

Instituto de Genética Experimental, Facultad de Ciencias Médicas, UNR. 2CIC-UNR.
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RESUMEN: La hipétesis de Hooper postula que el crecimiento longitudinal de un hueso pro-
duce un aumento en la masa de los musculos que en él se insertan la que a su vez afecta
el peso del hueso. Con el objetivo de caracterizar estas asociaciones se estudié la relacién
miusculo-hueso en ratones machos y hembras pertenecientes a una poblacién segregante
(F2) derivada del cruzamiento entre dos lineas seleccionadas por conformacién corporal
que difieren en peso corporal pero no en la longitud de sus fémures. Los animales, dentro
de sexo, se discriminaron utilizando los valores del peso corporal y de la longitud caudal
registrados en el momento del destete (21 dias), a la edad de seleccién (49 dias), y los va-
lores asintéticos de ambas variables estimados con el modelo de Gompertz. Se definieron
cuatro grupos resultantes de todas las combinaciones posibles entre alta y baja biomasa y
alta y baja longitud del esqueleto. El estudio del efecto del grupo de pertenencia sobre cinco
indicadores de la relacién musculo-hueso (peso del fémur y tibia, longitud del fémur y tibia y
peso del musculo triceps sural) determinados a los 150 dias de edad permitio corroborar la
hipétesis postulada por Hooper, en particular con bajos pesos corporales condicion en la cual
la biomasa sustentada no representa una restriccion frente a la presion selectiva ejercida
sobre la longitud de los huesos.

Palabras clave: fémur, tibia, triceps sural, raton

MUSCLE-BONE RELATIONSHIP IN ADULT MICE OF A
SEGREGATING POPULATION DISCRIMINATED
FOR THEIR BODY CONFORMATION AT THREE AGES

ABSTRACT: Hooper’s hypothesis postulates that the longitudinal growth of bone increases
the mass of the skeletal muscles inserted which in turn affects the weight of the bone. In
order to characterize these associations, the muscle-bone relationship in male and female
mice belonging to a segregating population (F2) derived from crossing two lines selected for
body conformation that differ in body weight but not in femur length was studied. Animals,
within sex, were discriminated using the individual values of body weight and skeletal
length recorded at weaning (21 days), at the age of selection (49 days), and the asymptotic
values of both variables estimated using the Gompertz equation. Four groups resulting from
all possible combinations between high and low biomass and high and low skeleton length
were defined. The study of group effect on five indicators of muscle-bone relationship (femur
and tibia weight, femur and tibia length and weight of triceps surae muscle) recorded at 150
days of age allowed to corroborate the hypothesis postulated by Hooper, particularly under
low body weight conditions in which the biomass sustained does not represent a constraint
against the selective pressure exerted to change the length of the bones.

Key-words: fémur, tibia, triceps surae, mice
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INTRODUCCION

El ratén de laboratorio (Mus musculus) es
una especie ampliamente utilizada en genética
del crecimiento (1). Tanto el peso corporal a una
edad determinada como el aumento de peso entre
dos edades dadas son dos variables de facil me-
dicién, con buena heredabilidad y de indudable
importancia en producciéon animal, razén por
la cual ambas han sido ampliamente utilizadas
como indicadores de crecimiento en las inves-
tigaciones genéticas llevadas a cabo tanto con
diferentes especies de interés productivo como
con ratones. Por otra parte, en esta especie, al
igual que en la rata, la longitud caudal ha sido
propuesta y utilizada como un estimador de la
longitud del esqueleto (2) y dada su correlacion
con el peso corporal (3, 4, 5) la combinacién de
ambas variables se ha empleado para caracterizar
distintas conformaciones definidas como cantida-
des variables de biomasa distribuidas en cuerpos
de longitud también variable (6). La similitud en
el control genético cuantitativo del crecimiento
de musculos y huesos en ratones seleccionados
por alto o bajo peso corporal llevé a Hooper (7, 8)
a postular la hipétesis que el crecimiento longi-
tudinal de un hueso produce un aumento en la
masa de los musculos que en €l se insertan y que
esa mayor masa se refleja, a su vez, en un mayor
peso del hueso. La contrastacién empirica de esta
hipétesis utilizando como material biolégico rato-
nes seleccionados en forma divergente en sentido
contrario a la correlacién genética positiva entre
el peso corporal y la longitud caudal (seleccion
disruptiva antagoénica), permitié postular que
dicha relacion musculo-hueso podia ser altera-
da genéticamente de manera tal de aumentar la
longitud de los huesos seleccionando animales
por esqueleto largo y evitar la respuesta corre-
lacionada esperada sobre el peso del musculo
seleccionando simultaneamente por bajo peso
corporal (9).

Con el objetivo de profundizar en la carac-
terizacion de esta asociacion se estudié la rela-
cién musculo-hueso a la edad adulta en ratones
de una poblaciéon segregante (F2) derivada del
cruzamiento entre dos lineas producto de un
experimento de seleccién divergente antagénica
por conformacion corporal (CBi/C: alto peso-es-
queleto corto, CBi/L: bajo peso-esqueleto largo),
que difieren en su biomasa pero no en la longitud
de sus huesos (10).

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratones pertenecientes a una
poblacién segregante (F2) derivada de los cruza-
mientos reciprocos entre dos lineas seleccionadas
por conformacién corporal (CBi/L: baja biomasa-
esqueleto largo y CBi/C: alta biomasa-esqueleto
corto) (11) que difieren en peso corporal (Media +
error estandar - CBi/L — Machos: 32,0 g + 0,39,

Hembras: 25,6 g + 0,21; CBi/C - Machos: 51,7
g + 0,82, Hembras: 47,6 g = 0,98) pero no en la
longitud de sus fémures (Media + error estandar
- CBi/L — Machos: 16,8 mm #* 0,08, Hembras:
17,0 mm # 0,07; CBi/C - Machos: 16,7 mm =*
0,06, Hembras: 17,2 mm * 0,06), generada en el
marco de un proyecto de identificacién de QTLs
relacionados con el crecimiento dimensional.

Todos los animales provenian de camadas
estandarizadas a ocho crias al momento del
nacimiento y se criaron en grupos de seis indi-
viduos del mismo sexo en cajas de polipropileno
(32x24x10 cm), provistas con viruta de madera,
a partir del destete. Durante todo el experimento
recibieron agua y alimento balanceado (Cargill
Rata-Raton) ad libitum y se mantuvieron en un
ambiente controlado con una temperatura de 23
= 1 °C y un fotoperiodo de 12 horas de luzy 12
horas de oscuridad.

A los 150 dias de edad 328 machos y 332
hembras se sacrificaron por exposicion al CO,.
Inmediatamente después del sacrificio se les
extrajo el musculo triceps sural (s6leo y geme-
los) derecho e izquierdo y se registré su peso en
balanza de precision con aproximacion a la deé-
cima de miligramo. Posteriormente se extrajeron
los fémures y las tibias de ambos miembros, se
los limpi6 a mano para despojarlos de todos los
restos musculares, se los pes6é en balanza de
precision con aproximacion a la décima de mili-
gramo y se midié su longitud con un calibre con
aproximacion al mm.

Los animales de cada sexo se categorizaron
por separado en cuatro grupos correspondientes
a cada uno de los cuatro cuadrantes del plano
cartesiano definido por los valores del peso corpo-
ral (abscisa) y la longitud caudal (ordenada) [Cua-
drante [: alta biomasa/esqueleto largo; Cuadran-
te II: baja biomasa/esqueleto largo; Cuadrante
III: baja biomasa/esqueleto corto y Cuadrante
IV: alta biomasa/esqueleto corto], utilizando
tres criterios. El primer criterio utiliz6 los valo-
res del peso corporal (g) y de la longitud caudal
(cm) registrados en el momento del destete (edad
temprana: 21 dias de edad). El segundo criterio
utilizé los valores de las mismas variables pero
determinados a la edad de seleccion (49 dias).
El tercer criterio utilizé los estimadores de peso
corporal asintotico y longitud caudal asintética
derivados del ajuste de los datos longitudinales
peso corporal-edad cronolégica y longitud caudal-
edad cronolégica con la funcién sigmoidea de
Gompertz. En cada caso se consideré como alta
biomasa y como esqueleto largo a los valores de
cada una de estas dos variables mayores a sus
respectivos promedios en la poblaciéon F2; y como
baja biomasa y como esqueleto corto los valores
menores a los promedios correspondientes.

El efecto del grupo de pertenencia (cua-
drante) sobre cada uno de los cinco indicadores
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Relacion musculo-hueso en el raton

Tabla 1 — Relacién musculo hueso en machos de una poblacion segregante de ratones discriminados
por su conformacién corporal al destete (21 dias)

Cuadrante

I(n=125)

1I (n = 39)

I (n = 125)

IV (n = 37)

alta biomasa
esqueleto largo

baja biomasa
esqueleto largo

baja biomasa
esqueleto corto

alta biomasa
esqueleto corto

14,6 g £ 0,09a 12,5 g+ 0,08b 11,5 g+0,10c 14,0g+0,11d

7,7 cm = 0,03a 6,9 cm = 0,03b 6,2 cm = 0,03b 6,4 cm % 0,04b
. , 16,69 a 16,62 ab 16,46 b 16,65 a
Longitud del fémur (mm) + 0,035 + 0,060 + 0,033 + 0,066
R - I I
Peso del fémur (g) 0,1065 a 0,1037 ab 0,1010 b 0,1057 a
+ 0,00071 +0,00115 + 0,00074 + 0,00100
Peso de la tibia (g) 0,0742 a 0,0741 a 0,0734 a 0,0731 a
+ 0,00053 +0,00121 +0,00108 + 0,00074
Peso del musculo (g) 0,2451 a 0,2369 ab 0,2284 b 0,2428 a
+0,00174 + 0,00342 +0,00181 + 0,00276

Todos los valores corresponden al promedio # error estandar
abc Valores con diferente letra difieren al menos al 5%

Tabla 2. Relacién musculo hueso en hembras de una poblacion segregante de ratones discriminadas
por su conformacién corporal al destete (21 dias)

Cuadrante
I (n=132) II (n= 34) Il (n = 131) IV (n= 35)
alta biomasa baja biomasa baja biomasa alta biomasa
esqueleto largo esqueleto largo | esqueleto corto | esqueleto corto
14,2 g+ 0,08a 12,1g+0,11b | 11,3 g+ 0,10c 13,6 g+ 0,11d
7,2 cm = 0,03a 6,9 cm £ 0,03b 6,1 cm = 0,03c 6,2 cm = 0,08c
Longitud del fémur (mm) 17,06 a 16,99 ab 16,92 b 16,88 ab
+ 0,035 + 0,066 + 0,031 + 0,055
. s 18,72 a 18,66 ab 18,53 b 18,58 ab
Longitud de la tibia (mm) + 0,025 + 0,050 + 0,025 + 0,043
Peso del fémur (g) 0,0982 a 0,0970 a 0,0960 a 0,0962 a
+ 0,00060 +0,00123 + 0,00062 +0,00126
Peso de la tibia (g) 0,0667 a 0,0662 ab 0,0644 b 0,0649 ab
+ 0,00044 + 0,00080 + 0,00040 + 0,00081
Peso del misculo (g) 0,1968 a 0,1951 ab 0,1894 b 0,1918 ab
+0,00157 + 0,00232 +0,00127 + 0,00290
Todos los valores corresponden al promedio * error estandar
abc Valores con diferente letra difieren al menos al 5%

Tabla 3. Relacion muisculo hueso en machos de una poblacion segregante de ratones discriminados
por su conformacién corporal a la edad de seleccién (49 dias)

Cuadrante
I(n=80) II (n= 67) I (n = 97) IV(n=84)
alta biomasa baja biomasa baja biomasa alta biomasa
esqueleto largo
esqueleto largo 34,3g+0,18a esqueleto corto | esqueleto corto
379¢g+0,17a iOScm)+ 43,6 g+ 0,16b 37,9 g+0,16a
10,4 cm * 0,04a (’) 03a B 9,4 cm + 0,03b 9,6 cm = 0,03b
Longitud del fémur (mm) 16,82 a 16,68 a 16,37 b 16,49 b
+ 0,039 + 0,038 + 0,040 + 0,036
. I 18,27 a 18,21 a 17,89 b 17,97 b
Longitud de la tibia (mm) + 0,035 + 0,042 + 0,030 + 0,044
Peso del fémur (g) 0,1098 a 0,1019b 0,0976 c 0,1065 d
+ 0,00068 + 0,00078 + 0,00071 + 0,00074
Peso de la tibia (g) 0,0770 a 0,0736 a 0,0732 a 0,0728 a
+ 0,00100 +0,00116 + 0,00144 + 0,00057
Peso del musculo (g) 0,2499 a 0,2359 b 0,2255 ¢ 0,2359 b
+ 0,00207 +0,00185 +0,00174 + 0,00248
Todos Ios valores corresponden al promedio * error estandar

_abc Valores con diferente letra difieren al menos al 5%
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Tabla 4. Relacion musculo hueso en hembras de una poblacion segregante de ratones discriminadas
por su conformacién corporal a la edad de selecciéon (49 dias)

Cuadrante
I (n =86) II (n = 84) III (n = 85) IVn=71)
alta biomasa baja biomasa baja biomasa alta biomasa
esqueleto largo esqueleto largo | esqueleto corto | esqueleto corto
31,3g+0,13a 27,9 g+0,14b 27,8 g+0,15b 31,1 g+0,16a
10,0 cm * 0,03a 9,9 cm + 0,03a 9,2 cm + 0,03b 9,3 cm + 0,03b
. ; 17,02 a 17,04 a 16,90 a 16,97 a
Longitud del fémur (mm) + 0,043 + 0,048 + 0,035 + 0,044
Longitud de la tibia (mm) i%,6082? i%,7013 2 i%i%tl’ 1i866’83a6b
Peso del femur (g) 0,0967 a 0,0970 ab 0,0947 b 0,0978 ac
+ 0,00076 + 0,00091 + 0,00064 + 0,00087
Peso de la tibia (g) 0,0668 a 0,0658 ab 0,0639 b 0,0658 ab
*+ 0,00051 + 0,00058 *+ 0,00044 + 0,00062
Peso del misculo (g) 0,1973 a 0,1945 ab 0,1887 b 0,1920 ab
+0,00157 +0,00263 +0,00149 +0,00175
Todos los valores corresponden al promedio + error estandar
abc Valores con diferente letra difieren al menos al 5%

Tabla 5 — Relacién musculo hueso en machos de una poblacion segregante de ratones discriminados
por su conformacién corporal en la asintota de su crecimiento dimensional

Cuadrante
I (n=84) II (n=76) III (n = 85) IV (n=79)
. baja biomasa baja biomasa alta biomasa
alta biomasa
esqueleto largo esqueleto largo | esqueleto corto | esqueleto corto
40,7 g+ 0,15b 39,9g+0,21c 44,6 g+ 0,19d
44,4 g+ 0,17a + . +
11.1 cm + 0.04a 11,1 cm % 10,3 cm £ 10,3 cm *
? ? 0,03a 0,04b 0,03b
. . 16,81 a 16,67 ac 16,35 b 16,55 ¢
Longitud del fémur (mm) + 0,041 + 0,037 + 0,039 + 0,039
. s 18,24 a 18,21 a 17,87 b 18,04 ¢
Longitud de la tibia (mm) + 0,037 + 0,040 + 0,032 + 0,043
Peso del fémur (g) 0,1090 a 0,1029 b 0,0974 c 0,1066 a
& + 0,00074 + 0,00081 + 0,00079 + 0,00070
Peso de la tibia (g) 0,0759 a 0,0742 a 0,0678 a 0,0795 a
g + 0,00099 +0,00121 + 0,00061 + 0,00063
Peso del misculo (g) 0,2468 a 0,2361 b 0,2248 ¢ 0,2408 ab
g +0,00240 +0,00179 +0,00181 + 0,00236
Todos los valores corresponden al promedio + error estandar
abc Valores con diferente letra difieren al menos al 5%

de la relacion musculo-hueso (peso del fémur,
peso de la tibia, longitud del fémur, longitud de la
tibia y peso del musculo triceps sural) se evaluo,
dentro de sexo, con un analisis de la variancia a
un criterio de clasificacion seguido de la prueba
de comparaciones multiples de Bonferroni (12)

RESULTADOS

La discriminacién de los animales por los
valores del peso corporal y de la longitud caudal
medidos al destete (Tablas 1 y 2) mostré un am-
plio predominio de individuos en los cuadrantes
I y III que corresponden a asociaciones entre
ambas variables en el mismo sentido que la co-

rrelacion positiva entre ellas (Machos: 250/326
= 76,7%; Hembras: 263/332 = 79,2 %).

La comparacion de los grupos de alta
biomasa y diferente longitud del esqueleto (Cua-
drantes I y IV) puso en evidencia una tendencia
en el sentido esperado, con mayores valores de
todas las variables en los animales de esqueleto
largo, sin que ninguna de dichas diferencias al-
canzara el significado estadistico. Esta respuesta
fue comun a ambos sexos. La misma respuesta
se observé al comparar los grupos divergentes
en longitud del esqueleto y con baja biomasa
(Cuadrantes Iy III), tendencia que en el caso de
la longitud de la tibia alcanzé significado esta-
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Tabla 6 — Relacién musculo hueso en hembras de una poblacién segregante de ratones discrimina-
das por su conformacioén corporal en la asintota de su crecimiento dimensional

Cuadrante
I (n=74) II (n =69) III (n = 74) IV (n = 69)
. L baja biomasa alta biomasa
alta biomasa baja biomasa
esqueleto largo esqueleto largo esqueleto corto | esqueleto corto
+ +
37,8 g+ 0,22a 33,4g+0,16b | >528*% O’{rsb 38,1g* 0’%45‘
10,9 cm £ 0,032 | 10,9 cm * 0,03a 10,1 cm * 10,2 cm
’ ’ ’ ’ 0,04b 0,03b
Longitud del femur (mm) 16,99 ab 17,05 a 16,88 b 17,03 ab
& + 0,045 + 0,049 + 0,040 t 0,045
. s 18,66 a 18,70 a 18,50 b 18,67 a
Longitud de la tibia (mm) + 0,027 + 0,037 + 0,033 + 0,041
Peso del fémur (g) 0,0987 a 0,0974 ab 0,0946 b 0,0985 a
g + 0,00080 + 0,00093 *+ 0,00078 + 0,00085
Peso de la tibia (g) 0,0666 a 0,0662 a 0,0640 b 0,0662 a
g + 0,00053 + 0,00059 + 0,00057 + 0,00059
Peso del musculo (g) 0,1960 a 0,1914 ab 0,1858 b 0,1954 a
g +0,00165 +0,00172 +0,00163 +0,00177
Todos los valores corresponden al promedio * error estandar
abc Valores con diferente letra difieren al menos al 5%

distico en machos.

La discriminacion basada en los valores del
peso corporal y de la longitud caudal medidos a la
edad de seleccion (49 dias) mostro (Tablas 3y 4)
una distribucion mas uniforme de los individuos
en los cuatro cuadrantes (Machos - Cuadrante I:
80/328 = 24,4%, Cuadrante II: 67/328 = 20,4%,
Cuadrante III: 97/328 = 29,6% y Cuadrante
IV: 84/ 328 = 25,6%; Hembras - Cuadrante I:
86/326 = 26,4%, Cuadrante II: 84 /326 = 25,8%,
Cuadrante III: 85/326 = 26,1% y Cuadrante IV:
71/326 =21,8%). En los machos (Tabla 3), tanto
con alta como con baja biomasa, los animales
con esqueleto largo presentan huesos mas largos
y mas pesados y musculos mas pesados. En el
caso de las hembras (Tabla 4) se observaron las
mismas tendencias aunque sin alcanzar signifi-
cado estadistico.

La discriminacién de los animales de unoy
otro sexo por los valores asintéticos de peso cor-
poral y longitud caudal (Tablas 5y 6) mostr6 una
distribucién entre cuadrantes atin mas uniforme
que la ya descrita en la clasificacion efectuada
con el criterio de los 49 dias de edad (Machos
- Cuadrante I: 84/324 = 25,9%, Cuadrante II:
76/324 =23,5%, Cuadrante III: 85/324 = 26,2%
y Cuadrante IV: 79/324 = 24,4%; Hembras -
Cuadrante I: 74/286 = 25,9%, Cuadrante II:
69/286 = 24,1%, Cuadrante III: 74/286 = 25,9%
y Cuadrante IV: 69/286 = 24,1%). En los machos
(Tabla 5) con alta biomasa (Cuadrantes I y IV) la
diferente longitud caudal no afect6 significativa-
mente el peso de los huesos. La longitud de los
huesos, por el contrario respondi6 en el mismo
sentido que la longitud caudal correspondiendo
fémures y tibias mas largos a aquellos animales
caracterizados como de esqueleto largo. No se ob-

servaron diferencias significativas en el peso pro-
medio del musculo. En las hembras (Tabla 6) con
alto peso corporal asintético no se observo ningiin
efecto de la divergencia en longitud caudal, sobre
ninguna de las cinco variables analizadas. En el
caso de aquellas de baja biomasa (Cuadrantes II
y III) las de esqueleto largo presentan tibias mas
pesadas, igual tendencia si bien sin alcanzar
el significado estadistico en el caso del fémur,
fémures y tibias de mayor longitud promedio y
una tendencia del musculo a ser mas pesado en
el grupo de esqueleto largo.

