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Resumen

El CTVT por sus siglas en inglés (Canine Transmissible Venereal Tumor) se transmite principalmente a
través de contacto sexual siendo las hembras las mas expuesta a la patologia; el sulfato de vincristina es
actualmente la terapia mas eficaz. En el presente trabajo se analizaron 28 caninos, en su mayoria de raza
indefinida; se realizé diagndstico por reconocimiento fisico completo y se realizaron encuestas a sus propie-
tarios para determinar factores de riesgo. La proporcion de la enfermedad fue similar en hembras y machos
menores de 5 afios pero considerablemente mayor en machos adultos con respecto a hembras; solo el 25%
de los mayores de 5 afios fueron hembras. La incidencia de este tumor en animales no esterilizados fue un
28% mayor con respecto a los esterilizados. La presencia del tumor fue considerablemente mas alta en ma-
chos no rescatados con respecto a hembras en la misma condicion (73 y 27%). Finalmente, el 89% de los
casos reportados presentaron las lesiones en la region genital. El objetivo del presente trabajo fue identificar
factores asociados a persistencia de CTVT en la ciudad de Reynosa Tamaulipas.

Palabras clave: tumor, canino, factores de riesgo, epidemiologia

Epidemiology of canine transmissible venereal tumor in
Reynosa Tamaulipas Mexico

Abstract. The CTVT is transmitted mainly through sexual contact, with females being the most exposed
to the pathology; vincristine sulfate is currently the most effective therapy. In the present work, 28 canines
were analyzed, mostly of indefinite breed. A diagnosis was made by complete physical examination and sur-
veys were carried out on their owners to determine risk factors. The proportion of the disease was similar in
females and males under 5 years of age, but considerably higher in adult males than in females; only 25% of
those older than 5 years were female. The incidence of this tumor in non-sterilized animals was 28% higher
than in sterilized ones. The presence of the tumor was considerably higher in non-rescued males compared
to females in the same condition (73 and 27%). Finally, 89% of the reported cases presented lesions in the
genital region. The objective of this work was to identify factors associated with the persistence of CTVT
in the city of Reynosa Tamaulipas.

Key words: tumor, canine, risk factors, epidemiology

INTRODUCCION

El CTVT también conocido como sarcoma venéreo
o tumor de sticker, es una inflamacién mediada por tumo-
res reticuloendoteliales que infecta genitales en caninos

Recibido: Diciembre 2022. Aceptado: Marzo 2023.

(Awaluddin et al. 2021). Su primer caso conocido data de
1810 en Inglaterra, sin embargo, las células somaticas que
originaron por primera vez el CTVT datan de unos 11.000
afios. Su distribucion global demuestra la capacidad de
los genomas de células somaticas de adaptarse y persistir
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en diferentes nichos ecoldgicos a pesar de la vida relati-
vamente corta de los caninos (Murchison et al. 2014). Se
transmite a través de contacto sexual directo, mucosas o
piel lesionada; el sangrado natural en el contacto facilita el
proceso. Las hembras sin embargo estdn mas expuestas a
la patologia (Stockmann et al. 2014). Una vez iniciado el
contagio, las lesiones iniciales son superficiales y varian de
coloracion rosa a rojo y miden de 1 a 3 mm de diametro.
Posteriormente, los nodulos se fusionan formando masas
friables, rojas hemorragicas y con forma de coliflor; dichas
masas pueden ser de 5 a 7 cm de didmetro para finalmen-
te progresar en la mucosa multilobulillar con tamafios que
pueden alcanzar los 10 a 15 cm (Purohit 2009).

Es importante mencionar que la apariencia clinica del
tumor depende del tejido y 6rgano de localizacion; las ma-
sas tienden a sangrar debido a la ulceracion de la superficie
epitelial. La protrusion genital del tejido tumoral, que de-
pende del tamaifio del tumor, es mas evidente en hembras,
mientras que el agrandamiento de los ganglios linfaticos
inguinales se observa a menudo en machos con tumores
de pene. El tamafio del tumor puede variar de 3 a 12 cm de
diametro; los signos clinicos de las lesiones genitales son
secrecion vaginal o prepucial sanguinolenta, lesiones cu-
taneas ulcerativas intermitentes o persistentes, hinchazon
genital y lamido excesivo del area genital con olor no pla-
centero; esto puede ser detectado por el cuidador (Nak et al.
2005, Park et al. 2006, Mello Martins et al. 2015).

Se conocen diversos tratamientos tanto invasivos
como no invasivos, que incluyen cirugia, inmunoterapia,
radioterapia y quimioterapia. Los tumores pequefios se
pueden extirpar quirargicamente, pero en casos de tumores
invasivos grandes, la tasa de recurrencia puede ser tan alta
como 50 - 68%:; el sulfato de vincristina es actualmente la
terapia mas eficaz (Awaluddin et al. 2021).