DISCUSION

Goodale (13) fue el primero en demostrar
la posibilidad de seleccionar poblaciones de ra-
tones utilizando como criterio el peso corporal.
Su trabajo brindé evidencia empirica acerca de
la naturaleza al menos parcialmente aditiva de
la variancia genética para peso corporal en el
ratéon de laboratorio. A partir de ese momento
se sucedieron un gran numero de trabajos que
corroboraron la efectividad de la seleccion ar-
tificial como estrategia genética para modificar
el crecimiento dimensional tanto en modelos
animales experimentales como en diversas es-
pecies de interés productivo. En 1954, basado
en informacion disponible que indicaba que los
ratones seleccionados por alto peso tenian colas
de mayor longitud que aquellos con seleccion
negativa para el caracter, Falconer informé la
primera corroboracién empirica de la teoria de
la respuesta correlacionada a la seleccion en el
ratéon (3). En la misma época, y utilizando los
mismos caracteres, Cockrem (4) establecié que
la existencia de una correlacion genética signifi-
cativa entre peso corporal y longitud caudal no
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constituia un impedimento para seleccionar por
combinaciones opuestas al signo de la misma. La
seleccion divergente basada en este principio, y
aplicada a una poblacioén de ratones de cria libre,
permitié obtener dos lineas con diferente confor-
macion corporal (CBi/L: conformacion longilinea,
baja biomasa y esqueleto largo; CBi/C: conforma-
cién compacta, alta biomasa y esqueleto corto),
con diferente peso y longitud corporal pero igual
longitud del fémur. Se ha propuesto que en estas
lineas la respuesta correlacionada en longitud del
fémur hizo uso de diferentes fuentes de variancia
genética para longitud del hueso. CBi/L habria
alargado el fémur en respuesta a la seleccién por
esqueleto largo mientras que CBi/C, pese a ser
seleccionada por esqueleto corto, habria alargado
sus fémures en respuesta a la seleccién por alta
biomasa dada la imposibilidad de reducir la lon-
gitud de un hueso de sostén en presencia de la
demanda derivada de una mayor biomasa (10). Es
decir que pese a no diferir en la longitud de sus
fémures los genes que determinan mayor longitud
del hueso en CBi/L serian diferentes de aquellos
que determinan mayor longitud del fémur en
CBi/C, en ambos casos en relacion a los valores
de la variable registrados en la poblacién testigo.
Ello explicaria el efecto sobredominante observa-
do en los hibridos reciprocos entre ambas lineas
que, al acumular genes para mayor longitud del
hueso de uno y otro origen, presentan fémures de
mayor longitud promedio que cualquiera de las
dos lineas parentales (10). La condicién heteroci-
gota de los individuos F1 utilizados para generar
la poblacién F2 posibilité la apertura de variancia
para el caracter lo que permitié disponer, tanto
en machos como en hembras, de individuos con
diferente longitud corporal. En términos gene-
rales las asociaciones observadas entre los indi-
cadores utilizados para caracterizar la relacion
musculo-hueso responden a lo propuesto por
Hooper en su hipétesis. Los animales con huesos
de mayor longitud tienden a presentar musculos
mas pesados, diferencia que es estadisticamente
significativa en muchos casos y que se traduce
en un mayor peso del musculo. Estos efectos se
hacen mas evidentes cuando los animales han
finalizado su crecimiento y se encuentran en la
asintota tanto de peso como de longitud corporal
debido a que los patrones dinamicos no coinciden
en uno y otro caso de manera tal que en edades
cronolégicas tempranas (destete, 49 dias) los
animales presentan diferente madurez para cada
una de las dos variables.

La discriminacién efectuada en ese momen-
to mostré en los machos con alto peso un efecto
no significativo de la diferencia en longitud caudal
promedio. Tanto el fémur como la tibia mostraron
similares pesos promedio independientemente de
si la alta biomasa sustentada estuvo acompanada
de un esqueleto largo o corto. Si bien la tendencia

observada en el caso del fémur fue en el sentido
esperado (mayor longitud del esqueleto, mayor
peso del fémur) particularmente en machos, en el
caso del otro hueso largo considerado se observo
el comportamiento inverso con tibias con tenden-
cia a ser mas pesadas en el grupo de machos con
esqueleto corto. La longitud de ambos huesos si
respondié en el mismo sentido de la longitud del
esqueleto, y el grupo de animales ubicados en el
Cuadrante I mostré fémures y tibias en promedio
mas largos que los del Cuadrante IV. Pese a que
las diferencias observadas en el peso promedio del
musculo triceps sural no alcanzaron significado
estadistico, la tendencia observada es coheren-
te con la hipétesis de que a mayor longitud del
hueso corresponde mayor peso del musculo. Sin
embargo, esa diferencia en el peso del musculo no
seria de magnitud suficiente como para afectar
el peso del hueso. En los machos con bajo peso,
la mayor longitud del esqueleto estuvo asociada
con huesos mas largos, muisculos mas pesados
y huesos mas pesados. La utilizacion del mismo
criterio, en el caso de las hembras también puso
de manifiesto diferentes respuestas segiin se con-
sideren los animales de alta biomasa o los de baja
biomasa. En el primer caso, tanto las hembras
de esqueleto largo como las de esqueleto corto
presentan valores similares de las cinco variables.
Con elevada biomasa a sustentar, la diferente
longitud del esqueleto no se refleja en diferencias
en la longitud ni del fémur ni de la tibia. A igual
peso corporal promedio, no difieren ni el peso
promedio de ambos huesos ni el peso promedio
del musculo. Es decir que pese a la menor lon-
gitud del esqueleto los huesos largos no se acor-
tan sino que muestran la misma longitud y son
igualmente pesados al igual que el musculo. En
condiciones de alto peso no es posible diferenciar
los efectos de la diferente longitud del esqueleto
sobre la longitud de los dos huesos considerados,
sobre su peso y sobre el peso del musculo al igual
que lo observado en la linea parental CBi/C. En
condiciones de baja biomasa, por el contrario, las
hembras de esqueleto largo presentan una tibia
mas pesada, fémures y tibias de mayor longitud
y una tendencia en el sentido esperado del peso
del fémur y del peso del musculo. Dado que las
hembras de estos dos grupos no difieren en la
biomasa sustentada —presentan, en promedio,
el mismo peso corporal- puede especularse que
es la diferencia en la longitud del esqueleto la
que se traduce en huesos mas largos, respuesta
que a su vez se traduce en un mayor peso del
musculo y ello, finalmente, en un mayor peso de
los huesos al igual que lo observado en la linea
parental CBi/L.

En conclusion, la disociacion de las res-
puestas esperadas en términos de relacion mus-
culo-hueso producto de la seleccién divergente
antagoénica al signo de la correlacion positiva en-
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tre peso y longitud corporal (9) es identificable en
la poblacién segregante derivada del cruzamiento
entre las dos lineas seleccionadas de manera tal
que en condiciones de bajo peso, en las que la
biomasa a sustentar no representa una limita-
cion frente a la presién para modificar la longi-
tud de los huesos, se constata el cumplimiento
de las predicciones derivadas de la hipotesis de
Hooper.
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EFECTO DE DIFERENTES ESTERES DE ESTRADIOL
UTILIZADOS PARA SINCRONIZAR LA OVULACION
SOBRE EL PORCENTAJE DE PRENEZ A LA IATF
EN VACAS ANGUS
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RESUMEN: E! Cipionato de estradiol (CPE) permite inseminar animales a tiempo fijo (IATF)
realizando tres encierres. Recientemente han surgido resultados variables, por lo tanto, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar el uso del CPE administrado al retirar un disposi-
tivo intravaginal sobre el porcentaje de preriez a la IATF. Se realizaron 2 ensayos (EI y EII),
utilizando 273 vacas con cria. El dia O se colocé un dispositivo mds BE. El dia 8 se retir6 el
dispositivo, se administré prostaglandina, y los animales recibieron aleatoriamente, CPE en
ese momento o BE 24 h posteriores. El dia 10, 50-53 h post retiro, se realizo IATF utilizando
semen de toros de probada fertilidad (EI: GS y SE; EII: M y ME) y dos inseminadores. El dia
40 se realizé diagnéstico de gestacion mediante ultrasonografia. No se observaron efectos
del tratamiento (CPE: 55,17%; BE: 58,59%), inseminador (T: 54,79%; A: 59,06%), toro (E1: GS:
55,3% y SE: 60,0%; E2: M: 51,5% y SE: 59,1%) y de sus interacciones sobre el porcentaje de
preniez (P>0,05). Se concluye que en las condiciones del presente trabajo se puede utilizar
CPE al retirar un dispositivo en lugar de BE a las 24 h sin afectar el porcentaje de preriez.

Palabras clave: Cipionato de estradiol, benzoato de estradiol, inseminacién artificial a
tiempo fijo, porcentaje de prenez.

EFFECT OF DIFFERENT ESTERS OF ESTRADIOL USED
TO SYNCHRONIZE OVULATION ON PREGNANCY
RATE TO FTAI IN ANGUS COWS

ABSTRACT: The estradiol cypionate (ECP) allows animals inseminated at fixed time (FTAI)
performing three enclosures. Recently there have been varying results, therefore, the objective
of this work was to evaluate the use of ECP administered at device removal upon pregnancy
rate after FTAL Two trials were conducted (E1 and E2), using 273 lactating beef cows. On
day 0 cows received a progesterone intravaginal device plus EB. On day 8, the intravaginal
device was removed, cows received a luteolytic dose of PGF and were randomized to receive
either ECP at O h or EB at 24 h. On day 10, 50-53 h after device removal, fixed-time artificial
insemination was performed using frozen/thawed semen of proven fertility bulls (EI. GS y
SE; EII: M y ME) and two inseminators. Pregnancy diagnosis was performed on day 40 by
ultrasonografy. Pregnancy rates were not different between treatments (ECP: 55,17%; EB:
58,59 %), inseminators (T: 54,79%; A: 59,06%) and bull (E1: GS: 55,3% y SE: 60,0%; E2: M:
51,5% y SE: 59,1%). Interactions were not significant (P>0,05). In conclusion, according to
our finding, estradiol cypionate could be used instead of estradiol benzoate to synchronize
ovulation without affecting the pregnancy rate at fixed timed artificial insemination.

Key words: Estradiol cypionate, estradiol benzoate, fixed-time artificial insemination,
pregnancy rates.
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INTRODUCCION

La inseminacion artificial es una herra-
mienta que permite incorporar genética de cali-
dad en los rodeos comerciales (1). Para su imple-
mentacioén a gran escala, se realizan tratamientos
hormonales que permiten aplicarla en muchos
animales en un mismo momento, conociendo a
esta técnica como Inseminacién Artificial a Tiem-
po Fijo (IATF; 1, 2).

El tratamiento mas difundido consiste en la
utilizacion de dispositivos intravaginales con pro-
gesterona (DISP) durante 7 a 9 dias, combinados
con benzoato de estradiol (BE) y un agente luteo-
litico. El dispositivo intravaginal simula una fase
luteal de vida media corta. El agente luteolitico se
aplica al retirar el dispositivo y produce la lisis del
cuerpo luteo, en caso que esté presente. E1 BE es
aplicado al inicio para inducir una nueva onda de
crecimiento folicular, y 24 h posteriores al retiro
del dispositivo para sincronizar la ovulacién (3, 4).
De esta manera, se sincronizan las ovulaciones
y se puede realizar la IATF a las 52-56 horas de
retirado el dispositivo (3). Adicionalmente, estos
tratamientos posibilitan inducir actividad ovarica
ciclica en animales en anestro (5).

El tratamiento hormonal descrito requiere
del encierre de los animales en cuatro oportuni-
dades, lo cual dificulta el manejo de los mismos
y resulta poco practico. Con el objetivo de dis-
minuir el movimiento de animales y favorecer la
implementacién de la IATF a gran escala, es que
se comenzo6 a trabajar para evitar un encierre. En
este sentido, se ha utilizado el BE inyectado en el
momento de retirar el dispositivo (6) o la GnRH
administrada en el momento de realizar la IATF (7);
ambos tratamientos sustituyen al BE que se admi-
nistra a las 24 h de retirado el dispositivo (7). Sin
embargo, el BE inyectado al retirar el dispositivo
produce un adelanto en las ovulaciones y requiere
que la IATF se realice a las 48 h, pues un retraso
en la misma (54 h) ha afectado negativamente la
prefiez (6). En cuanto a la GnRH los resultados son
equivalentes al tratamiento tradicional, aunque
incrementa el costo del tratamiento (7). Por otro
lado, se ha difundido en los tltimos anos el uso del
cipionato de estradiol (CPE) inyectado al momento
de retirar el dispositivo con porcentajes de prefiez
equivalentes a aquellos que se obtienen con el
tratamiento de 4 encierres (7, 8); no obstante, se
ha observado que produce una mayor dispersion
en las ovulaciones (9).

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo
fue evaluar el uso del CPE administrado al re-
tirar un DISP sobre el porcentaje de prefiez que
se obtiene luego de realizar una IATF en vacas
con cria al pie.

MATERIALES Y METODOS
Lugar, animales, alimentacion. El traba-
jo se realiz6 en un establecimiento de produccion

Sales de estradiol y prefiez a la IATF

agropecuaria, ubicado en Olavarria, Provincia
de Buenos Aires, Argentina. Se realizaron dos
ensayos (EI, n: 112; EII, n: 161) utilizando vacas
Aberdeen Angus puro controladas, con un ran-
go post parto de 46 a 105 dias y una condicién
corporal (media + desvio estandar) de 2,9+0,4 en
el E1, y 3,020,5 en el E2 sobre una escala de 1
(excesivamente flaca) a 5 (obesa). La alimentacion
de los animales se bas6é en campo natural con
suplementacion de silo de sorgo autoconsumo (15
kg de MV/dia), teniendo libre acceso al agua.

Tratamientos y servicio. En el dia O se
colocé a todos los animales un dispositivo intrava-
ginal con progesterona (1,9 g de P4, CIDR primer
uso en el EIl'y CIDR de segundo uso en el EI, Pfizer
Argentina), mas una inyeccién intramuscular (im)
de 2 mg de benzoato de estradiol (BE, Estradiol 10,
Laboratorio Rio de Janeiro, Argentina). El dia 8 se
retir6 el dispositivo, se administré 12,5 mg de Di-
noprost Trometamina (Lutalyse, Pfizer, Argentina)
im y los animales se dividieron aleatoriamente en
dos grupos para recibir 1 mg de CPE (Laboratorio
Ko6nig) im en ese momento o 1 mg de BE im a las
24 h posteriores. En el dia 10, 50-53 h post retiro
de los dispositivos, se realizé la IATF utilizando
semen congelado/descongelado en pajuelas de 0,5
ml proveniente de toros de probada fertilidad: 2 en
cada ensayo (EI: GSy SE; EIl: M y ME). En los dos
ensayos se utilizaron dos inseminadores.

Diagnéstico de gestacion. A los 30 dias
post IATF, se realiz6 ultrasonografia (Aloka 500
SSD, transductor lineal de 5 MHz) del itero para
determinar la presencia del embrion y evaluar el
porcentaje de preniez a la IATF.

Anadlisis estadistico. Se evalué dentro de
cada ensayo, los efectos: tratamiento, toro, inse-
minador y sus interacciones sobre el porcentaje
de prenez. Se utilizé el Proc CATMOD del SAS,
fijando un nivel de confianza del 95 % (a=0,05).

RESULTADOS
No se observaron efectos del tratamiento, del
inseminador, del toro y de sus interacciones
sobre el porcentaje de prefiez (P>0,05; Tabla 1).

DISCUSION

El principal aporte del presente trabajo, es
que se dispone de un protocolo de control del ciclo
estral que permite realizar una IATF de manera
exitosa en vacas con cria, logrando un gran im-
pacto en los sistemas productivos, y facilitando
su implementacion, ya que con la utilizacion del
CPE al retiro del dispositivo se evita un encierre
y se obtienen porcentajes de prefiez similares
a los logrados con el tratamiento tradicional.
Incluso, el costo de la técnica no varia, debido a
que el CPE, al igual que el BE son hormonas de
bajo costo, en contraposicién con lo que ocurre
cuando se utiliza GnRH como inductor de la
ovulacion (7).
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Tabla 1. Porcentaje de prefiez a la IATF en vacas que recibieron CPE o BE como inductor de la ovu-
lacién al final de un tratamiento con dispositivos intravaginales con progesterona.

Tratamientos Ensayos: EI EII
CPE 53,3 (32/60) 56,5 (48/85)
BE 63,5 (33/52) 55,3 (42/76)
GS 55,3 (26/47)
SE 60,0 (39/65)
Toros M 51,5 (35/68)
SE 59,1 (55/93)
. T 55,0 (33/60) 54,7 (47/86)
Inseminador
A 61,5 (32/52) 57,3 (43/75)

No se observaron efectos del tratamiento
sobre el porcentaje de prefniez a la IATF, lo cual co-
incide con lo informado por otros investigadores
(7, 9). En vacas con cria, disminuir un encierre
es de gran importancia, porque facilita el manejo
de los animales, particularmente por la presencia
de los terneros. En este sentido, Meneghetti et
al. (2009) realizaron una serie de experimentos
en vacas Nelore con cria, y obtuvieron 50,8% y
51,9% de prefiez utilizando CPE al retiro y BE
a las 24 h respectivamente, concluyendo que el
CPE puede reemplazar al BE como inductor de la
ovulacion sin afectar los porcentajes de prefiez en
un protocolo para IATF. Si bien los porcentajes de
prefiez obtenidos en el presente trabajo son leve-
mente superiores (CPE: 55,2%; BE: 58,6%), dife-
rencias de raza, estado corporal, dias post partoy
técnicos inseminadores podrian explicar parte de
las diferencias observadas. Adicionalmente, los
resultados del presente trabajo (EI: 58,0%; EII:
55,9%) se encuentran dentro del rango de prenez
que cita la bibliografia para la implementacion de
protocolos de IATF, que es de 23,6% a 74,4% (4,
10). Incluso, a pesar del amplio margen existente,
se lograron resultados que coinciden con los mas
altos indices de prefniez, superiores al promedio
(51,3%; 4) en los dos ensayos.

La calidad del semen utilizado en los pro-
gramas de IATF es un factor muy importante que
puede influir significativamente en el resultado,
asilo manifiestan numerosos autores (11, 12, 13,
14, 15). En el presente trabajo se utilizé semen de
diferentes toros, y a pesar de eso no fueron obser-
vadas diferencias significativas en el porcentaje
de prefiez entre los mismos, de igual manera a lo
informado en otros trabajos (15, 16, 17).

En todos los ensayos realizados fueron
utilizados dos inseminadores experimentados.
Segun lo expuesto por Kaproth et al. (2005),
la experiencia del técnico inseminador juega
un papel preponderante en el resultado. En el
presente trabajo no se observaron diferencias
significativas en el porcentaje de prefiez logrado
por cada inseminador, lo cual concuerda con
lo informado por Chesta et al. (2009) y Amirat-
Briand et al. (2010).

Se concluye que en las condiciones del pre-
sente trabajo, y a pesar de haber utilizado varios
toros y dispositivos con diferente concentracion
de progesterona, se puede utilizar CPE admi-
nistrado al retirar un DISP en lugar de BE 24 h
posteriores sin afectar el porcentaje de prenez
luego de realizar una IATF en vacas con cria.
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LESIONES MUSCULOESQUELETICAS CATASTROFICAS
EN MIEMBROS POSTERIORES ESTUDIO DE
CASOS EN CABALLOS PURA SANGRE DE CARRERAS
EN EL HIPODROMO “LA RINCONADA” CARACAS, VENEZUELA

Morales A!, Garcia F?*, Villoria D?, Leal L?, Gomez M*

Departamento de Patologia Facultad de Ciencias Veterinarias Universidad Central de Venezuela.
Maracay, Estado Aragua Venezuela. Hipédromo “La Rinconada”. Caracas, Venezuela

RESUMEN: El objetivo de este estudio fue describir la prevalencia de lesiones musculo es-
queléticas catastréficas en miembros posteriores de caballos Pura Sangre de Carreras. Se
estudiaron 17 casos de fracturas, con edades entre 2-3 anos, de un total de 216 fracturas
en equinos de raza Pura Sangre de Carrera del Hipédromo “La Rinconada”, durante los arios
2000-2011. Todos los equinos presentaron historia de fracturas de miembros posteriores y
fueron evaluados clinicamente. Se les prdctico eutanasia, posteriormente necropsia y toma
de muestras de tejidos. Las muestras tomadas fueron fijadas en formol al 10% y procesa-
das por los métodos convencionales histolégicos. Los resultados fueron de un total de 216
fracturas 17 correspondieron a fracturas de miembros posteriores, 8% aproximadamente.
El miembro posterior izquierdo presento un 65% de afeccién, el miembro posterior derecho
evidencio 35%. Las bases anatomicas afectadas fueron la tibia 88%, seguida del fémur 6%
y metatarso principal 6%. Las fracturas bilaterales de la tibia y peroné se observaron en 3
oportunidades 18%. Las fracturas en todos los casos estudiados fueron expuestas, con severo
compromiso vascular. En conclusién reportamos 17 casos de lesiones musculo-esqueleticas
catastréficas en miembros posteriores en equinos Pura Sangre de Carreras en el Hipédromo
“La Rinconada” Caracas, Venezuela.

Palabras claves: fracturas, CMI, tibia, fémur, equino, patologia.

CATASTROPHIC MUSCULOSKELETAL INJURY IN
LEG CASE STUDY IN THOROUGHBRED RACE HORSES IN THE
RACECOURSE “LA RINCONADA” CARACAS, VENEZUELA

ABSTRACT: The aim of this study was to describe the prevalence of catastrophic musculosk-
eletal injuries hind Thoroughbred Racing. We studied 17 cases of fractures, aged 2-3 years,
a total of 216 fractures in Thoroughbred horses from the Hippodrome “La Rinconada”, dur-
ing the years 2000-201 1. All horses have a history of broken hind legs and were evaluated
clinically. They were euthanized, necropsy and subsequent tissue sampling. The samples
were fixed in 10% formalin and processed by conventional histological methods. The results
were a total of 216 fractures, 17 fractures were for Hind 8%. The left hind foot 65% of present
condition, the right hind limb evidenced 35%. The anatomical bases affected were the tibia
88%, followed by the femur and metatarsus 6% 6% lead. Bilateral fractures of the tibia and
fibula were observed in 3 chances 18%. The fractures in all the cases studied were exposed,
with severe vascular compromise. In conclusion we report 17 cases of catastrophic muscu-
loskeletal injuries in equine hind Thoroughbred racing at the Hippodrome “La Rinconada”
Caracas, Venezuela.

Keywords: fractures, CMI; tibia, femur, equine, pathology.
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INTRODUCCION

Las lesiones musculo esqueléticas catastro-
ficas (CMI) en caballos Pura Sangre de Carreras,
generan grandes pérdidas econémicas y un efecto
negativo en la percepcion publica de la industria
de las carreras (5). La prevalencia de las muertes
debidas a lesiones catastroficas, fatal en caballos
de carreras es inferior al 2 por 1000 comienza la
carrera (desde 0,14 hasta 0,17%) (1). Lesiones
musculo-esqueléticas son responsables de 77%
de las 946 muertes en caballos de carreras de
California de 1997-1999 (1). Existen reportes que
sugieren una prevalencia de lesiones en miem-
bro posterior izquierdo de aproximadamente 9%
(7/78) y miembro posterior derecho 1.3% (1/78)
(Morales, et al., 2009); la prevalencia de fractu-
ras en miembros posteriores fue de 2% (1/51),
especificamente fractura de la tibia del miembro
posterior izquierdo (3). Las fracturas por estrés de
la tibia recientemente se han convertido en una
causa bien conocida de claudicacion en caballos
de carreras (2). El objetivo de este estudio fue
describir la prevalencia de lesiones musculo es-
queléticas catastroficas en miembros posteriores
de caballos Pura Sangre de Carreras.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion: se estudiaron 17 casos de
fracturas (6 caballos y 11 yeguas), con edades
comprendidas entre 2-3 afos, de un total de
216 fracturas en equinos de raza Pura Sangre de
Carrera del Hip6dromo “La Rinconada”, Departa-
mento de Patologia Caracas Venezuela, durante
los afios 2000-2011.

Historia clinica: 17 equinos presentaron
historia de fracturas de miembros posteriores y
fueron evaluados clinicamente.

Necropsia: A cada uno de los ejemplares se
les practico eutanasia, posteriormente necropsia
y toma de muestras de tejidos segun el protocolo
sistematico descrito para equinos (3). Las mues-
tras tomadas fueron fijadas en formol al 10%
y procesadas por los métodos convencionales
histologicos (3).

Los resultados fueron de un total de 216
fracturas 17 correspondieron a fracturas de
miembros posteriores, 8% aproximadamente.
El miembro posterior izquierdo presento un
65% (11/17) de afeccion, el miembro posterior
derecho evidencio 35% (6/17). Con respecto a
la bases anatomicas afectadas la tibia mostro
mayor prevalencia 88% (15/17), seguida del fé-
mur 6% (1/17) y metatarso principal 6 % (1/17)
respectivamente. Las fracturas bilaterales de la
tibia y peroné se observaron en 3 oportunidades
18% (3/17). Las fracturas en todos los casos
estudiados fueron expuestas, con severo compro-
miso vascular. Las fracturas de tipo oblicuas se

Lesiones miusculoesqueléticas

Tabla 1.- Frecuencia de lesiones de miembros posteriores y
base anatdmica involucrada.

MIEMBRO POSTERIOR
IZQUIERDO

Fémur

MIEMBRO POSTERIOR
DERECHO

Tibia y peroné

Tibia y peroné Tibia y peroné

Tibia y peroné

Tibia y peroné
Tibia y peroné Tibia y peroné

Tibia y peroné

Tibia y peroné

Tibia y peroné

Tibia y peroné Tibia y peroné

Tibia y peroné

Tibia y peroné

Tibia y peroné

Metatarso

observaron en la diafisis de la tibia, involucrando
el peroné. La fractura del fémur fue en la extre-
midad distal, de tipo conminuta traumatica. La
fractura del metatarso principal fue conminuta.
Los cortes histolégicos de tejido 6seo mostraron
focos de condromalacia con exposicién del hueso
subcondral (enfermedad degenerativa articular), y
osteomalacia. En 5 casos fue observada hipertro-
fia de glandulas paratiroides. El higado presento
telangiectasia hepatica y necrosis periacinar en
todos los casos. En el tejido renal se evidencio
nefritis intersticial y glomerulonefritis membra-
no-proliferativo. Los resultados se expresan en
la siguiente tabla:

DISCUSION

Los resultados sugieren una prevalencia
de 8% relativamente baja de lesiones musculo
esqueléticas catastréficas en miembros posterio-
res. Esto parece coincidir con los resultados en
la literatura donde sugieren una prevalencia de
10% (3). La mayoria de las fracturas en caballos
de carrera son fracturas por estrés y fracturas
completas. (4). Las fracturas de tibia por estrés
predominaron en potros de dos anos de edad (4,
S, 6), esto parece coincidir con nuestros resul-
tados. La falta de predileccion por el sexo o la
integridad fisica, la baja tasa de recurrencia de
y la incidencia moderada de fracturas de tibia es
consistente con otros estudios (4). Las fracturas
de la tibia se presentaron a nivel de la diafisis
fracturas caudolateral (4,5), esto fue similar a los
resultados obtenidos en este estudio. La fractura
de la diafisis del fémur fue predominante en un
estudio de 38 equinos menores de 1 afio (6). En
un estudio en Uruguay, la regién anatémica in-
volucrada en las lesiones fueron de la siguiente
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43% en el menudillo conjunta (en particular, las
fracturas de hueso sesamoideo), el 19% tendones
y ligamentos involucrados con el restante 38%
la participacién del metacarpo, carpo, columna
vertebral, pelvis, escapula, la tibia y el fémur (4,
5).

En conclusién reportamos 17 casos de
lesiones musculo-esqueléticas catastroficas en
miembros posteriores de equinos Pura Sangre
de Carreras en el Hipédromo “La Rinconada”
Caracas, Venezuela.
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GASTRIC NODULES WITH Neospora caninum

ZOOITES IN A CONFIRMED CLINICAL NEOSPORA

CANINUM INFECTION IN A DOG
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ABSTRACT: Generalized neosporosis was diagnosed in a two year old rottweiler. The dog had
a history of tetraparesis, muscle atrophy, regurgitation and vomiting. Serological analysis by
indirect fluorescent antibody test was 1/400 for Neospora caninum. Contrasted radiological
surveys showed megaesophagus and during ultrasonografic examination an 8.2 mm diameter
mural nodule was observed at the pyloric region. Citologic evaluation revealed highly number
of zooites. Microscopically, severe myositis were observed in histologic muscle sections and
several groups of tachyzoites and tissue cysts were associated with these lesions. The result of
the immunhistochemical staining was: protozoa in muscle sections of the dog stained strongly
using 5.2.15 monoclonal antibodies against N. caninum tachyzoites. This paper describes a
clinical case of canine neosporosis with vomiting associated to Neospora gastric nodule.

Keywords : Neosporosis- polimiositis- dog- gastric nodules

NODULOS GASTRICOS CON NEOSPORA EN UN CANINO

RESUMEN: Se realiz6 el diagnéstico de neosporosis generalizada en un canino rottweiler de
dos anos de edad. El paciente presentaba las siguientes alteraciones: tetraparesia, atrofia
muscular, regurgitacién y vémito. El resultado del andlisis serolégico por prueba de inmu-
nofluoresencia indirecta fue 1/400 para Neospora caninum. Los estudios radiolégicos con-
trastados mostraron megaesofago y durante el examen ultrasonogrdfico se observé un nédulo
mural de 8,2 mm de diadmetro en la region pilérica. La evaluacion citolégica revelé numerosos
zooitos. En las secciones histolégicas de musculo se observaron varios grupos de taquizoitos
Y quistes asociados a miositis severa. El resultado de las técnicas de immunohistoquimica
fue: protozoos en secciones de musculo que se tineron fuertemente con 5.2.15 anticuerpos
monoclonales contra taquizoitos de N. caninum. Este reporte describe un caso clinico de
neosporosis canina con vémitos asociados a nédulo gdastrico de Neospora.

Palabras clave: Neosporosis- polimiositis- perro- nédulos gastricos.
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INTRODUCTION

Neospora caninum is a coccidian parasite
of animals. Dogs and coyotes are both the in-
termediate and definitive hosts for N. caninum.
Infection may ocurre transplacentally or vertically
in dogs feded with uncooked beef.

The most severe cases of neosporosis occur
in young, congenitally infected puppies. Young
dogs develop hind limb paresis that turns into
a progressive paralysis. Neurologic signs are
depend on the site parasitized. The hind limbs
are more severely affected than the fore limbs
and often in rigid hyperextention (Dubey Ko-
rean). Adult dogs more often present multifocal
encefalomyelitis and polimiositis. Other systemic
signs are disphagia, regurgitation due to megae-
sophagus, fever, vomiting, icterus (associated to
pancreatitis or hepatitis).

This paper describes a clinical case of
canine neosporosis with vomiting associated
to neospora gastric nodules. The patient also
presented regurgitation due to megaesophagus
and tetraparesis because of generalizated poly-
myositis.

CASE REPORT

A two-year-old female rottweiler (22 kg) was
presented with one month history of lameness,
tetraparesis, inappetence, regurgitation and vom-
iting. It had been treated with corticosteroids a
month before consultation.

On physical examination, the dog was in
lateral recumbence with normal mental status.
It exhibited generalizated muscular pain, decre-
assed muscle tone and atrophy . Spinal reflexes
were alternatively normal and disminished. Sen-
sitive evaluation was normal.

During internation it was observed regurgi-
tation and intermittent bilious vomiting.

A CBC and serum biochemical analyses
were performed. Moderated neutrophilic leu-
kocytosis (22, 500 neutrophils/ul) was found.
Biochemical abnormalities included: hyperglobu-
linemia (6 g/l) and increasing of creatine kinase
(400 u/1 U/L. Serological analysis by indirect
fluorescent antibody test (IFAT) was negative
for Toxoplasma gondii and 1/400 for Neospora
caninum.

Contrasted radiological surveys showed
megaesophagus and showed intestinal gas during
abdominal survey. Ultrasonographic examination
showed gastric wall thickening due to a thicker
mucous layer. An 8,2 mm diammeter mural
nodule was also observed at the piloric region
(Figure 1) .

Within the first 24 hours of hospitalization,
a gastric tube for enteral feeding was introduced.
During the proceeding several smaller nodules
were seen in the gastric fundus. A fine-needle
aspirate was performed of the gastric nodule and

mesenteric lymph nodes. Cytologic evaluation
of the gastric nodule revealed highly number of
zooites and a few neutrophils (Figure 2). High
count of lymphocytes (70%), neutrophils (20 %)
and lymphoblasts (10%) were seen on lymph
nodes smears.

Samples of apendicular muscle were taken
for histopathologic and immunhistochemical
evaluation by an open surgical biopsy proce-
dure.

Histological examination revealed myositis
with an abundant and predominantly histio-
cytic and plasmacytic infiltration, separates in-
dividual fibers, myofibers necrosis and atrophy.
Tachyzoites were associated with these lesions,
some of them were free, while others formed
cystic. Segmental muscle fiber degeneration was
observed.

Polymerase chain reaction (PCR). DNA
was isolated from a paraffin-embedded muscle
sample taken by biopsy using phenol extraction
and ethanol precipitation as described by Moore
(1992) with previous steps of xylol-ethanol treat-
ment (2-times xylol 5 min, 2-times ethanol 100° C
5 min, ethanol 96°C 5 min, ethanol 70°C 5 min,
ethanol 50°C 5 min and distilled water 5 min).
The amplification was performed with the specific
primer pair for Neospora caninum Np6+/Np21+
(Muller et al, 1996). The primers were used at a
final concentration of 0.5 uM and dNTP’s at a final
concentration of 250 uM each (GE Healthcare,
Muinchen, Germany). DyNAzyme II DNA poly-
merase, (Finnzymes, Espoo, Finland) was used as
DNA polymerase at 1 U/25 ul with the provided
buffer. The PCR cycling conditions were 94°C for
5 min, followed by 10 cycles of 56°C (with a 0.5°C
decrement per cycle after the first cycle) for 1 min,
72°C for 1 min and 94°C for 1 min, followed by
40 cycles of 51°C for 1 min, 72°C for 1 min and
94°C for 1 min. The PCR ended with 51°C for 1
min and a final extension at 72°C for 5 min. The
amplification was performed in a thermal cycler
(Personal Thermal Cycler, Eppendorf, Hamburg,
Germany). The amplicons were analysed in 1.5%
agarose gels using a 100 bp DNA ladder (Invitro-
gen, Carlsbad, USA) as reference. DNA isolated
from NC 1- N. caninum tachyzoites and sterile
RNAse-free water (Sigma) were used as positive
and negative controls, respectively.

IMMUNHISTOCHEMICAL STAINING
Sections of muscle were immunohistochem-
ically labelled with an anti N. caninum with the
ABC test using a commercial kit (Vectastain
Elite ABC Kit Mouse IgG, Vector Laboratories
Inc., Peterborough, UK). Primary antibody was a
monoclonal undiluted antibody 5.2.15, specific
for N. caninum tachyzoites (Schares et al., 1999).
Horse anti-mouse IgG biotinylated antiserum was
used as the secondary antibody. Incubation with
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the primary antibody was performed overnight at
room temperature. Positive controls were heart
sections of a N. caninum-naturally infected calf
and negative controls, lung and liver sections of
a naturally infected meerkat (Suricata suricatta).
The reaction was visualized using a 0.05 % di-
aminobenzidine solution in imidazol-buffer and
hydrogen peroxide and Papanicolau solution as
a contrast staining.

RESULTS:

PCR: After electrophoresis, a positive result
(337 bp amplicons) was observed in the samples
corresponding to the muscle biopsy and to the
positive control in the N. caninum specific PCR.

Immunhistochemical staining: Protozoa
in muscle sections of the dog stained strongly
using 5.2.15 monoclonal antibodies against N.
caninum tachyzoites (Figure 3).

Lactated Ringer’s solution was adminis-
tered throughout hospitalization. The therapy
used for neosporosis was clindamycin (20 mg/kg
IM twice daily) until dog dyed, three days later.
Owner refused necropsy.

Figure 1. Utrasonographic examination showing
gastic wall thickening and nodule

Figure 2. Cytologic evaluation revealing high
number of zooites and a few neutrophils.

Neospora caninum
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Figure 3. Protozoa in muscle section stained ston-
gly using 5.2.15 monoclonal antibodies against
N. caninum tachyzoites.

DISCUSSION

The combination of generalized lower mo-
tor neuron paralysis, muscle pain, high serum
creatine kinase and lesions in muscle biopsy
ensure that the dog fulfills the diagnostic criteria
of polymyositis. Histological examination revealed
myositis with tachyzoites associated, some of
them free and others in cystic form. Polymyositis
due to Neospora canimun has been documented
by numerous authors (Podell, 2002, Green, 20006,
Basso, 2005). The presence of megaesophagus
associated with N. caninum infection has been
reported before by Barber and Trees (1996) in 2
of 27 dogs. In this case such lesion was attrib-
uted to neosporosis. Several digestive signs have
been described associated to canine neosporosis.
They are regurgitation due to megaesophagus
and vomiting, icterus and fever associated to
pancreatitis and hepatitis (Green, 2006). The
dog in the present case had gastric nodules with
taquizoites inside and vomiting. There are no
previous reports of gastric affectation in canine
neosporosis infections. This is the first report of
gastric nodules with taquizoites in this disease.
We assume that the stages observed in the mus-
cle sections are tachyzoites because monoclonal
antibodies 5.2.15 recognize only N. caninum tach-
yzoites and failed to detect tissue cysts in brain
sections (Schares et al, 1999). These antibodies
react with a 38 kDa surface antigen that seems
to be restricted to the tachyzoite stage and absent
in bradyzoites (Schares et al, 1999). Serological,
histopathological and immunohistochemical
studies allowed a final diagnosis of generalizad
neosporosis. The lesions and the presence of
large numbers of tachyzoites suggested that the
severity of the clinical signs observed were due
to a N. canimun in
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SEVERED HEMOPARASITOSIS COMPLICATED IN A
THOROUGHBRED HORSES FROM VENEZUELA

Villoria D, Andrea J, Leal L, Garcia F, Morales A.

Veterinary Hospital of National Racetrack “La Rinconada” Department of Veterinary Pathology
Central University of Venezuela

ABSTRACT: Equine piroplasmosis (EP) is the disease caused by protozoan hemoparasites
Babesia caballi and/or B. (Theileria equi). The aim of this study was to report of case of
severed hemoparasitosis complicated in a Thoroughbred horse from Venezuela. The equine
present acute abdominal pain in 24 hours and complicated post 48 hours and death in the 72
hours. Temperature oscillate 41;2°C. Icterus and hematury severed. We realized a multidis-
ciplinary study clinical, laboratory, biochemistry, necropsy, histopathology. Hematies: 10.6
mm?, Hb: 16.4 g/dL, Hto: 48%, plaques 305mm?, Leucocites 4.7 x/mm?, Neutrophiles 47%,
Lymphocytes 44%, Monocites 1%, Eosinophyles 7%. Total Protein 7,2g/dL, Albumine 2.8g/dL,
globulin 4.4g/dL, glicemia 85mg/dL, urea 29mg/dL, creatinine 3.0 mg/dL. BT 3.07mg/dL,
BD 0.33mg/dL, BI 2.74mg/dL, GOT 416UIl/I,CK 183 Ul/I, Na 136mmol/dL, K 3.0 mmol/dL,
Cl 98 mmol/ dL, fibrinogeno 300mg/dL. Giemsa staining of blood smears followed by careful
microscopic examination can reveal the intraerythrocytic parasites in acute cases. B. caballi
can appear pyriform-shaped and occurs in pairs whereas B. equi appears as four pyriform
parasites in a Maltese-cross formation. On necropsy, were observed severed icterus oral and
mucosa, xantomathosis of subcutaneous tissue. Poliserositis, ascitis, anasarca. In the ab-
dominal cavity was observed massive hemoperitoneum severe, adhesive fibrinous peritonitis
by diapedesis. Spleen with hemosiderosis severed. Peritonitis fibrinous adhesive in external
surface of small intestine. Severe disseminate coagulate intravascular, hemolisis acute and
bacteraemia, septicaemia. In conclusion were reported of case of severed hemoparasitosis
complicated in a Thoroughbred horse from Venezuela.

KEYWORDS: hemoparasites, equine, Piroplasmosis.

HEMOPARASITOSIS SEVERA COMPLICADA EN UN
PURA SANGRE DE CARRERAS EN VENEZUELA

RESUMEN: La Piroplasmosis equina (EP) es una enfermedad causada por el protozoo hemo-
pardsitos Babesia caballiy / o B. (Theileria equi). El objetivo de este estudio fue reportar un
caso de hemoparasitosis severa complicada en un caballo Pura Sangre de Venezuela. El equino
presento dolor abdominal agudo en 24 horas y 48 horas edema de miembros posteriores y
muerte en las 72 horas. La temperatura oscilo entre 41, 2 ° C, presento ictericia y hematu-
ria. Se realizé un estudio multidisciplinario clinicos, de laboratorio, bioquimica, necropsia e
histopatologia. Hematies: 10,6 mm 3, Hb: 16,4 g / dl, Hto: 48%, plaquetas de 305 mm 3, los
Leucocitos 4,7 x / mm 3, neutrdfilos 47%, linfocitos 44%, monocitos 1%, Eosinofilos 7%. Total
de proteinas 7,2 g / dl, Albumina 2.8g/dL, 4.4g/ dL globulina, glicemia 85mg/dL, urea 29mg/
dL, creatinina 3,0 mg / dl. BT 3.07mg/dL, BD 0.33mg/dL, BI 2.74mg/dL, GOT 416Ul / |,
CK 183 UI/ I, Na 136mmol/dL, K 3,0 mmol / dl, Cl 98 mmol / dL, fibrinégeno 300mg/dL. El
frotis de sangre coloreado con Giemsa seguido por el examen microscépico revelo pardsitos
intraeritrociticos. B. caballi puede aparecer en forma piriforme y se produce en parejas, mien-
tras que B. equi aparece como cuatro pardsitos piriformes en una formacion de Cruz-Malta.
En la necropsia, se observo la mucosa oral y conjuntival icterica, xantomathosis del tejido
subcutdneo. Poliserositis, ascitis, anasarca. En la cavidad abdominal se observé hemoperi-
toneo masivo peritonitis fibrinosa severa adhesiva por diapédesis. Bazo con hemosiderosis,
Coagulacién intravascular diseminada, hemélisis aguda, bacteremia y septicemia. Se reporto
un caso de hemoparasitosis severa complicado en un caballo pura sangre de Venezuela.

PALABRAS CLAVES: hemoparasitos, equino, Piroplasmosis.
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INTRODUCTION

Equine piroplasmosis (EP) is the disease
caused by protozoan hemoparasites Babesia
caballi and/or B. (Theileria equi). Are obligate
intracellular parasites of the phylum Apicomplexa
and cause hemoparasitic diseases in horses (1).
The natural transmission of these parasites is
through competent tick vectors (2). Incidence of
clinical infection with Babesia organisms is highly
variable from location-to-location. Infection de-
pends on many factors: 1) an animal reservoir; 2)
a Babesia to which humans are susceptible, or
a human host who is asplenic or otherwise im-
munocompromised; 3) a genus of Ixodidae (hard
bodied tick) which can transmit the parasite;
and 4) a suitable tick habitat. Finally, humans
must put themselves at risk by frequenting a tick
habitat in an endemic area in the months when
infective stages of ticks are feeding. Transfusion
transmission can occur anywhere and outside of
tick-feeding season, because blood for transfu-
sion can be collected in a different region of the
country and asymptomatic donors may carry the
parasite (3).

Horses infected with either agent have simi-
lar clinical signs. Clinical signs of EP can include
fever, anemia, icterus, and anorexia. Digestive
tract signs can occur, including colic, constipa-
tion, or diarrhea (2). Thus, in some regions of
the world where infection is common, little or
no clinical disease may be observed in native
horses. However, disease is frequently observed
in adult horses suddenly introduced into areas
with large numbers of infected ticks (2). The aim
of this study was to report of case of severed
hemoparasitosis complicated in a Thoroughbred
horse from Venezuela.

MATERIAL AND METHODS

History: an equine mare Thoroughbred, of
2 year old. The equine present acute abdominal
pain in 24 hours and complicated post 48 hours
and death in the 72 hours.

Clinical sign: Fever: Temperature oscillate
39.4 °C; 39.6 °C (24 hours), 39.7 °C (48 hours),
40.1 °C; 41;2 °C (72 hours).

Icterus: severed 48 hours.

Hematury: severed 48 hours.

Acute abdominal pain: gastric dilatation,
persistent abdominal pain, intestinal motility
normal, loss major colon; no refluxed in the 48
hours and abundant and severe refluxed.

Cardiac Frequency: 68, 68 (24 hours), 92,
84 (48 hours), 84, 92 (72 hours), 120, 120 lpm.

Laboratory Test: Bloods of sample were
collected previous at mortem.

Treatment: emergence acute abdominal
pain: acepromacine, xilacine, Dipirona, flunixin
meglumine, clorure potassium, colicor, Ringer
lactated 24L, 24L, 40L.

Infectious: Penicillin, enrofloxacina, dimi-
nazeno, ivermectina, vitamin B12.

Necropsy: Were examined by necropsy and
samples of tissue were recollected (4, 5).

Histopathology: The tissue samples were
fixed in formalin and processed by conventional
H&E techniques (5).

RESULTS

Laboratory results were: Hematies: 10.6
mm?, Hb: 16.4 g/dL, Hto: 48 %, plaques 305
mm?, Leucocites 4.7 x/mm?, Neutrophiles 47 %,
Lymphocytes 44 %, Monocites 1 %, Eosinophyles
7 %. Total Protein 7.2 g/dL, Albumine 2.8 g/
dL, globulin 4.4g/dL, glicemia 85 mg/dL, urea
29 mg/dL, creatinine 3.0 mg/dL. BT 3.07 mg/dL,
BD 0.33 mg/dL, Bl 2.74 mg/dL,GOT 416 UI/I,CK
183 UI/I, Na 136mmol/dL, K 3.0 mmol/dL, Cl
98 mmol/dL, fibrinogeno 300mg/dL.

Giemsa staining of blood smears followed
by careful microscopic examination can reveal
the intraerythrocytic parasites in acute cases. B.
caballi can appear pyriform-shaped and occurs
in pairs whereas B. equi appears as four pyri-
form parasites in a Maltese-cross formation. On
necropsy, were observed severed icterus oral and
mucosa, xantomathosis of subcutaneous tissue.
Poliserositis, ascitis, anasarca. In the abdominal
cavity was observed massive hemoperitoneum
severe , adhesive fibrinous peritonitis by diaped-
esis. Multiples hemorrhages in the adrenal cortex.
Liver with hemorrhages was fibrosis chronic.
Multifocal necrotic areas were present in the
other lobes. Renal cortical and papillary necrosis,
hematury. Spleen presented severed congestion,
hemorrhage. Gastric ulcer syndrome severed.
Petechiae epicardial hemorrhage. Oedema, con-
gestion and hemorrhage pulmonary. Plastrom
mesenteric in abdomen cranial. Histopathology
revealed severed fatty degeneration and hepatic
necrosis. Hemorrhage in adrenal cortex with
coagulation necrosis of zone glomerulosa, zone
fasciculata and zone reticularis. Acute tubular
necrosis, vacuolar degeneration and glycogen
nephrosis, hemoglobinuria, glomerulonephritis
membranous severed. Spleen with hemosiderosis
severed, germinal center development within the
lymphoid follicles should be noted as decreased.
Reactive extramedullary hematopoiesis may be
seen in conjunction with conditions that target
the destruction of lymphocytes. Decreased cel-
lularity of the lymphoid follicles, marginal zone
and red pulp region were presented. Chronic
gastritis surface, erosion focal and hyperkeratosis
infiltrated of lymphocytes in the lamina propria.
Peritonitis fibrinous adhesive in external surface
of small intestine. Severe disseminate coagulate
intravascular, hemolisis acute and bacteraemia,
septicaemia.
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DISCUSSION

The exact pathogenesis of equine babe-
siosis is not known completely, but metabolic
stress placed on the parasitized erythrocytes
may cause hypophosphatemia and weakening of
erythrocytic cell membranes causing hemolysis
(1, 7). Parasitized red cells lyse intravascularly,
producing hemoglobinemia in the acute phases
of the disease (1, 7). The intravascular hemolysis
causes a marked hyperbilirubinemia and icterus
can be pronounced in many cases. Hemoglobinu-
ria seems to occur more frequently and severely
with Babesia equi infections, but can be seen in
horses infected with either species. In addition
to regenerative hemolytic anemia, a significant
monocytosis and eosinopenia may be observed in
horses with babesiosis. In severe disease, the in-
travascular hemolysis produced by the infection
may disturb capillary blood flow enough to cause
disseminated intravascular coagulation (DIC) and
resulting signs of coagulopathy (7). Along with
appropriate clinical signs and pathologic find-
ings of hemolytic anemia, the identification of
the parasitized erythrocytes on routinely stained
blood smears is diagnostic. In cases of chronic or
subacute babesiosis, it may not always be pos-
sible to visualize the organisms on blood smear
examination. In these situations, PCR, ELISA,
serology, or a combination of these tests is used
to establish a diagnosis. The most commonly used
serologic tests are the complement fixation (CF)
and indirect fluorescent antibody (IFA) tests.

Gross necropsy findings of horses with
babesiosis include thin watery blood, icterus,
effusions of the body cavities and pericardium,
hepatomegaly, and splenomegaly (1, 2, 7). Several
types of polymerase chain reaction (PCR) tests
have been developed and are used for research
purposes. What role the PCR test will play in the
future for determining a horse’s infection status
is still being determined (2). The recent babesio-
sis literature continues to support the conten-
tion that the pathophysiology of babesiosis has
much in common with malaria, sepsis and other
systemic inflammatory states. It is now recogn-
ised that sepsis can result in both excessive and
inadequate inflammation (6, 7).

A wide variety of factors may precipitate
sludging: endothelial fibrin and red blood cell
bound fibrinogen; strand-type knob-forming
membrane changes in parasitized red blood cells;
increased plasma viscosity caused by fibrin, fi-
brinogen, and their complexes; and erythrocyte
lipid changes such as externalization of phos-
phatidylserine. The cellular immune system,
including production of cytotoxic TNF-alpha,
plays an important role in many of these clinical
changes. Parasite and host derived proteases,
plasma kallikrein, thrombin and thrombin- like
enzymes, and anoxia cause alveolar edema and

Hemoparasitosis in horses

an accumulation of neutrophils and red blood
cells in pulmonary capillaries (3). Other complica-
tions of babesiosis have included retinal infarct,
encephalopathy, hepatic failure, renal failure,
hemophagocytic syndrome, and autoimmune
hemolytic anemia (3). The reticuloendothelial
system plays a vital role in nonspecific resistance
(3). Specific resistance depends on both humoral
and cell-mediated immunity. Babesia infection
elevates levels of IgG and IgM in animals and
humans (3). In vitro observations suggest that
immunity may be influenced by humoral fac-
tors; phagocytosis of infected cells by splenic
macrophages requires antibody, complement,
and conglutin (3). The complex interactions be-
tween pro- and anti-inflammatory responses were
elegantly illustrated in bovine babesiosis (6). A
hypo inflammatory immune response might be
as detrimental as excessive inflammation, and
improved outcome might be achieved if individual
immune statuses were known and treatment
tailored accordingly (1, 2, 6, 7). This area of in-
vestigation is highly relevant to canine babesiosis.
In addition to altered immune status, there can
be little doubt that babesiosis is characterised by
abnormal perfusion and tissue hypoxia, which
has major implications for the function of every
organ and system in the body. It could be convinc-
ingly argued that all critical illness can ultimately
result in abnormal tissue perfusion, but it is not
difficult to allow that virulent babesiosis and
malaria are special cases, in that they involve
large intravascular organisms that remain in the
vasculature and sequester there.

Profound intravascular, vascular and
perivascular pathology has been described (1).
There are many potential contributing factors to
tissue hypoxia in babesiosis, including micro-
vascular sequestration, severe anemia, altered
erythrocyte deformability and hemoglobin func-
tion, auto-agglutination, endothelial activation
and damage, increased endothelial permeability,
disseminated intravascular coagulation, hypoten-
sion, pulmonary edema and myocardial dysfunc-
tion (7).

In conclusion were reported of case of
severed hemoparasitosis complicated in a Thor-
oughbred horse from Venezuela.
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RESUMEN: Los péptidos natriuréticos son una familia de hormonas que juegan un papel
primario en la regulacién de la homeostasis cardiovascular y renal. Tres han sido identifica-
dos, el péptido natriurético atrial (ANP), péptido natriurético tipo B (BNP) y péptido natriurético
tipo C (CNP). ANP y BNP se sintetizan en el tejido cardiaco atrial y ventricular, respectiva-
mente. En humanos, su concentracién se relaciona con enfermedades cardiacas, renales,
hipertension, edad y sexo. Del mismo modo, en caninos y felinos, sus niveles se asocian con
distintas patologias cardiacas, renales, hipertensién, obesidad. Actualmente, en animales
de comparnia, se consideran una herramienta complementaria en el diagnéstico, tratamiento
y seguimiento de las cardiopatias. El presente trabajo tiene como objetivo llevar a cabo una
revision bibliogrdfica sobre los péptidos natriuréticos con la finalidad de poner en discusién
sus perspectivas y aplicaciones en el campo de la cardiologia veterinaria.

Palabras Clave: Peptidos Natriureticos en cardiologia caninos

INTEREST OF THE NATRIURETIC PEPTIDES
IN VETERINARY CARDIOLOGY

ABSTRACT: The natriuretic peptides are a family of hormones that play a primary role in the
regulation of the cardiovascular and renal homeostasis. Three have been identified: the atrial
natriuretic peptide (ANP), B type natriuretic peptide (BNP) and C type natriuretic peptide (CNP).
The ANP and BNP are synthesized in the atrial and the ventricular cardiac tissue, respectively.
In humans, they were related with cardiac and renal disease, hypertension, age and sex. In
the same way, in canines and felines were also related with different cardiac pathologies,
renal disease, hypertension, obesity . At present, they are considered a complementary tool in
the diagnosis, treatment and prognosis in companion animal’s patients with cardiac disease.
The objective of the present work was to carried out a bibliographic review among the actual
natriuretic peptides available in the field of veterinary cardiology.
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INTRODUCCION

En la clinica veterinaria de animales de
compania, el diagnéstico y la evaluacion de la
funcién cardiaca se realizan, tradicionalmente,
a partir del examen clinico junto a una serie de
estudios complementarios diagnésticos que com-
prenden la electrocardiografia, radiologia toracica
y ecocardiografia. Dentro de éstos, la ecocardio-
grafia, el método diagnéstico mas apropiado para
la evaluacion cardiaca, tanto convencional como
Doppler, puede no estar disponible para todos los
pacientes por su costo, el tiempo que requiere
su realizacién y la experiencia que demanda por
parte del operador.

En los ultimos afios, principalmente en me-
dicina humana, los biomarcadores cardiacos han
cobrado una importancia fundamental y ocupan
un primer plano en el diagnéstico y seguimiento
de las cardiopatias. De manera similar, en la ac-
tualidad, los péptidos natriuréticos proporcionan
nuevas y prometedoras perspectivas en cuanto a
su utilidad en el diagnéstico, tratamiento y pro-
nostico de las patologias cardiacas en caninos y
felinos. Este articulo pretende realizar una revi-
sién bibliografica sobre los péptidos natriuréticos
con la finalidad de poner en discusion las pers-
pectivas y las posibles aplicaciones que ofrecen
los mismos a la cardiologia veterinaria.

ORIGEN

Los péptidos natriuréticos (NP) son una fa-
milia de hormonas (1) que juegan un importante
rol en la regulacion de la homeostasis cardiovas-
cular y renal (2), a partir de su actividad vasodi-
latadora, natriurética, antagonista del sistema
renina angiotensina aldosterona (3, 4, 5 ), lusino-
tropica (6) e inhibitoria de la fibrosis cardiaca (7).
El primero en ser descubierto (8) y secuenciado
(9) fue el Péptido Natriurético Atrial (ANP). Los
restantes miembros, Péptido Natriurético Tipo B
(BNP) y Péptido Natriurético Tipo C (CNP), fueron
caracterizados en 1989 (10) y en 1990 (11). El
ANP se presenta en mayor concentracién en el
tejido cardiaco atrial (8, 9) y es almacenado en
forma de granulos de rapida liberacién (12, 13). El
BNP, originalmente descubierto en tejido cerebral
porcino (14), es sintetizado y liberado, tanto por
miocitos atriales como ventriculares, sin un pro-
ceso de almacenamiento extenso (15, 16, 17). El
CNP, el miembro mas recientemente descubierto,
es sintetizado en las células endoteliales vascu-
lares (18) y presenta una alta concentraciéon en
el sistema nervioso central en comparacion con
los bajos niveles que se observan tanto en tejido
cardiaco como sanguineo (11).

ESTRUCTURA MOLECULAR

El analisis estructural muestra que los NP
presentan un anillo central en comun, constitui-
do por 17 aminoacidos, y dos cadenas peptidicas,

adheridas a éste, en las cuales se expresan las
principales diferencias genéticas (9, 11). E1 ANP
es sintetizado como un polipéptido precursor de
126 aminoacidos (proANP-126), el cual, luego
de su liberacion a sangre, es escindido en dos
fragmentos menores, la fraccion carboxilo ter-
minal biolégicamente activa de 28 aminoacidos
(C-ANP 99-126) y la fraccion amino terminal de
98 aminoacidos residual (Nt-proANP 1-98) (19).
EL BNP, de forma similar al ANP, es sintetizado
y liberado a la circulaciéon como una prohormona
glicosilada (20) de 108 aminoacidos denominada
proBNP (4, 21, 22). Una vez en el torrente san-
guineo esta es proteoliticamente dividida en dos
fragmentos por una proteasa sérica (23) ubicada
en la membrana de los miocitos cardiacos (24),
la fraccion carboxilo terminal no glicosilada
(20) de 32 aminoacidos, biolégicamente activa,
denominada C-BNP o BNP 1-32 (25, 26) y un
fragmento amino terminal glicosilado, (20) de
76 aminoacidos residual inactivo, denominado
Nt-proBNP (27, 28, 29, 30). El BNP 1-32, luego
de cumplir su actividad biolégica, es clivado por
una dipeptidil aminopeptidasa IV (DPP4) a BNP
3-32 (31). Ya que este ultimo presenta acciones
significativamente inferiores al BNP activo esta
molécula sea, probablemente, el primer paso en
el proceso de degradacion de este péptido (5).

MECANISMO DE ACCION

Los péptidos natriuréticos ejercen su acti-
vidad biologica al unirse a receptores celulares
especificos presentes en el endotelio y células
musculares lisas de los vasos sanguineos (32),
rinones, pulmones y miocitos cardiacos (33).
Tres tipos de receptores han sido caracterizados
(34,35). Dos de estos, el receptor de péptidos na-
triuréticos tipo A (NPR-A) y el receptor de péptidos
natriuréticos tipo B (NPR-B), presentan actividad
Guanil Ciclasa (CG) y median su accién a partir
de la produccién del segundo mensajero Guanosil
Monofosfato Ciclico (GMPc) (36). Por su parte, el
tercero, denominado receptor de péptidos na-
triuréticos tipo C (NPR-C), tiene como funcion
remover de la sangre las formas biolégicamente
activas de los péptidos natriuréticos (37, 38). Esta
ultima funcién, es también compartida con en-
dopeptidasas neutras presenten en la circulacion
sanguinea, aunque a diferencia de NPR-C, éstas
degradan ANP fundamentalmente y en menor
proporcion BNP (39, 40).

ANP y BNP estimulan la producciéon de
GMPc a partir de la activacion del receptor NPR-
A (41, 42,43). CNP, en cambio, estimula la pro-
duccién de GMPc a partir de su accion especifica
sobre el receptor NPR-B (44). E1 GMPc generado,
a partir de la activacion de la CG, es degradado,
luego de cumplir con su actividad biologica, por
enzimas con actividad fosfodiesteraza, como la
PDE, (42), la cual se encuentra en rinones, co-
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razén y vasos sanguineos (45). Los fragmentos
inactivos Nt-proANP y Nt-proBNP, por su parte,
son excretados sin modificaciones via renal, en
contraste con la eliminacién via receptores espe-
cificos y/o enzimas de degradacién que sufren los
fragmentos activos (46). Presentan, ademas, una
menor variabilidad biologica (47,48) y una mayor
vida media que las fracciones activas (49).

FISIOPATOLOGIA

ANP y BNP son liberados por el tejido car-
diaco en respuesta a incrementos en el estrés
parietal de atrios y ventriculos (50). La sintesis,
regulacién y liberacién de éstos péptidos presen-
tan diferencias puntuales entre si (51).

El estimulo primario para la liberacién de
ANP es la sobrecarga de volumen y/o presion
que soportan los atrios cardiacos, independien-
temente de cual sea la etiologia de la patologia
cardiovascular. En respuesta a la misma, los
niveles sanguineos de ANP aumentan rapida-
mente como consecuencia, en primer lugar, de
la rapida descarga a partir de los granulos de
reserva ubicados en los miocitos atriales y, en
segundo lugar, por el incremento de su sintesis
(52). A pesar de ésta pronta respuesta y de la
elevacion temprana de los niveles sanguineos,
frente a patologias cardiacas cronicas los niveles
de ANP no se elevan en la misma proporcion que
en los primeros estadios (51).

En animales sanos, la mayor parte del
BNP circulante se origina, en forma primaria y
de manera similar a ANP, a partir de la sintesis
y liberaciéon de los miocitos atriales y, en forma
secundaria, de miocitos ventriculares (52). Una
diferencia significativa entre BNP y ANP radica
en que, el primero, no presenta un proceso de
almacenamiento extenso en las células cardiacas
que le permitan una rapida liberacién frente a
condiciones patologicas (53). De esta forma, el
estiramiento de la pared atrial y, principalmen-
te, el estrés parietal ventricular desencadenan
la sintesis y liberacién gradual de BNP con
el consecuente aumento de su concentracion
plasmatica (29). Aumentos marcados, como los
que se observan en pacientes con insuficiencia
cardiaca cronica, son provocados, a su vez, por
el incremento de la sintesis proteica a partir de
una mayor regulacién génica en ventriculos car-
diacos primariamente (4,54). Asi, y a diferencia
de ANP, los niveles de BNP incrementan de una
manera mas lenta, pero mas persistente, como
consecuencia de cambios hemodinamicos cré-
nicos (55, 53). La sintesis y secrecién de BNP se
incrementa, de esta forma, en respuesta a fuerzas
hemodinamicas como las que se generan a partir
de la sobrecarga de volumen y/o presién que so-
portan las camaras ventriculares principalmente
(56). En sintesis, los niveles circulantes de BNP
se correlacionan positivamente con la severidad

Péprido netriuréticos

de la insuficiencia cardiaca (57) y proporcionan
un sensible biomarcador para el diagnéstico,
seguimiento y pronéstico de la insuficiencia car-
diaca (58,59).

DETERMINACION

La determinacion de las concentraciones
circulantes de los péptidos natriuréticos se con-
sidera parte de los analisis que se realizan para
diagnosticar enfermedades cardiacas en el hom-
bre (60). El requisito fundamental para utilizar
un péptido como biomarcador es que exista una
prueba confiable, tanto en su sensibilidad como
en su especificidad (61).

Los polipéptidos precursores, asi como
los fragmentos activos e inactivos presentan
diferencias significativas, tanto en ANP como en
BNP, que van mas alla de su actividad biologica
y que son determinantes a la hora de cuantificar
las concentraciones séricas o plasmaticas de los
mismos. Estas diferencias muestran que los frag-
mentos inactivos, Nt-proANP y Nt-proBNP, son
utilizados como test diagnoéstico en pacientes hu-
manos, en lugar de los fragmentos activos C-ANP
y C-BNP, ya que son mas estables a temperatura
ambiente (62) y presentan una vida media mas
larga que los fragmentos activos (63). Asi, a modo
de ejemplo, la vida media de C-BNP en caninos
es de 1.5 min, considerablemente inferior que la
del fragmento inactivo, (63) y la de GMPc, gene-
rado a partir de su accion biolégica, es de unos
30 min (64). Las determinaciones de los NP en
suero y plasma muestran resultados discrepantes
a partir de distintos estudios. Kellihan y otros,
observaron concentraciones mas altas en mues-
tras séricas en comparacion con las plasmaticas,
obtenidas de forma pareada a partir de pacientes
caninos sanos (65), en contraposicion con otros
resultados, también en caninos sanos, donde no
se observaron diferencias significativas (66).

La secuencia molecular de ANP y BNP, por
otra parte, a pesar de estar altamente conser-
vada entre las especies mamiferas, presentan
diferencias significativas. Asi, por ejemplo, el
ANP canino muestra un 87% de homologia con
el ANP humano (67), mientras que BNP muestra
s6lo un 43% de homologia entre estas especies
(68, 17). Esto genero dificultades, en un principio,
para determinar los niveles circulantes de los
NP, en caninos y felinos, cuando se empleaban
test humano especificos. Por esta razén se han
desarrollado test caninos y felinos (69) especi-
ficos, tanto para los fragmentos activos como
residuales de los péptidos ANP (66) y BNP (61) y
se encuentran disponibles comercialmente, en la
actualidad, por diferentes laboratorios. A pesar
de estos recientes ensayos, y de la alta especifi-
cidad y sensibilidad que poseen, los mismos son
incapaces de distinguir entre las formas circu-
lantes de C-ANP versus proANP, C-BNP versus
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proBNP, Nt-proANP versus proANP y Nt-proBNP
versus proBNP (22). La razon para esto es que el
fragmento activo y el inactivo comparten, cada
uno por separado con el polipéptido precursor,
los extremos carboxilo terminal y amino terminal,
respectivamente. Lo expresado aqui determina
que, cuando se cuantifica el fragmento activo
por ejemplo, los valores hallados son el resultado
de la suma de la fraccién activa y del precursor
polipeptidico que da origen a la misma (22).

DIAGNOSTICO DE CARDIOPATIAS

En los ultimos anos los NP ocupan un
lugar destacado dentro del diagnoéstico de las
cardiopatias humanas. Su determinacion es re-
comendada como uno de los primeros pasos del
examen clinico cardiolégico (70, 71, 72, 73) y es
utilizada, a su vez, como guia para evaluar el tra-
tamiento y el pronostico en esos pacientes (74, 75,
76, 77,78, 79). Las investigaciones recientes en
medicina veterinaria, por su parte, proporcionan
nuevas perspectivas en la evaluacion de la fun-
cién cardiaca del perro y el gato. A continuacion
exponemos los principales hallazgos y utilidad
clinica en estas especies.

CARDIOPATIAS EN CANINOS

En pacientes caninos los NP permiten rea-
lizar el diagnéstico, evaluaciéon y monitorear el
tratamiento de la enfermedad cardiaca (60), con
ciertas limitaciones puntuales. Los niveles san-
guineos de C-ANP (80, 81), Nt-proANP (66), C-BNP
(82) y Nt-proBNP (83) permiten diferenciar cani-
nos con enfermedad cardiaca, = Clase II de la In-
ternational Small Animal Cardiac Health Council
Heart Failure Classification (ISACHC), de caninos
sanos correlacionandose, dicha concentracion,
con el grado de murmullo cardiaco, los hallazgos
en el examen fisico, radiolégico y ecocardiografi-
co . Permiten distinguir, a su vez, entre caninos
con insuficiencia cardiaca congestiva, Clase II 6
IIT (ISACHC), de pacientes con enfermedad car-
diaca sin signos de congestiéon (84, 85, 17, 82,
60). La concentracion de los NP, de igual forma,
se encuentra mas elevada en pacientes Clase II
con enfermedad cardiaca activa que en pacientes
Clase II con enfermedad cardiaca compensada,
sugiriendo que la concentracién de los NP (Nt-
proBNP) disminuye en respuesta al tratamiento
(60) y aumenta significativamente a medida que
se hace mas severa la enfermedad cardiaca (86,
60, 66). En estos pacientes, por otra parte, las
concentraciones de C-BNP (87), Nt-proANP (87) y
Nt-proBNP (88) permiten distinguir si las causa
de tos y disnea, obedecen a un origen cardiaco
o no cardiaco (pulmonar). En pacientes Clase Ia
(ISACHC), por otro lado, la concentracién de los
NP (Nt-proBNP) es comparativamente inferior

que en pacientes caninos Clase Ib (pacientes con
enfermedad cardiaca subclinica con examenes
complementarios que evidencian la presencia
de enfermedad cardiaca). Es, en la sensibilidad
de los NP en estos ultimos pacientes, donde se
presentan la zona mas gris de la utilidad de este
biomarcador. Los valores de corte establecidos
por los distintos laboratorios son claramente
eficaces en distinguir caninos sanos de los Clase
II y III, pero en los Clase I, tanto a como b, se
encuentra una proporciéon importante de falsos
positivos y negativos, que no hacen posible, has-
ta el momento, su uso como Unico medio para
realizar el diagnéstico de enfermedad cardiaca
con certeza. Estas variabilidad puede obedecer
a causas raciales (60) 6 a factores que deben ser
mas profundamente estudiados como la edad, el
sexo, etc. (89).

Dentro de las principales patologias cardia-
cas, que afectan a los caninos domésticos, los NP
también presentan hallazgos significativos. En
pacientes con enfermedad valvular crénica (CVD)
las concentraciones de los NP (Nt-proANP/Nt-
proBNP) permiten diferenciar entre caninos con
severa regurgitacion mitral y aquellos con leve a
moderada regurgitacién mitral (66, 90). Cuando
los pacientes con CVD presentan, a su vez, insu-
ficiencia cardiaca congestiva se manifiesta una
positiva correlacién entre la concentracion de
los NP circulantes y la severidad de la patologia
valvular, el grado de mortalidad y el tamario del
jet de regurgitacién (81, 82, 90). Las concentra-
ciones de los NP (Nt-proBNP), por ejemplo, para
los estadios clase Ia, Ib, [l y Illa (ISACHC) fueron
de 302,8 +/-257,1, 634,2 +/- 642,5, 1277,9 +/-
756,27y 1908,9 +/- 538,8 pmol/l, respectivamen-
te. Esto pone en evidencia que la concentracion
en pacientes grado Ib, o mas grave, fue signifi-
cativamente mas alta que en los controles sanos
Yy que en pacientes asintomaticos con examenes
complementarios normales. La misma aumenta
progresivamente, a su vez, con la severidad de la
insuficiencia cardiaca y se asocia con la clasifica-
cion del estado de la funcién cardiaca realizada
por la ISACHC (89). En pacientes con soplos
cardiacos de grado 1/6 a 2/6, por otra parte,
no se observaron diferencias significativas en la
concentracion de los NP (Nt-proBNP) comparada
con los controles sanos. En caninos con soplos
3/6 o mayores, en cambio, la concentracion de
NP fue significativamente mas elevada que en los
controles sanos y se correlacioné positivamente
con la intensidad del soplo cardiaco (89). La
concentracion circulante (Nt-proBNP) se correla-
cion6 positivamente con la frecuencia cardiaca,
la frecuencia respiratoria, el tamafio cardiaco
vertebral (VHS), la relacion Ao/AIl (89), la rela-
cion Ao/DVID, la relaciéon Ao/DVIS, la uremia,
la creatininemia y negativamente con la cloremia
en estos pacientes (60, 90). De esta manera, los
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hallazgos en el diagnéstico por imagenes y los
niveles de los NP (Nt-proBNP) se asocian positi-
vamente con la severidad de la CVD (89). En este
tipo de patologia, por tiltimo, la concentraciéon de
los NP (Nt-proBNP) fue significativamente mayor
en pacientes con hipertension pulmonar asociada
a insuficiencia valvular mitral comparada con
caninos sanos y disminuy6 significativamente a
partir de la terapia con pimobendan en la prime-
ras etapas de tratamiento Informacién reciente
sugiere que, ademas, caninos con hipertension
pulmonar asociada a patologia cardiaca o no,
presentan concentraciones de NP (Nt-proBNP)
significativamente mas elevadas en comparacion
con pacientes caninos afectados de enfermedades
respiratorias primarias (88, 60, 90). Esta hipo-
tesis se refuerza al observar que en caninos con
insuficiencia cardiaca el inhibidor especifico de la
PDE;, Sildenafil, mejoro los efectos hemodinami-
cos de los NP exégenos (C-BNP) en la circulacion
pulmonar. Estos hallazgos soportan la idea del
rol de la PDE, como desensibilizante de la accion
de los NP sobre su actividad en la vasculatura
sistémica (91). Esta ultima actividad sumada a
la disminuciéon concomitante de la sintesis de
GMPc, en pacientes con insuficiencia cardiaca,
genera efectos adversos como la disminucién de
la actividad de los receptores NPR-A, una mayor
accion de los receptores NPR-C y un incremento
en el catabolismo de GMPc por una mayor pro-
duccion de PDE_ (92).

Dentro de las restantes causas de enferme-
dad cardiaca, presentes en caninos domeésticos,
se evidencian los mismos hallazgos que para la
CVD, pero se presentan particularidades que
merecen su consideracién. Las concentraciones
de C-BNP y Nt-proBNP (60) permiten diferenciar,
significativamente, entre las distintas causas
de enfermedad cardiaca y muestran que los pa-
cientes con cardiomiopatia dilatada presentan
niveles de NP mucho mas elevados que aque-
llos afectados por otras causas de enfermedad
cardiaca independientemente de la severidad
que presente la patologia. En caninos de la raza
Boéxer con cardiomiopatia arritmogénica de ven-
triculo derecho, una variante de cardiomiopatia
dilatada, la concentracion de NP (C-BNP) se halla
sensiblemente mas baja cuando se la compara
con los niveles circulantes de NP presentes en
otras razas caninas con cardiomiopatia dilatada
y en similares estadios de la enfermedad (93). En
caninos Doberman Pinschers, con cardiomiopatia
dilatada idiopatica,en cambio, la concentraciones
de los NP (C-ANP/Nt-proBNP) se hallan signifi-
cativamente mas elevadas en comparacion con
caninos de otras razas gigantes con esta misma
afeccion (94, 95). Otros estudios realizados en
una colonia de Golden retriever con miocar-
diopatia distrofica oculta mostraron, ademas,
un incremento en los niveles circulantes de

Péprido netriuréticos

C-BNP cuando se comparaba a estos pacientes
con controles sanos (96). En modelos caninos
experimentales de estenosis adrtica, que origi-
nan cambios a nivel miocardico, se observé que
las concentracién de C-ANP se incrementa en
forma temprana ante sobrecargas de volumen
y/o presiéon sobre las camaras cardiacas, en
cambio, C-BNP se eleva mas lentamente pero de
forma constante y sus niveles se correlacionan
significativamente con las alteraciones halladas
a partir del examen ecocardiografico (97). Estas
observaciones concuerdan con las halladas en
pacientes humanos, con enfermedad cardiaca, en
donde una de las mayores causas de incremento
de C-BNP es el aumento del estrés parietal que
sufre la pared ventricular izquierda al final de la
diastole (98). Asi, en estos modelos caninos, la
presion diastélica final del ventriculo izquierdo
y el espesor del septum interventricular en dias-
tole son predictores de la concentracion de los
NP (Nt-proBNP) (97). El taponamiento cardiaco,
por ultimo, no presenta niveles significativos de
C-BNP que permitan diferenciarlo de un paciente
sano y/o de pacientes con enfermedad cardiaca
asintomatica leve a moderada. Iguales hallazgos
se han obtenido en pacientes humanos (99).

CARDIOPATIAS EN FELINOS

La asociacion entre las cardiopatias felinas
y los NP presentan una relacién similar a la ob-
servada en los caninos pero con ciertas particu-
laridades propias de la especie. Los niveles de los
NP (Nt-proANP y Nt-proBNP) han demostrado su
utilidad para diferenciar entre pacientes felinos
con enfermedad cardiaca de pacientes felinos
sanos (100, 101, 97). En un ensayo apareado,
entre los dos péptidos mencionados anteriormen-
te y que hace hipotetizar que las formas activas
se comportan de manera similar, se observé que
ambos resultan ttiles para diferenciar pacientes
felinos con enfermedad cardiaca sintomatica de
felinos sanos con una diferencia significativa (P
= 0.011) a favor de Nt-proBNP. En este estudio,
las concentraciones halladas de Nt-proANP no
presentaron la misma sensibilidad que los niveles
de Nt-proBNP para distinguir entre felinos con
enfermedad cardiaca sin signos de insuficiencia
cardiaca congestiva de felinos sanos, arrojando
un numero no menor de falsos negativos. Las
razones probables, para esta ultima desventaja,
se pueden fundamentar en el grado variable
de distencién o estrés parietal que soportan
los atrios cardiacos en la enfermedad cardiaca
asintomatica en comparacién con las signifi-
cativas alteraciones que sufren los mismos en
la insuficiencia cardiaca congestiva (102, 100).
En pacientes felinos con insuficiencia cardiaca
congestiva se presenta siempre un estimulo im-
portante, sobre la pared atrial, que induce una
sintesis significativa de Nt-proANP, mejorando
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la sensibilidad del mismo frente a felinos asin-
tomaticos y sanos (101). Es decir, Nt-proBNP es
significativamente superior a Nt-proANP para
diferenciar entre felinos con enfermedad cardiaca
asintomatica y felinos sanos (101). La concen-
tracion de este ultimo, en pacientes felinos con
cardiomiopatia hipertréfica, se ha encontrado
estar aumentada unas 10 veces en comparacion
con felinos sanos. Este importante aumento,
es generado como resultado del incremento en
la expresion miocardica de proBNP, pero no de
Nt-proANP, tanto en atrios como en ventriculos
cardiacos (102, 103). Hallazgos similares se han
encontrado en pacientes felinos con insuficiencia
cardiaca congestiva, independientemente de la
causa de la misma (104). La remodelacién croé-
nica del ventriculo izquierdo, en pacientes con
cardiomiopatia hipertroéfica, es el estimulo para
el aumento progresivo en la sintesis de proBNP
(101). El valor de corte observado en felinos, por
ejemplo para Nt-proBNP, que permite distinguir
entre felinos sanos de felinos con enfermedad
cardiaca presenta una concentracion de 49 fmol/
ml (Feline Cardioscreen Nt-proBNP Guilday Ltd,
Biomedica Guildford, Surrey, UK) con una sen-
sibilidad del 100% y una especificidad del 83,3%
(101). Aumentos en la concentracién de los pép-
tidos natriuréticos han sido identificados en pa-
cientes humanos con cardiomiopatia hipertrofica
(105), estando, en estos casos, la concentraciéon
de Nt-proBNP correlacionada positivamente con
el grado de severidad del proceso hipertréfico (9),
asociado al aumento espesor de la pared libre del
ventriculo izquierdo (100).

Los niveles de los NP (Nt-proBNP) permi-
ten diferenciar entre causas de disnea de origen
cardiaco de aquellas de origen no cardiaco o res-
piratorio (106). La concentracion del mismo se en-
cuentra significativamente mas elevada, de esta
forma, en felinos con enfermedad cardiaca que
en felinos con enfermedad respiratoria primaria
(107). La concentracion de los NP, por otra parte,
no tuvo diferencias significativas entre machos
y hembras con insuficiencia cardiaca o entre las
distintas causas de insuficiencia cardiaca, pero
se correlaciona negativamente con la edad en
pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva
y positivamente con el aumento de espesor del
septum interventricular y de la pared libre al final
de la diastole (107). Por tiltimo, la concentracion
de Nt-proBNP, se correlaciona con el peso corpo-
ral, el diametro ventricular sistélico y diastélico,
la fraccion de acortamiento, el tamano cardiaco
vertebral, la concentracion sérica de tiroxina,
creatinina , urea y Troponina I (107).

ACTIVIDAD EN ORGANOS NO MIO-
CARDICOS

Los NP, como se mencioné en los primeros
parrafos, juegan un importante rol en la regu-

lacién de la homeostasis cardiovascular y renal
(28). Modificaciones en la funciéon de 6rganos
no miocardicos o variables sistémicas, como el
rin6én (108) y la presiéon arterial (109) respec-
tivamente, alteran los niveles circulantes de
los NP, de manera independiente de la funcién
cardiaca. En caninos la concentracion de los NP
se correlaciona con la funcién renal (108). En
estos pacientes, con insuficiencia renal crénica,
los niveles de NP (Nt-proBNP) se hallaron 2 veces
mas elevados comparados con caninos sanos
(80), en concordancia con estudios realizados
en humanos con C-BNP (110). En estos ultimos
se observé una fuerte correlaciéon negativa con
el grado de filtracién glomerular (111, 112, 113)
y que, ademas, las mismas estan afectadas por
el indice de masa corporal y la edad del paciente
(114). En recientes estudios realizados en cani-
nos y felinos, se demostré que la concentracion
de los NP se correlaciona positivamente con los
niveles séricos de urea y creatinina, tanto, en
pacientes caninos sanos como en los que pre-
sentan enfermedad renal, enfermedad cardiaca
(66) o cuando se presentan ambas disfunciones
juntas. La funcion renal, por lo tanto, puede in-
fluenciar los valores de corte para el diagnostico
de enfermedades cardiacas puras y/o mixtas La
concentracioén de los NP (Nt-proBNP) se correla-
ciona, a su vez, significativa y positivamente con
la edad y la severidad de la enfermedad renal
en felinos (109), de manera similar a lo que se
presenta en pacientes humanos gerontes o con
insuficiencia renal (80).

La presién sistémica es otra variable orga-
nica que incide sobre la concentracion circulante
de los NP. Los niveles séricos de NP (Nt-proANP
y Nt-proBNP) se correlacionan positivamente con
la presion arterial sistolica en felinos domésticos
(109) y sus determinaciones permiten diferenciar
entre pacientes normotensos con enfermedad
renal crénica, de hipertensos con enfermedad
renal cronica y de pacientes felinos sanos. En
lo que respecta a las distintas determinaciones
utilizadas, s6lo Nt-proBNP fue estadisticamente
significativo para diferenciar felinos normotensos
de hipertensos, ambos con enfermedad renal
cronica, estando mas elevada en los ultimos. De
esta manera, tanto la hipertensién arterial como
las patologias renales producen aumentos en la
concentracioén de los NP (109).

DISCUSION: RELACION CON VARIA-
BLES CONSTITUTIVAS

Los niveles circulantes de NP, publicados
en los distintos ensayos hasta el momento, se han
asociado con resultados diferentes a las variables
constitutivas y raciales. En lo que respecta a las
primeras, edad, sexo, estado reproductivo, peso
y tamarfio corporal, varios ensayos no hallaron
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correlacion entre estas y la concentracion séri-
ca o plasmatica de los NP (Nt-proBNP) tanto en
pacientes con enfermedad cardiaca como en pa-
cientes sanos (115, 66,60, 90, 65). Si, en cambio,
observaron diferencias entre caninos de raza pura
y mestizos, estando, la concentracion de los NP
(Nt-proBNP), mas elevada en los primeros en la
poblacién general sanos-enfermos (60). Por su
parte, sobre un estudio en 330 caninos (sanos +
enfermos cardiacos + enfermos no cardiacos), De
Francesco et al, hallaron diferencias en relacion
ala edad y el sexo de los pacientes de manera si-
milar a otros ensayos (89).En este, se observo que
los machos presentaban niveles % mas elevados
que las hembras en igual forma que los mayores
de 8 anos con respecto a los menores de 8 anos
de edad. En pacientes humanos, por su parte,
se presentan correlaciones significativas con la
edad, el sexo, la raza, la condicién corporal y la
funcion renal. Se observan mayores niveles en
mujeres que en hombres y en adultos que en jo-
venes (116, 117, 118). Es importante mencionar
que estos ultimos estudios son multicéntricos y
con un muestreo muy amplio.

La obesidad en estos pacientes, se correla-
ciona negativamente, a su vez, con la concentra-
cion de los NP a causa, probablemente, de una
disminucién en la sintesis o secrecién de los NP
(Nt-proBNP) (119). En caninos de la raza Cavalier
King Charles Spaniels con regurgitacion mitral
adquirida se observa una relaciéon inversa entre
el peso corporal y las concentraciones de los NP
(Nt-proANP - Nt-proBNP). La razon para estos
hallazgos es probablemente la pérdida ponderal
que sufren estos pacientes a causa de la enfer-
medad cardiaca (90).

Por ultimo, se observa una amplia varia-
bilidad individual y semanal, en las concentra-
ciones de los NP (Nt-proBNP) en caninos sanos
(65). Estos hallazgos concuerdan con resultados
obtenidos en pacientes humanos (120), en los
cuales las variaciones diarias en los niveles de
los NP (Nt-proBNP) son hasta del 50%, en pa-
cientes con enfermedad cardiaca compensada
pudiendo claramente influir en la interpretacion
de los resultados (121). Estas mismas variaciones
en caninos quedan aun por ser estudiadas al
igual que la relacién con variables constitutivas
y raciales.

PERSPECTIVAS

En los Estados Unidos, se ha aprobado,
recientemente, el uso comercial de una forma
recombinante de BNP en medicina humana
(nesititide, Scios Inc. Fremont, CA) para el tra-
tamiento de pacientes con insuficiencia cardiaca
cronica. Varias investigaciones han demostrado
que la administracién EV (122) o SC (123), de esta
droga, incrementa la concentracion plasmatica
de BNP, disminuye la presién arterial pulmonar
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y sistémica, aumenta la filtracién glomerular,
reduce las presiones camerales ventriculares e
incrementa los indices cardiacos sin producir una
activaciéon neurohumoral y/o generar tolerancia
ala administracién a la droga (124). La combina-
cién de BNP comercial y un inhibidor especifico
de la PDE, (Sildenafil) en estos mismos pacien-
tes, a su vez, ha presentado mejorias clinicas
prometedoras (124). Estos hallazgos, realizados
a partir de modelos animales caninos, resultan
clinicamente relevantes para su inclusién en
protocolos terapéuticos en las distintas afec-
ciones cardiacas de los animales de compania,
ya que la administracién exégena de C-BNP, en
caninos con insuficiencia cardiaca, ha logrado
aumentar los niveles de NP circulantes (125).
Nuevos trabajos de investigacién en caninos y
felinos son precisos para determinar silos efectos
beneficiosos observados en pacientes humanos
se presentan en los animales de compafia con
enfermedad cardiaca.

CONCLUSIONES

Utilizados en conjuncién con otros estudios
diagnésticos complementarios, la determinacion
de los niveles circulantes de los NP, proveen
sélidas evidencias para refutar o confirmar un
diagnéstico de insuficiencia cardiaca en pacientes
caninos y felinos. Y, al incrementar con el grado o
severidad de la insuficiencia cardiaca, presentan
una potencial utilidad para realizar el monitoreo
terapéutico y el pronoéstico en estos pacientes.
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RESUMEN: Las poblaciones bacterianas tienen la habilidad de adaptarse rdapida y opti-
mamente a los cambios en los ambientes en los que existen. De esta manera, en ambientes
propicios, con ausencia o baja incidencia de factores estresantes, se las puede encontrar
de forma individual, también llamada planctonica. Sin embargo, los cambios bruscos en
el ambiente que las rodea, conducen a un cambio importante en el comportamiento de la
bacteria individual, la cual tiende a contactar y “comunicarse” con las bacterias aledanas
para conformar una patina bacteriana, llamada biofilm. Los biofilm son responsables de las
infecciones bacterianas crénicas y/ o recidivantes en humanos y animales. La caracteristica
fundamental de los biofilm bacterianos es su amplia resistencia frente a una variedad de
antimicrobianos, la cual es consecuencia de mecanismos distintos a los reportados para la
bacteria en estado planctonico. La formacién de biofilms comienza a ser reconocida como un
proceso de desarrollo multicelular. Esta es la llave de las nuevas estrategias terapéuticas:
el cambio del blanco a tratar, dejar de pensar en la bacteria para empezar a pensar en ese
organismo multicelular conformado por bacterias al que se denomina biofilm.

Palabras clave: biofilm, bacteria plancténica; resistencia antimicrobiana; infecciones bac-
terianas; infecciones bacterianas cronicas.

BACTERIAL BIOFILMS

ABSTRACT: Bacterial populations have the ability to adapt quickly and optimally to changes
in its environment. Thus, in favourable environments, with no or low incidence of stressors,
they can be found in individual form also called planktonic. However, sudden changes in the
surrounding environment leads to a significant change in the behaviour of the individual bacte-
ria, which tends to contact and “communicate” with neighbour bacteria to form a conglomerate
called biofilm. Biofilms are responsible for chronic/ recalcitrant infections in humans and ani-
mals. The most important feature of bacterial biofilms is their high resistance to a wide range
of antimicrobials, by mechanism other than those reported for planktonic bacteria. Biofilms
development is beginning to be recognized as a process of multicellular development. This is
the key to a new therapeutic strategy: changing the therapeutic target from the planktonic
bacteria to this multicellular organism called biofilm.

Key words: biofilm, planktonic bacteria; antimicrobial resistance; bacterial infection;
chronic bacterial infection.
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INTRODUCCION

Las poblaciones bacterianas tienen la ha-
bilidad de adaptarse rapida y 6ptimamente a los
cambios en los ambientes en los que existen (1).
De esta manera, en ambientes propicios con au-
sencia o baja incidencia de factores estresantes se
las puede encontrar de forma individual, también
llamada plancténica. Sin embargo, los cambios
bruscos en el ambiente que las rodea, entre ellos,
baja presion de oxigeno, o presencia de antimi-
crobianos, conducen a un cambio importante en
el comportamiento de la bacteria individual, la
cual tiende a contactar y “comunicarse” con las
bacterias aledafas para conformar una patina
bacteriana, llamada biofilm (2).

Los biofilm son estructuras complejas con-
formadas por poblaciones bacterianas, las cuales
se comportan como organismos multicelulares.
Los biofilms no deben considerarse una mera
aglomeracién de bacterias, por el contrario deben
ser contemplados como una poblacién que reac-
ciona y actiia como un organismo Unico, de ahi
la calificacion de organismo multicelular (1).

Los biofilms se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza ya que representan
la forma habitual de crecimiento de las bacte-
rias.

En la clinica se los considera responsables
de la mayoria de las infecciones recidivantes o
en aquellas asociadas a implantes. Los primeros

Figura 1. Ejemplos de biofilms. (A) en rios; (B) en
drenajes; (C) en catéteres; (D) en dientes; (E) en
herida de piel; (F) en un caso de otitis externa.

Biofilms bacterianos

reportes de la importancia de los biofilms en pro-
cesos infecciosos en humanos datan de inicios
de la década de 1980 en hospitales de la Ciudad
de Memphis y en la Universidad de Tennessee,
donde se observo que muchos pacientes padecian
sepsis asociada a catéteres intravasculares (Sta-
phylococcus coagulasa negativo) (3). Pero no fue
hasta la década de los 90 que se los comenz6 a
investigar en relacion a su rol como responsables
de infecciones crénicas (4).

Actualmente es ampliamente aceptado
que los biofilms son causantes de muchas en-
fermedades infecciosas bacterianas, todas ellas
caracterizadas por su dificil erradicacion y carac-
ter recidivante (2, 5).

Existen numerosas infecciones con estas
caracteristicas, para la cuales se ha demostrado
un biofilm bacteriano como agente etiologico; en-
tre ellas: las prostatitis bacterianas (Escherichia
coli), endocarditis (Streptoccoccus), neumonias
(Pseudomonas, Streptococcus), otitis recidivantes
(Haemophilus influenzae) y, como se mencionara,
las infecciones asociadas a dispositivos médicos
de implantes (implantes ortopédicos, catéteres
urinarios, marcapasos) (6, 7). En Medicina Ve-
terinaria, aunque menos estudiados, se esta
empezando a reconocer que enfermedades como
neumonias (Pasteurella multocida), meningitis
(Streptococcus suis), abscesos hepaticos (Fuso-
bacterium necrophorum), mastitis infecciosas
(Streptococcus agalactiae, Staphylococcus au-
reus), piodermias (Staphylococcus epidermidis)
y otitis externas (Pseudomonas aeruginosa) son
causadas por bacterias en estado de biofilm (8,
9, 10).

La formacion de biofilms es un proceso
temporal que involucra la transicion a través de
distintas etapas de organizacién multicelular,
identificadas como: (i) fase planctoénica, (ii) fase de
adhesion, (iii) fase de formaciéon de microcolonias,
(iv) fase de formaciéon de macrocolonias y (v) fase
de dispersién (11)

La fase de adhesion se ha dividido poste-
riormente en una etapa reversible y una irrever-
sible en reconocimiento a que la adhesion a la
superficie inicialmente es débil. En esta etapa se
produce la activaciéon de mecanismos especificos
que permiten la transiciéon celular a una asocia-
cion con la superficie de muy alta estabilidad. La
formacion de agrupaciones celulares discretas se
conoce como formaciéon de microcolonias, lo que
puede suceder ya sea por crecimiento clonal de
las células adheridas o por translocacioén activa a
través de la superficie. Las microcolonias crecen
en tamano y coalescen para formar las macroco-
lonias. La macrocolonia tipica consiste de torres
semejantes a hongos separadas por espacios
llenos de liquido. Sin embargo, también son po-
sibles estructuras alternativas como por ejemplo,
estructuras planas. Las células, dentro de la
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Figura 2. Esquema de las fases de desarrollo de biofilms (Modificado

de (11))

macrocolonia, estan contenidas en una matriz de
exopolisacaridos que también contiene restos de
células muertas y ADN extracelular. Por tltimo,
las macrocolonias pueden disolverse liberando las
células desde el biofilm. El retorno de las células
a la fase planctonica completa la imagen idealista
del ciclo de desarrollo. En conjunto, estas cinco
transiciones en la forma visualmente demarcada
constituyen los puntos de control intuitivos del
ciclo de desarrollo del biofilm.

La consideracion de los biofilms como
organismos multicelulares se basa en su capa-
cidad de crecer, alimentarse, reproducirse, etc.
de manera organizada y orquestada a través de
sistemas de comunicacion célula — célula (12).
Las bacterias como parte de una comunidad se
comunican a través de senales quimicas. Estas
senales pueden depender de la densidad celular
o poblacién o ser producidas en diferentes etapas
del ciclo celular (13, 14).

El sistema de comunicacién entre las bac-
terias que conforman el biofilm se ha definido
como quoéorum sensing (12).

El quérum sensing es un sistema que
consiste en una molécula sefial llamada autoin-
ductor que puede difundir hacia fuera o dentro
de la célula, como en el caso de bacterias Gram
negativas, o ser sintetizada como péptidos pre-
cursores, modificada y exportada de la célula a
través de una maquinaria de transporte de pro-
teinas (15, 16, 17, 18).

Los sistemas de quérum sensing difieren
entre los distintos géneros bacterianos y una
misma bacteria puede poseer mas de un tipo de
sistema, por ejemplo en Pseudomonas aerugino-
sa se han descrito dos sistemas diferentes (Las
I/ Las Ry Rhl I/ Rhl R) los cuales pueden estar

interconectados (13, 2).

Los mecanismos de sefalizaciéon son los
responsables de determinar, en respuesta a se-
nales del medio ambiente, la morfologia de los
biofilms (desde pilares cilindricos a estructuras
filamentosas semejantes a hongos) y la organiza-
cion de las complejas redes de canales acuosos
especificamente diseflados para permitir la circu-
lacion de nutrientes y eliminacion de desechos.
Asimismo, tienen la capacidad de remodelar, en
forma rapida, el biofilm en caso de modificacio-
nes abruptas en el medio ambiente (19). Como
se puede observar, este comportamiento define
un organismo multicelular altamente evolucio-
nado.

Es importante remarcar que las bacterias
ademas de comunicarse entre ellas, pueden co-
municarse con el hospedador. Este tipo de comu-
nicacion, denominada inter-reino, se lleva a cabo
a través de los mismos receptores bacterianos que
reconocen a los autoinductores, dada su capa-
cidad de reconocer moléculas de tipo hormonal
producidas por los huéspedes (20).

Desde hace mucho tiempo era reconoci-
da por los médicos de terapia intensiva la baja
incidencia de infecciones por E. coli enterohe-
morragica (EHEC) (O157:H7) en pacientes bajo
tratamiento con beta-bloqueantes (21). Fueron
los trabajos de Sperandio y su grupo los que re-
portaron las causas de esta baja incidencia (22,
23, 24, 25, 26, 27). Estos autores demostraron
que las bacterias (en este caso E.colj en intestino
eran capaces de detectar los aumentos de epi y
norepinerfrina (incrementados en este tipo de
pacientes debido al stress y dolor). El aumento de
las concentraciones circulantes de estas cateco-
laminas conduce a un trasvasamiento al lumen
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intestinal que es reconocido por las bacterias alli
presentes, las cuales responden con un aumen-
to del crecimiento, activacion de los factores de
virulencia y formacioén de biofilm.

Bansal y col (28), presentan una interesan-
te hipotesis sobre los mecanismos de coloniza-
cion de E. coli O157:H7; segun esta hipétesis los
gradientes de epi y norepinefrina influencian la
migracién quimiotactica de E. coli O157:H7 hacia
la superficie de las células epiteliales del intes-
tino. Cuando las concentraciones son bajas, las
células bacterianas tienden a moverse de manera
paralela a la superficie. Sin embargo, el aumento
de los niveles de catecolaminas conduce a una
migracién bacteriana hacia la superficie de las
células epiteliales intestinales lo que facilita su
adherencia. Un detalle importante, que refleja
la organizacién de las poblaciones bacterianas,
es la interaccién de la cepas de E. coli O157:H7
con las cepas de E. coli productoras de indol y
las bacterias comensales no coli (13). Se ha re-
portado que el indol actuaria como repelente de
E. coli O157:H7, de manera que la colonizacién
y formacién de biofilm se daria exclusivamente
en las zonas ocupadas por bacterias comensales
no coli.

Como se menciona previamente, la hip6-
tesis de que los biofilms bacterianos son los res-
ponsables de las infecciones bacterianas cronicas
y/o recidivantes es cada vez mas aceptada (1, 4,
29, 30). Esto es de fundamental importancia; una
terapéutica antibacteriana dirigida a la bacteria
en estado plancténico conducira inexorablemente
al fracaso terapéutico. Por lo tanto, nuevos es-
quemas terapéuticos dirigidos a los biofilms son
imprescindibles si se pretende alcanzar una cura
bacteriana de estos procesos infecciosos.

La caracteristica fundamental de los biofilm
bacterianos es su amplia resistencia frente a una
variedad de antimicrobianos (31). Es importante
remarcar que el concepto clasico de resistencia
antimicrobiana se refiere a la resistencia adqui-
rida de las bacterias en estado plancténico. Es-
tos mecanismos, todos ellos irreversibles, estan
mediados a través de mutaciones o adquisicion
de genes por medio de intercambios genéticos e
incluyen (a) inactivacién enzimatica del antimi-
crobiano (betalactamasas), (b) modificacion de
el sitio diana del antimicrobiano en la bacteria
(estreptomicina) o (c) expresiéon de bombas de
eflujo (fluoroquinolonas) (32).

Los mecanismos a través de los cuales
los biofilms resisten a los antimicrobianos son
diferentes y reflejan las caracteristicas estruc-
turales y fisiologicas de “organismo multicelular
bacteriano”.

Numerosos estudios in vitro han demostra-
do que las bacterias en estado de biofilm poseen
una resistencia 10 a 1000 veces mayor que la
observada con las mismas cepas bacterianas en

Biofilms bacterianos

estado plancténico (8, 33, 34, 35).

La resistencia antimicrobiana de los bio-
films no se debe a la presencia de genes de resis-
tencia ni a la seleccion de mutantes resistentes,
lo que, como se mencionara, es una caracteristica
de la resistencia antibacteriana de las bacterias
en estado planctonico. Las bacterias en estado
de biofilm solo expresan genes considerados
estructurales.

A la fecha, aun cuando este es un tema
en crecimiento dinamico, se han propuesto los
siguientes mecanismos para explicar la alta re-
sistencia de los biofilms frente a los antimicro-
bianos (6, 31):

1.- Penetracion alterada de los antimicro-
bianos a través de la matriz del biofilm (reducida
tasa, lenta velocidad) (36). Esta hipotesis plantea
la posibilidad de una muy lenta o incompleta
penetracion de los antimicrobianos al interior del
biofilm. Esto seria consecuencia de un efecto de
dilucién en la matriz asi como, de la presencia
de enzimas capaces de metabolizar a los antibi6-
ticos (37). También se reporta un efecto carga,
especialmente para los aminoglucésidos, que
son cationes (por la presencia del grupo azucar)
e interactiian con las cargas negativas de los
polimeros que conforman la matriz extracelular
(38, 39).

2.- La 2da hipétesis, se asienta en las carac-
teristicas quimicas del microambiente del biofilm
(6). Se ha demostrado que dentro del biofilm se
generan microgradientes de nutrientes, entre
ellos de oxigeno; estos estudios demuestran que
todo el oxigeno es consumido en las capas mas
superficiales del biofilm, creandose en el inte-
rior nichos de anaerobiosis (40). Por otro lado,
también se observan gradientes en microescala
de productos de desecho, lo que conduce a di-
ferencias de pH en las distintas profundidades
del biofilm. La anaerobiosis, asi como, los pHs
extremos ejercen un profundo efecto sobre la
actividad de los antimicrobianos (41, 42). Los
aminoglucésidos son menos efectivos en anaero-
biosis y los macroélidos en pHs acidos. Asimismo,
este gradiente de nutrientes se asocia con cam-
bios en el ciclo bacteriano de las bacterias que
conforman el biofilm; se pueden encontrar dentro
de la misma poblacion, bacterias en crecimiento
logaritmico (blanco para antimicrobianos que ac-
than en pared) y otras en estado estacionario (que
serian refractarias a estos antimicrobianos) (36).
Otra consecuencia de los microgradientes es la
induccién en la bacteria de repuestas osméticas
al stress, lo que induce cambios en la distribu-
cién de porinas de la pared bacteriana reflejado
con una disminucion de la permeabilidad de los
antimicrobianos (42).

3.- La 3ra hipotesis postula que en el in-
terior del biofilm se observan sub-poblaciones
fenotipicamente diferentes, de tipo persistente
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también llamadas bacterias viables no cultiva-
bles (43).

Como se ha mencionado, este terreno de
estudio es amplio y, al menos en veterinaria, muy
poco investigado.

En la actualidad existen escasos estudios
sobre la capacidad de formar biofilms de las
bacterias responsables de las infecciones reci-
divantes en animales domésticos. Asimismo, se
continta aplicando la terapia clasica disefiada
para bacterias en estado plancténico, las cuales
poseen un perfil patogénico y de resistencia anti-
microbiana totalmente diferente a los biofilms.

La formacion de biofilms comienza a ser
reconocida como un proceso de desarrollo multi-
celular. Esta es la llave de las nuevas estrategias
terapéuticas: el cambio del blanco a tratar, dejar
de pensar en la bacteria para empezar a pensar
en ese organismo multicelular conformado por
bacterias al que se denomina biofilm.

BIBLIOGRAFIA

1. Monds R. & O’Toole G. (2009) The developmental
model of microbial biofilms: ten years of a paradigm
up for review. Trends in Microbiol. 17: 73-87.

2. Pace J., Rupp M. & Finch R.G (2006). Biofilms,
Infection, and Antimicrobial Therapy. 1rst Ed. Taylor
& Francis.USA.

3. Christensen G., Simpson A., Younger J., Baddour L.,
Barret F., Melton F. & Beachey E. (1985). Adherence
of coagulase-negative Staphylococci to plastic tissue
culture plates: a quantitative model for the adherence
of Staphylococci to medical devices. J. Clin. Microbiol.
22: 996-1006

4. Costerton J., Stewart P. & Greenberg E. (1999).
Bacterial biofilms: a common cause of persistent infec-
tions. Science 284:1318-1322.

5. Fey P. (2010) Modality of bacterial growth presents
unique targets: How do we treat biofilm-mediated infec-
tions?. Curr opionion Microbiol. 13: 610-615.

6. Costerton W., Veeh M., Shirtliff M. , Pasmore C.,
Post C. & Ehrlich G. (2003). The application of biofilm
science to the study and control of chronic bacterial
infections. J.Clin. Invest. 112:1466-1477

7. Bryers J. (2008). Medical Biofilms. Biotech. Bioen-
gineering.100: 1-18.

8. Olson M., Ceri H., Morck D., Buret A. & Read R.
(2002). Biofilm bacteria: formation and comparative
susceptibility to antibiotics. Can. J. Vet Res. 66:86-
92.

9. Clutterbuck A., Woods E., Knottenbelt D., Clegg P.,
Cochrane C. & Percival S. (2007). Biofilms and their
relevance to veterinary medicine. Vet. Microbiol. 121:
1-17.

10. Grenier D., Grignon L. & Gottschalk M. (2009).
Characterisation of biofilm formation by a Streptococ-
cus suis meningitis isolate. Vet. J. 179 : 292-295.

11. Coogan N. & Keener J. (2004) The role of biofilm
matrix in structural development. Math.Med.Biol.

21:147-166.

12. Waters C.& Bassler B. (2005). Quorum sensing:
cell-to-cell communication in bacteria. Annu. Rev. Cell
Dev. Biol. 21:319-346

13. Jayaraman A. & Wood T. (2008). Bacterial Quo-
rum Sensing: signals, circuits, and implications for
biofilms and disease. Annual Rev. Biomed. Engineer-
ing 10:145-167.

14. Lee J., Jayaraman A. & Wood T. (2007). Indole is
an interspecies biofilm signal mediated by SdiA. BMC
Microbiol. 7:42-48.

15. Parsek M., Val D., Hanzelka B., Cronan J. &
Greenberg E. (1999). Acyl homoserine-lactone quorum
sensing signal generation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
96:4360-4365

16. Marketon M., Gronquist M., Eberhard A. & Gon-
zales J. (2002). Characterization of the Sinorhizobium
meliloti sinR/sinl locus and the production of novel
N-acyl homoserine lactone. J. Bacteriol. 184:5686—
5695

17. Manefield M. & Turner S. (2002). Quorum sensing
in context: out of molecular biology and into microbial
ecology. Microbiol. 148:3762-3764

18. Taga M. & Bassler B. (2003). Chemical commu-
nication among bacteria. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
100:14549-14554

19. Madhu Sharma A. & Yadav S. (2008) Biofilms:
microbes and disease. Br.J. Infect.Dis. 12:526-530

20. Williams P. (2007) Quorum sensing, communica-
tion and cross kingdom signalling in bacterial world.
Microbiol. 153:3923-3938.

21. Novotny N., Lahm T., Markel T., Crisostomo P.,
Wang M., Wang Y., Ray R., Tan J., Al-Azzani D. &
Meldrum D. (2009) Beta blockers in sepsis: Re-exam-
ining the evidence. Shock 31: 113-119.

22. Sperandio V., Torres A., Jarvis B., Nataro J.
& Kaper J. (2003) Bacteria-host communication:
the language of hormones. Proc Natl Acad Sci USA.
100:8951-6.

23. Clarke M. & Sperandio V. 2005. Events at the host-
microbial interface of the gastrointestinal tract. III.
Cell-to-cell signalling among microbial flora, host, and
pathogens: there is a whole lot of talking going on. Am.
J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. 288:G1105-9

24. Waldor M.K. & Sperandio V.(2007) Adrenergic re-
gulation of bacterial virulence. J Infect Dis. 195:1248-
9.

25. Reading N., Rasko D.A., Torres A.G. & Sperandio
V.(2009)The two-component system QseEF and the
membrane protein QseG link adrenergic and stress
sensing to bacterial pathogenesis. Proc Natl Acad Sci
USA.106:5889-94.

26. Pacheco A.R. & Sperandio V.(2009) Inter-kingdom
signalling: chemical language between bacteria and
host. Curr. Opin. Microbiol. 12:192-8.

27. Hughes D. & Sperandio V. (2008) Inter-Kingdom
signalling: communication between bacteria and their
hosts. Nat.Rev.Microbiol. 6:111-120

48 AnaLECTA VET 2011; 31 (2): 44-49

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590



Biofilms bacterianos

28. Bansal T., Englert D., Lee J., Hegde M., Wood T.
& Jayarama A. (2007) Differential effects of epinephri-
ne, norepinephrine, and indole on Escherichia coli
0157:H7 chemotaxis, colonization, and gene expres-
sion. Infect.Immun. 75: 4597-4607

29. Darouiche R. (2004). Treatment of infections
associated with surgical implants. N. Engl. J. Med.
350:1422-1429.

30. Fergie N., Bayston R., Pearson J. & Birchall J.
(2004). Is otitis media with effusion a biofilm infection?
Clin. Otolaryngol. Allied Sci. 29:38-46.

31. Hoiby N., Bjarnsholt T., Givskov M., Rolin S. &
Ciofu O. (2010) Antibiotic resistance of bacterial bio-
film. Int.J.Antimicrob.Agents 35 :322-332.

32. Tenover F. (2006) Mechanisms of antimicrobial
resistance in bacteria Am.J.Infect.Control. 34:3-10

33. Stewart P. & Costerton W. (2001) Antibiotic resis-
tance of bacteria in biofilms. Lancet 358: 135-138.

34. Conley J., Olson M., Cook L., Ceri H., Phan V. &
Davies H. (2003) Biofilm formation by group A strep-
tococci: is there a relationship with treatment failure?
J.Clin.1 Microbiol. 41: 4043-4048.

35. Mah T. & O’Toole G. (2001) Mechanisms of biofilm
resistance to antimicrobial agents. Trends Microbiol.
9: 34-39.

36. Gilbert P., Collier P.J. & Brown M.R (1990) Influ-
ence of growth rate on susceptibility to antimicrobial
agents: biofilms, cell cycle, dormancy, and stringent
response. Antimicrob. Agents Chemother. 34: 1865-
1868.

37. Hoyle B.D., Jass J. & Costerton J.W. (1990) The
biofilm glycocalyx as a resistance factor. J. Antimicrob.
Chemother. 26: 1-5.

38. Gordon C.A., Hodges N.A. & Marriott C. (1988)
Antibiotic interaction and diffusion through alginate
and exopolysaccharide of cystic fibrosis-derived
Pseudomonas aeruginosa. J. Antimicrob. Chemother.
22: 667-674.

39. Nichols W. (1988) Inhibition of tobramycin diffusion
by binding to alginate. Antimicrob. Agents Chemother.
32:518-523.

40. Lewis K. (2001) Riddle of biofilm resistance. Anti-
microb.Agents Chemother. 45: 999-1007

41. Ishida H. (1998) In vitro and in vivo activities of
levofloxacin against biofilm-producing Pseudomonas
aeruginosa. Antimicrob. Agents Chemother. 42:1641-
1645.

42. Anderson G. & O’Toole G. (2008). Innate and in-
duced resistance mechanisms of bacterial biofilms.
Curr.T. Microbiol. 322:85-105.

43. Lewis K. (2010) Persister cells. Annu.Rev.Microbiol.
64: 357-372.

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590 AnaLeEcta VET 2011; 31 (2): 44-49 49



Trabajos de revision

INTERRUPCION DE LA GESTACION EN LA GATA DOMESTICA:
ACTUALIZACION BIBLIOGRAFICA

Garcia Mitacek MC!2, Stornelli MC!, Tittarelli CM!, Nuiiez Favre R!?3,
Williams SI', de la Sota RL!3, Stornelli MA!

I Catedra de Reproduccion, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata.
2 CIC, calle 526 ¢/10 y11. La Plata (1900). *CONICET. B1900AVW. La Plata. Argentina.

RESUMEN: Las gestaciones no deseadas ocurren frecuentemente en hembras felinas y las
crias nacidas de estas gatas muchas veces se convierten en animales callejeros dando origen
a la formacién de poblaciones urbanas de gatos abandonados. Es asi que la interrupcioén de
la gestacion suele ser un motivo de consulta frecuente en la clinica reproductiva. Los métodos
comunicados para la interrupcion de la gestacién en la gata incluyen: 1) agonistas dopami-
nérgicos (cabergolina), 2) prostaglandinas (natural y sintética), 3) combinacién de agonistas
dopaminérgicos — prostaglandinas, 4) antiprogestdgenos (aglepristone). El objetivo de este
trabajo fue realizar una revision de los estudios desarrollados sobre la administracion de
distintas drogas utilizadas para la interrupcién de la gestacién temprana, media o tardia en
la gata doméstica.
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INTRODUCCION

El control de la reproduccién en la gata
domeéstica se presenta como un constante desafio
en la clinica reproductiva de pequenios animales.
Las gestaciones no deseadas son frecuentes en la
gata doméstica durante la estacién reproductiva.
Muchas veces los propietarios de gatas mascotas
concurren al veterinario con la sospecha de que
su gata esta prenada, en otras ocasiones no ad-
vierten los celos o no observan la cépula, por tal
motivo muchas veces el veterinario descubre la
prenez cuando se realiza un examen de rutina.
Es asi que la interrupcion de la gestaciéon consti-
tuye un motivo de consulta cotidiano en la clinica
reproductiva diaria.

El nacimiento de gatitos no deseados de-
termina la ocurrencia de poblaciones de gatos
callejeros, lo cual constituye un problema de alto
impacto econémico-social en las zonas urbaniza-
das. La existencia de estas poblaciones aumenta
las probabilidades de accidentes ocurridos con
personas que toman contacto con animales ca-
llejeros sin controles sanitarios. El control de la
reproducciéon de estos animales es imprescin-
dible ya que las poblaciones de gatos callejeros
crecen en forma exponencial con los consecuen-
tes problemas que esto acarrea. La ocurrencia
de enfermedades zoonédticas (toxoplasmosis,
endo y exoparasitosis, clamidiasis, rabia, etc) y
accidentes (mordeduras y aranazos) ocurridos
con animales callejeros, deteriora la calidad de
vida de toda la poblacién y en especial la de los
pobladores de zonas marginales. Estos ultimos
son los que mas problemas sanitarios padecen
a consecuencia de la gran cantidad de animales
callejeros sin controles sanitarios que habitan en
dichas areas. Asi mismo, estos animales sufren
por falta de alimento, inclemencias del tiempo o
enfermedades no tratadas.

Todos estos hechos hacen que la inte-
rrupciéon de la gestacidon en gatas sea un topico
de gran interés en medicina veterinaria. La im-
plementacion del protocolo utilizado para inte-
rrumpir la gestacion dependera del estadio de la
prefez en que se encuentre la gata, de los efectos
colaterales de las drogas utilizadas asi como la
disponibilidad de las mismas. Es asi que un co-
nocimiento acabado de la fisiologia reproductiva
de la gata (concepcién y gestacion) asi como de
las caracteristicas farmacolégicas de las drogas
utilizadas (mecanismo de accién, efectos colatera-
les) permitira implementar el protocolo adecuado
para interrumpir la gestacién en cada caso par-
ticular. El objetivo de este trabajo fue realizar
una revisién de los estudios desarrollados sobre
la administracion de distintas drogas utilizadas
para la interrupcion de la gestacion temprana,
media o tardia en la gata doméstica.

Interrupcion gestacion en la gata

PARTICULARIDADES FISIOLOGICAS
DE LA GESTACION FELINA

Los felinos presentan ovulacién inducida,
donde la estimulacién vaginal producida por el
pene del macho es seguida en forma inmediata
por un incremento en la actividad neural dentro
de las areas hipotalamicas (1). La mencionada
estimulacion causa liberacion de GnRH, con la
consecuente onda de LH que sigue a la estimula-
cion vaginal. Las ondas de LH se presentan a los
15 minutos de la copulacién. Los niveles maximos
de LH requieren entre 8 a 12 copulaciones y se al-
canzan luego de 4 h del primer coito. La ovulacion
ocurre aproximadamente a las 24 h después de
la rapida liberacion de LH (2). Los évulos pueden
permanecer en los oviductos durante 5 a 6 dias,
aqui ocurre la fertilizacién, dando a lugar a la
formacion del cigoto. A las 64 h de la copula se
observan embriones de 2 a 4 células. Alas 124 h
estos embriones alcanzaron la etapa de moérula,
estando todavia ubicados en el oviducto. Entre
las 124 y las 148 h este embrién evoluciona a
moérula compacta, al tiempo que atraviesa la
union utero-tubarica para ubicarse dentro de los
cuernos uterinos (3-4). Los embriones se mueven
en el Gtero en busca de un lugar adecuado para
la implantacion. Se considera que la implanta-
cion ocurre entre los 12 a 13 dias posteriores a la
ovulacion (5). El pasaje de embrion a feto ocurre
alrededor de los 28 dias (6). La duracion de la
gestacion oscila entre 52 y 74 dias después del
servicio con un promedio de 66 (7-10).

Uno a dos dias pos ovulacion la concen-
tracion de progesterona (P,) plasmatica aumenta
por encima de la concentracion basal (< 1 ng/
ml) siendo de 2 ng/ml. La P, continua aumen-
tando siendo la concentracion de 15 a 30 ng/
ml entre los 25 y 30 dias de gestacién (5). La
elevada progesteronemia durante este periodo es
un reflejo de la funcion latea continua asi como
de la P, sintetizada y secretada por la placenta.
El cuerpo luteo produce P, durante un minimo
de 40 a 50 dias, pero las cantidades elaboradas
después del dia 49 son escasas. A partir del dia
50 la P, placentaria seria capaz de mantener la
gestacion (2).

La concentracion plasmatica de estrogenos
(E,) en el momento de la copula se encuentra
en valores basales (8 a 12 pg/ml) pero luego los
niveles comienzan a incrementarse llegando a
niveles de 20 a 30 pg/ml después del dia 58 a 62
de la prefiez, para comenzar a descender justo
antes del parto (5). Las altas concentraciones
de E, y P,, en general, inhiben la produccion
de gonadotrofinas hipofisiarias, por lo que los
niveles de FSH y LH son muy bajos durante la
gestacion (11).

La relaxina es una hormona peptidica pro-
ducida por la unidad fetoplacentaria. La misma
es detectada a partir del dia 25 de gestacién, y
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comienza a declinar 10 a 15 dias antes al parto.
La concentracion de relaxina no es detectada en
el suero durante el estro, pseudoprenez y dos
dias post parto, por lo cual permitiria realizar
el diagnéstico de gestaciéon en la gata (5). Esta
hormona actta en sinergismo con la P, para el
mantenimiento de la gestacién, previniendo las
contracciones espontaneas del utero (11).

La prolactina es luteotréfica y ayuda al
mantenimiento del cuerpo ltuteo después del dia
15 de gestaciéon. El incremento de los niveles de
prolactina en suero se observan a partir del dia
35 de prefiez (12).

El diagnéstico clinico de la gestacion en la
gata se puede realizar por ultrasonografia, palpa-
cién abdominal o radiografia. La ultrasonografia
transabdominal permite la deteccion temprana de
la gestacion, siendo posible realizarlo alrededor
del dia 18. A su vez se puede realizar un moni-
toreo de la preniez, detectando la viabilidad fetal,
lo cual no puede ser determinado por palpaciéon
o radiografia. La palpaciéon de la vesiculas pue-
de realizarse entre el dia 21 a 25 de gestacién.
Después del dia 35 la dilatacién del ttero hace
dificultoso el diagnéstico por esta técnica. Mien-
tras que la radiografia permite la identificacion
de la calcificacion de los huesos del feto, y este
evento ocurre entre el dia 38 a 40 de prefniez, por
tal motivo el diagnéstico por este método debe
realizarse luego del dia 45 de gestacion. (5).

INTERRUPCION DE LA GESTACION

Los estudios realizados han mostrado que la
interrupcion de la gestacion en la gata domeéstica
puede realizarse mediante cuatro estrategias te-
rapéuticas. La primera incluye la administracion
de agonistas dopaminérgicos, los cuales inhiben
la secrecion de prolactina al unirse a receptores
dopaminérgicos a nivel de la hipéfisis. La prola-
ctina es el principal factor luteotroéfico, por tal
motivo el cuerpo luteo se vuelve incapaz de man-
tener la prefiez luego del dia 21 sin el soporte de
esta hormona, al producirse un descenso de la P,
sérica (5, 13). La segunda opcién incluye el uso
de prostaglandina (PG), la cual induce la lisis del
cuerpo ltteo, estimula las contracciones uterinas y
genera la dilatacion cervical (5, 13). Por tal motivo
la administracion seriada de PG natural o sintética
en la segunda mitad de la gestacion produce un
descenso de la concentracion de P, plasmatica por
lo que provoca el aborto con expulsion de los fetos
(2). La tercera opcién se basa en la combinacién
de agonistas dopaminérgicos y PG cuya finalidad
es reducir la dosis y por lo tanto disminuir los
efectos colaterales de ésta tltima (14). La cuarta
opcién incluye los antiprogestagenos esteroides
sintéticos que se unen a receptores de P, presentes
en el Gtero, por lo cual interfieren con las acciones
de la P, endogena, generando la interrupcion de
la gestacion (13).

AGONITAS DOPAMINERGICOS

La totalidad de los estudios realizados en
los que utilizan agonistas dopaminérgicos para
interrumpir la gestacion en la gata se basan en
la administracién de cabergolina.

Verstegen logr6 interrumpir la gestacion
en el 80 % de las gatas tratadas (4/5) cuando
administré cabergolina (1,65 pg/kg/dia), por via
subcutanea durante 5 dias a partir del dia 30 de
gestacion. El aborto se inici6 cuando los niveles
séricos de P, descendieron a menos de 1 ng/ml.
Esta disminucion ocurrié entre el dia 3 y 4 de
tratamiento (15). En concordancia Ertinal logré
interrumpir la gestacion en el 100 % de los ani-
males (8/8) entre el dia 34 y 42 al administrarles
cabergolina oral (15 ug/kg/dia) durante 5,6+1,5
dias. En contraposicion los dos animales de este
estudio tratados entre el dia 45 y 47 de prefiez no
interrumpieron la gestacion manteniendo altos
niveles de P, (16,9 y 9,8 nmol/l). Sin embargo
las gatas parieron cachorros prematuros. Como
efecto colateral se observaron vomitos en el 5,5%
de las gatas tratadas. Solamente en cuatro de las
gatas incluidas en este estudio no se vio afectada
la fertilidad (16).

PROSTAGLANDINAS

Se ha utilizado PG F, natural en una uni-
ca dosis de 2 mg totales por via intramuscular
al dia 33 de gestacion, generando el aborto con
la expulsion de fetos en la totalidad de las gatas
tratadas (4/4). Se observo un descenso de la con-
centracion de P, plasmatica a las 24 h de iniciado
el tratamiento. Dentro de los efectos colaterales
pudo observarse la ocurrencia de nauseas, vomi-
tos, diarrea y postraciéon 10 minutos posteriores
a la administracién (15). En concordancia la
administracion de PG F, en una dosis de 500 a
1000 pug/kg durante 2 dias consecutivos produjo
aborto 48 h después de iniciado el tratamiento
en gatas que presentaban mas de 40 dias de
gestacion. Por el contrario en aquellas gatas que
presentaban menos de 40 dias de gestacién no
ocurrié aborto (0/9) (17-18).

Baldwin obtuvo mejores resultados al uti-
lizar PG F, natural a los 45 dias de gestacion
(3/4) en comparaciéon con los animales tratados
al dia 30 de gestacion (1/4). Todos los animales
recibieron la administracion subcutanea de PG
F, natural en una dosis de 200 ug/kg dos veces
en el primer dia de tratamiento, seguido de 500
ug/kg dos veces por dia durante 5 dias. Al abortar
las gatas presentaron un nivel de P, sérico menor
a 1,0 ng/mL (18-19).

Nuestro grupo de trabajo utilizé6 clopros-
tenol en una dosis de 5 ug/kg subcutaneo du-
rante 3 dias consecutivos entre el dia 35y 38 de
gestacion produciéndose el aborto en todos los
animales tratados (4/4) entre los 4 y 10 dias de
iniciado el tratamiento. Concomitantemente se
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observé un descenso significativo de la concen-
tracion sérica de P, posadministracion de la dro-
ga. Los animales presentaron vomitos y diarrea
como efectos colaterales (20). En contraposicion
la utilizacién de la misma dosis entre el dia 41 y
43 de gestacién logré interrumpir el 50 % de las
gestaciones (2/4), dos de las gatas abortaron a los
6 dias de iniciado el tratamiento, mientras que las
dos gatas restantes llegaron a una gestacion a tér-
mino produciéndose el nacimiento de crias sanas.
Esto podria estar relacionado con estudios que
sugieren que el cuerpo luteo produce P, durante
un minimo de 40-50 dias, pero las cantidades de
esta hormona secretadas por el cuerpo luteo al
final de la gestacién son escasas, por lo cual la
P, sintetizada y secretada por la placenta seria
capaz de mantener la gestacion hasta el final de
la misma (21). Los efectos colaterales observados
luego de la administraciéon de cloprostenol fue-
ron nauseas, vomitos y diarrea (22). Con el fin
de completar los estudios de interrupcion de la
gestacion se administré cloprostenol (5 ug/kg/
dia/sc durante tres dias consecutivos) en gatas
que presentaban una prenez de 21-22 dias. En
todas las hembras la prefiez lleg6 a término, pro-
duciéndose el nacimiento de crias sanas (4/4). El
tamafo de camada fue de 2+0,4 crias por parto.
Si bien se observé un descenso de la concentra-
cion de los niveles de P, sérica postadministra-
ci6én de la droga (dO vs d1, d2 y d3 31,2 + 6,72
vs 12,4 + 1,92 ng/ml; p>0.01), la concentracion
de la hormona permaneci6é suficientemente alta
como para mantener la gestacion. Estos resul-
tados podrian explicarse por la resistencia del
cuerpo luteo a la luteolisis durante el primer ter-
cio de la gestacion (2). Los animales presentaron
escasos efectos colaterales dentro de los cuales
se observo leve decaimiento y disminucién de la
ingesta de alimento 1-2 h pos-administracién del
cloprostenol (23).

PROTOCOLOS COMBINADOS DE
AGONISTAS DOPAMINERGICOS Y
PROSTAGLANDINA

Onclin administré una unica dosis de
S ug/kg de cabergolina via oral combinado con
S ug/kg/dia de cloprostenol (PG sintética) du-
rante 2 dias por via subcutanea en gatas que
presentaban 30 dias de gestacién. La totalidad
de las gatas abortaron a los 9 £ 1 dia luego de la
implementacion del tratamiento. La concentra-
cion de P, plasmatica fue decreciendo en forma
rapida y constante generando la interrupcion de
la gestaciéon. No se observaron efectos colatera-
les, excepto una descarga vulvar hemorragica.
Postratamiento, la fertilidad de las gatas no se
vio afectada (24). La asociacién de agonistas
dopaminérgicos y PG también fue utilizada por
Ertinal-Maral quien utilizé cabergolina 15 pg/

Interrupcion gestacion en la gata

kg/dia via oral con alfaprostol 10 ug/kg/dia
por medio, via subcutanea. Las gatas fueron
divididas en dos grupos. El primer grupo (n=6)
fue tratado entre los 25 y 40 dias de gestacion,
mientras que el segundo grupo (n=2) entre 45 y
47 dias de gestacion. Todas las gatas del primer
grupo abortaron entre 6,2 + 1,9 d de iniciado el
tratamiento. Mientras que las gatas de segun-
do grupo parieron crias prematuras las cuales
murieron 16 h después del parto. Algunas gatas
presentaron vomitos como efecto colateral del
tratamiento (16). Si bien en ambos estudios se
logra interrumpir la gestacién media, no ocurre
lo mismo durante la gestacion tardia lo cual po-
dria relacionarse con la produccion placentaria
de P,.

ANTIPROGESTAGENOS

Georgiev logr6 interrumpir la gestacion
en el 87 % de las gatas tratadas (20/23) al ad-
ministrarles aglepristone (10 mg/kg/dia), por via
subcutanea durante 2 dias consecutivos en gatas
que presentaban 25 a 26 dias de gestacion. La
concentracion sérica de P, fue incrementandose
desde el dia 25 al 29 de gestacion. No se observa-
ron efectos colaterales en los animales tratados,
solamente una gata presenté prurito en el sitio
de inyeccion durante las 3 horas posteriores a la
administracién (25). Estudios posteriores demos-
traron que la ocurrencia del aborto se relacionaba
con la separacion utero - placentaria generada
por la destruccién de las vénulas, mientras que
las arteriolas permanecieron intactas. Este ge-
nera una hemorragia intersticial, seguida por la
extravasacion al lumen uterino que se relaciona
con descarga vulvar hemorragica (26).

En concordancia Fieni obtuvo resultados
similares al interrumpir la gestacion del 88,5 %
de las gatas tratadas entre el dia 29 y 37 dias
de gestaciéon con aglepristone (15 mg/kg/dia),
por via subcutanea durante dos dias conse-
cutivos. El 59,2 % de las gatas que abortaron
presentaron una descarga vulvar hemorragica.
Las concentraciones séricas de P, aumentaron
60 h postadministraciéon de la droga, mientras
que 30 h postaborto se registré6 un descenso de
la misma. Como efectos colaterales pudo obser-
varse que un pequeno numero de gatas presento
inflamacién en el sitio de inyeccién. Mientras
que 4 gatas manifestaron periodos de anorexia,
depresion, agitacion y diarrea en los primeros 7
dias de iniciado el tratamiento. Luego del aborto
todas las gatas retornaron el estro, y un 77 %
quedaron prenadas en el celo posterior al aborto
y un 10 % en el segundo celo (27).

Nuestro grupo de trabajo logré interrumpir
la gestacion en el 100 % de los animales tratados
(10/10) alos 35 a 38 dias de gestacion al adminis-
trarles aglepristone (10 mg/kg/dia) subcutaneo,
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durante dos dias, ocurriendo la expulsion de fetos
5 * 2 dias luego de iniciado el tratamiento. Las
concentraciones séricas de P, se incrementaron
28 h postadministracién de la droga. Todas las
gatas presentaron descarga vulvar hemorragica
durante una semana postaborto y retornaron al
estro 24,6 £ 6,57 d mas tarde. El tinico efecto
colateral observado fue el aumento de la voca-
lizacion en algunos animales (20, 28). Estudios
realizados con posterioridad demostraron que
las gatas tratadas con el protocolo mencionado
anteriormente conservan la fertilidad posaborto
produciendo un promedio de 3 + 1 crias nacidas
por gata (29).

Georviev administré aglepristone (10 mg/
kg/dia/sc) en el dia 45 y 46 posterior al servicio.
Cuatro de las 6 gatas tratadas abortaron entre
4-7 dias de iniciado el tratamiento. Mientras que
las 2 gatas restantes parieron crias a término.
Se observo un incremento de la concentracion
sérica de P, al momento del aborto, y un posterior
descenso alrededor del dia 55. Todas las gatas
retornaron al estro y quedaron prefiadas. No se
comunicaron efectos colaterales (30).

Si bien existen pocos trabajos sobre la
interrupcion de la gestacion temprana en la gata
doméstica, nuestro grupo de trabajo observé un
100 % (10/10) de eficacia al administrar agle-
pristone (10 mg/kg/dia/sc) en el dia 21 - 22
posterior al servicio. Se evidenciaron cambios a
nivel de los sacos gestacionales a los 4,3 + 0,6
dias de iniciado el tratamiento, registrandose
una reduccion del volumen y didametro medio de
los sacos gestacionales de las gatas tratadas en
comparacion con las gatas que desarrollaban una
gestacion normal. En una gata se observaron tres
vesiculas gestacionales, dos de ellas comenzaron
a mostrar alteraciones ultrasonograficas a los 4
dias de iniciado el tratamiento, pero una de ellas
continué con el desarrollo observandose un feto
vivo hasta el dia 42 de iniciado el tratamiento,
momento en el cual se registr6 la muerte del
mismo y posterior expulsién. Todas las hem-
bras presentaron una leve descarga vulvar a los
7,4 + 0,9 d de iniciado el tratamiento. Las gatas
ciclaron nuevamente luego del tratamiento siendo
el intervalo entre la interrupciéon de la gestacion
y el primer estro de 62,8 + 9,5 d. La totalidad
de las gatas tratadas quedaron prefiadas en el
primer servicio postratamiento, presentaron un
desarrollo embrionario-fetal normal y parto eu-
tocico. El promedio de crias nacidas por gata fue
de 3 = 1. No se evidenciaron efectos colaterales
en ninguno de los animales tratados (31-33).

Goericke-Pesch administré aglepristone
(10 mg/kg/dia), por via subcutanea durante 2
dias consecutivos en gatas al dia S y 6 postser-
vicio. Se realiz6 un control ultrasonografico a los
25 dias postservico en el cual se pudo corroborar
que ninguna de las hembras tratadas (11/11)

estaba prenada. Al realizar la medicion de P,
se pudo observar un incremento de los niveles
postadministracion de la droga. Todas las gatas
ciclaron y quedaron prenadas entre el primer y
cuarto celo postratamiento. El tratamiento resul-
t6 efectivo para prevenir la gestacion temprana,
sin embargo no pudo diagnosticarse la ocurren-
cia de fecundacion y desarrollo embrionario. Se
postuld que el uso de aglepristone probablemente
prevendria la nidacién (34).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Existen diferentes protocolos para la inte-
rrupcién de la gestacion en la gata doméstica.
Los mismos se basan en la administracién de
agonistas dopaminérgicos, prostaglandinas,
combinacién de agonistas dopaminérgicos y
prostaglandinas o antiprogestagenos. Si bien
existen varios trabajos sobre la interrupcion de
la gestacion media, no ocurre lo mismo con la
gestacién temprana y tardia. Los agonistas do-
paminérgicos como la cabergolina administrada
en gatas que presentan una gestacién media ha
permitido obtener muy buenos resultados, con la
manifestaciéon de minimos efectos colaterales. Sin
embargo no ocurre lo mismo cuando esta droga
es administrada durante la gestacién tardia, ya
que la misma ha producido el nacimiento de crias
prematuras, por lo cual su uso no es recomen-
dado luego de los 45 dias de gestacion. Es una
droga de costo moderado y disponible en el mer-
cado nacional, por lo cual podria ser una opcién
adecuada para aquellas gatas que presentan una
gestacion entre 30 a 40 dias.

La mayoria de los trabajos han documenta-
do la administracién de PG F2a natural, la cual
result6 eficaz para interrumpir la gestaciéon me-
dia, sin embargo las hembras manifiestan efectos
colaterales comos nauseas, vomitos, diarrea y
postracion. Mientras que la administracion de
PG sintética ha sido utilizada para interrumpir
la gestacién media con buenos resultados, y
minimos efectos colaterales no ocurre lo mismo
cuando es administrada durante la gestacion
tardia, este efecto podria estar relacionado con la
P, placentaria cuyo rol en el mantenimiento de la
gestacion se encuentra aun en discusion. El uso
de cloprostenol durante la gestacién temprana
no ha podido lograr interrumpir la gestaciéon y
ha generado el nacimiento de crias a término,
probablemente por la autonomia del cuerpo liteo
en esta etapa de la gestacion.

Protocolos en los que se ha utilizado la
combinacién de cabergolina junto con prosta-
glandinas como alfaprostol o cloprostenol, han
logrado interrumpir la gestacién media y reducir
los efectos colaterales asociados a las prosta-
glandinas. En contraposicién la combinacién
de cabergolina con alfaprostol ha generado el
nacimiento de crias prematuras cuando se ad-
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ministra durante la gestaciéon tardia, por lo que
no se aconseja su uso.

La administracién de antiprogestagenos
como el aglepristone utilizado para interrumpir
la gestacion media en la gata ha permitido ob-
tener muy buenos resultados con la ocurrencia
de minimos efectos colaterales. Lo mismo puede
observarse en la gestaciéon temprana. Si bien
solo existen dos trabajos en este estadio de la
prefiez, solo en uno de ellos se pudo diagnosticar
la gestacion y posterior interrupcién de la misma;
sin embargo su uso durante los primeros dias
postservicio seria eficaz para prevenir la gesta-
cién al afectar la nidacién. Sin embargo la admi-
nistracién de aglepristone durante la gestacion
tardia gener6 que algunas gatas parieran crias a
término.

La realizacion de controles ultrasonogra-
ficos periddicos es de gran importancia para
evaluar los cambios que ocurren a nivel de los
embriones-fetos, ya que generalmente no se
evidencian cambios externos visibles que per-
miten determinar la interrupcién precoz de la
gestacion.

Finalmente protocolos farmacolégicos que
permitan interrumpir la gestaciéon temprana,
media o tardia con minimos efectos colaterales
para la hembra permitiran mejorar el control de
la reproduccion en felinos reduciendo las pobla-
ciones de gatos callejeros.
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STOCHASTIC ESTIMATION FOR SEROPREVALENCE OF
INFECTIOUS LARYNGOTRACHEITIS VIRUS
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ABSTRACT: The objective of this study was to estimate the true seroprevalence of seroposi-
tive individual broilers against infectious laryngotracheitis virus in Uruguay using a Bayesian
inference software based on Markov chain Monte Carlo technique. Seventeen farms were
kept under investigation between 2008 and 2009. Each study flock was randomly selected
at different farms recruited from the capital city Montevideo, Canelones and Lavalleja De-
partments. The required total sample size was determined by power analysis, and blood
samples collected were analysed using a commercial ELISA for the detection of antibody
to the pathogen mentioned above. The overall seroprevalence of the virus was estimated at
31.5% [95% Bayesian credible interval (16.8-49.2%); N = 1790]. Because none of the study
broilers had been inoculated against the virus prior to sampling, most of these results could
be ascribed to natural exposure by field viruses and/or vaccine viruses from neighbouring
layers. It should be considered as further risk assessment for clarifying the suitable vaccines
to prevent chicken population in Uruguay from the virus.

KEY WORDS: epidemiology, herpesvirus, poultry

ESTIMACION ESTOCASTICA DE LA SEROPREVALENCIA
DEL VIRUS DE LARINGOTRAQUEITIS INFECCIOSA
EN POLLOS PARRILLEROS DE URUGUAY

RESUMEN: El objetivo de este estudio fue estimar la real seroprevalencia de pollos parrilleros
seropositivos contra el virus de la laringotraqueitis infecciosa en Uruguay, mediante el uso
de un “software” de inferencia Bayesiana que aplica la metodologia de Monte Carlo basado
en Cadenas de Markov (MCMC). En la investigacion se incluyeron diecisiete granjas entre los
anos 2008 y 2009. Cada galpén fue seleccionado al azar en granjas ubicadas en la ciudad
capital, Montevideo, y en los Departamentos de Canelones y Lavalleja. El tamano de mues-
tra necesario fue determinado en base al poder estadistico del andlisis, y las muestras de
sangre recolectadas fueron analizadas utilizando un ELISA comercial para la deteccion de
anticuerpos contra el patégeno mencionado anteriormente. La seroprevalencia total del virus
fue estimada en 31.5% [95% intervalo de credibilidad Bayesiano (16.8-49.2%); N = 1790].
Debido a que ninguno de los individuos bajo estudio habian sido vacunado contra el virus
previamente al muestreo, la mayoria de los resultados podrian ser atribuidos a la exposicién
natural al virus de campo y/ o al virus vacunal de aves en galpones vecinos. Esto deberia ser
tenido en cuenta como un elemento adicional del andlisis de riesgo en la adecuada seleccion
de vacunas para prevenir el contagio del virus a la poblacién de pollos en Uruguay.
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INTRODUCTION

Infectious laryngotracheitis is an acute
respiratory disease of poultry brought by Gallid
herpesvirus 1, a member of the Herpesviridae
family (1). It is distinguished by conjunctivitis,
respiratory distress, increased mortality, and
losses of productivity. Since there is no treatment
for this disease, policies for the containment of it
are normally based on stopping contact between
the agent and the host through biosecurity, and/
or by vaccination. Meanwhile, prevalence is a
scale of animal disease frequency that concen-
trates on existing status rather than new events.
Serological diagnostic tests are regularly used
for seroprevalence studies and, preferably, true
seroprevalence (TP) should be estimated from ap-
parent seroprevalence or percentage of samples
classified as test—positive with adjusting methods
such as Bayesian inference (2). The objective of
this study was to estimate the TP of seroposi-
tive individual broilers against infectious laryn-
gotracheitis virus in Uruguay using a Bayesian
inference software based on Markov chain Monte
Carlo (MCMC) technique.

MATERIALS AND METHODS
STUDY AREA

Uruguay has a poultry population of 14
million, a poultry meat production of 45,000
tonnes per year and a poultry egg production
of 43,600 tonnes per year (3). The south of the
country including the capital city Montevideo
and Canelones Department has the concentra-
tion of chicken population (about 90% of total),
because of in-and-around the big market Mon-
tevideo (4).

SAMPLE COLLECTION

Seventeen farms of broilers older than 35
days of age were investigated. Each study flock
was randomly selected at different farms selected
from the capital city Montevideo, Canelones and
Lavalleja (east of Canelones) Departments. None
of the chickens had been inoculated against in-
fectious laryngotracheitis virus prior to sampling.
The required sample size of 1537 in total from a
chicken population of 14 million was sufficient to
obtain a 95% confidence interval (95% CI) with a
desired precision of +2.5% when the estimated se-
roprevalence was 50% (5). The sample size in each
of the farms was proportionally assigned (1% each
of the total number of chickens at study farms)
by the attainable financial, human and material
means. The field study was implemented from
October 2008 to April 2009 inclusive, comprised

data collection through questionnaire interviews
for each farm selected, in combination with blood
sample collections for each chicken (question-
naire results were not treated with hereinafter).

LABORATORY EXAMINATIONS

Blood samples collected were used for diag-
nostic investigations. Sera were analysed using
a commercial Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) for the detection of antibody to
infectious laryngotracheitis virus in chicken se-
rum (ProFLOK® ILT Ab Test Kit, Synbiotics Cor-
poration, San Diego, CA). Positive and negative
controls were included for each series of samples
analysed. Absorbance was read on an ELISA
reader at 405 nm. For estimating TP, the ELISA
test sensitivity and specificity were not included
into consideration due to unavailability of their
publicised information.

DATA ANALYSIS

Data were collected and entered into a
database using the Base in the OpenOffice.org
software version 3.1.1 (Sun Microsystems, Santa
Clara, CA, USA). A random effects hierarchical
model described below was fitted using Bayesian
methods which facilitate the estimation proce-
dure for fitting complicated hierarchical models
(6). The model was fitted at the first level of our
model including an individual study-specific
parameter. The number of test positive samples
r, for individual farm were modelled as a binary
response variable with TP probability p;

r, ~ Binomial (p, n)

At the second level of the hierarchy, the
model was to assume that percentages of test
positive were alike in some way. This was equal
to specifying a random effects model for the TP
probability p, as follows. They were assumed to
be drawn from a common Normal population
distribution:

logit (p) = b,
b, ~ Normal (u, 1)

A standard non-informative prior is then
specified for the population mean (logit) or prob-
ability of overall seroprevalence, p, with an alter-
native non-informative prior considered for the
random effects variance (a uniform prior on the
standard deviation), because of the absence of
strong prior information:

o ~ Uniform (0, 100)
=1/ 0

The TP probability and associated 95%
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Bayesian credible intervals (95% BCI) were com-
puted via the Gibbs sampler, a MCMC technique,
which was implemented using WinBUGS software
(7). The exponential of these TP probabilities was
taken to obtain overall seroprevalence estimates
(Prev) and their 95% BClIs:

Prev =exp (1) / (1 + exp (1))
u ~ Normal (0.0, 1.0E-6)

Results presented here were based on mul-
tiple runs of length 100,000 following a burn—in
of 10,000 iterations to achieve convergence.

RESULTS

The 1790 broilers studied accounted for
about 1.0 % of the study population and 0.01%
of the total chicken population in Uruguay then.
Blood samples collected from 1790 broilers in the
study farms were serologically investigated. The
statistical precision was slightly improved from
+2.5% to ¥2.3% because of the eventual total
number of samples of 1790 (larger than planned)
and the overall percentage of test positive of 39%
(95% CI: 37-42%, smaller than expected). All the
farms had test-positive broilers (flock seropreva-
lence of 100% with 97.5% lower confidence limit
of 80%). Percentages of test positive were highly
variable between the study farms (1-90%) on the
basis of different sample sizes (30-222). Table 1
shows the estimated TP against infectious lar-
yngotracheitis virus among the study broilers
categorised by farms. All the point estimates of TP
were greater than 2%, between 2.6% and 88.8%.
All the values for the percentage of test—positive
were well within the Bayesian credible intervals
of the estimated TP.

DISCUSSION

When we think of determining the preva-
lence of any particular infectious diseases,
several factors differ between studies, including
study area, study period, sampling method and
sample size. These variations between study
designs make it difficult to draw generalisable
conclusions regarding the prevalence of the
diseases. Random effects hierarchical models
strengthen the power of individual and relatively
small studies by compiling results from indepen-
dent studies (6). The strengthened power leads
to a higher precision of the estimates, by that
means decreasing the variance and more ac-
curately pointing out notable results. Adjusted
outcomes are required for precise comparison of
seroprevalence estimates. One of the aims of the
current study was to illustrate how a hierarchi-
cal modelling approach permits the dependable
estimation of the uncertainty corresponding an
individual broiler farm study’s effect on outcome.
The advantage of the approach taken in the

Ensilado de pescado

study was that outcome data from all studies
could be incorporated in one coherent inference
framework, including relatively small samples.
The hierarchical model pooled data across all
field investigations to calculate the prevalence
and Bayesian credible intervals thus making
comparative assessment more robust, and more
reliable (7). The overall antibody seroprevalence of
infectious laryngotracheitis virus (31.5%) would
be comparably high. Given the use of vaccine in
the layer chicken population in Uruguay, most of
these results could be ascribed to natural expo-
sure by field viruses and/or vaccine viruses from
neighbouring layers (8). It should be considered
as further risk assessment for clarifying the suit-
able vaccines to prevent chicken population in
Uruguay from the virus.
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