La patologia se considera endémica en paises tropi-
cales y subtropicales con altas poblaciones de perros calle-
jeros, ya que esto permite su propagacion y dificulta trata-
mientos efectivos. Se considera que la incidencia de CTVT
es comparativamente mayor en invierno y los animales
jovenes con mayor actividad sexual estan mas afectados
por la patologia (Abeka 2019). La prevalencia de la enfer-
medad puede llegar hasta el 10% (Strakova y Murchison
2014); sin embargo, su crecimiento no espontaneo lo hace
particularmente importante en animales en condicion de
calle y elevar su prevalencia hasta un 28% (Faccini et al.
2019, Abedin 2020).

La falta de campaiias de esterilizacion y la no existen-
cia de una legislacion sobre las condiciones sanitarias en
esta especie facilita la proliferacion (Sanchez et al. 2020).
De otro lado, la esterilizacion de perros conlleva beneficios
como la prevencion de camadas no deseadas, disminucion
de neoplasias, y aumento de la esperanza de los animales.
Es importante que, los animales castrados pueden estar
mas predispuestos a la obesidad; por lo que se debe im-
plementar un manejo nutricional adecuado calculando sus
requerimientos de energia a través de la dieta adecuada
(Vendramini 2020).

El objetivo del presente estudio fue identificar facto-
res asociados a la persistencia del tumor venéreo transmisi-
ble en caninos atendidos en una clinica-refugio veterinaria
del centro de la ciudad de Reynosa Tamaulipas, México.
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MATERIALES Y METODOS

En un refugio animal situado en la ciudad de Reynosa,
estado de Tamaulipas, en el noreste de México, en un lapso
de tiempo de 8 meses, se lograron documentar 28 animales
con diagnodstico de CTVT; del total, 18 animales eran crio-
llos, cinco pit bull, dos chihuahua y uno de las razas, bel-
gian shepered, labrador, y schnauzer. Del total de los ani-
males diagnosticados, 15 fueron hembras y 13 machos; 20
animales eran menores de 5 afnos (11 hembras y 9 machos)
y 8 mayores de 5 afios (2 hembras y 6 machos). Se tomaron
en cuenta mascotas que acudieron a consulta, con diagnos-
tico previo para realizar las quimioterapias en la clinica.

El diagndstico se realizd por reconocimiento fisico
completo con palpacion cuidadosa de ganglios linfaticos
regionales (inguinal, iliaco externo, iliaco interno, y sacro),
palpacion digital via vaginal o rectal y exploracion vagi-
noscopica en las hembras y, exposicion del pene en ma-
chos. Todos los pacientes positivos al diagnostico morfolo-
gico fueron iniciados en la quimioterapia.

Un médico veterinario realizd la encuesta a los due-
fos de la mascota que incluyd, el nombre del animal, la
edad, sexo, raza, si fue esterilizado, si fue rescatado, si fue
cruzado, como detecto el propietario el problema, que pri-
mera conclusion dio el propietario al problema y region del
tumor; de la misma manera se incluia informacion sobre
el acceso de los animales a la calle. De la misma mane-
ra se preguntd a los propietarios signos de alarma para la
consulta que podian incluir sangrado, visualizacion de la
malformacion o si la consulta fue la que comprobo el pro-
blema. La encuesta no aclar6 si animales rescatados tenian
cruzamiento previo y si tenian contacto con otras mascotas.
Se utilizo la plataforma RStudio version 4.03 para el ana-
lisis de las proporciones utilizando la distribucion de chi
cuadrado y para la salida grafica.

RESULTADOS

En la Figura 1 se presenta la proporcion de animales
esterilizados y no esterilizados; la proporcion de machos no
esterilizados que present6 el tumor fue considerablemen-
te mayor (p<0,05) que en hembras no esterilizadas (80 y
20%); por lo contrario, esa proporcion fue mayor en hem-
bras esterilizadas comparadas con los machos (70 y 30%);
sin embargo, esa diferencia no fue significativa (p>0,05).
En total 18 animales esterilizados presentaron el tumor y
10 no esterilizados también los presentaron (p>0,05).

125

75
Esterilizado

B

5.0 Si

Conteos

25

0.0

Hembra Macho
Sexo

Figura 1. Proporcioén de hembras y machos con y sin este-
rilizaciéon que presentaron CTVT
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Otro factor que se relaciona con la presencia de la patologia
es la falta de cuidado, lo que lleva a los animales a vivir en
la calle; en la Figura 2 se presenta la proporcion de anima-
les rescatados y no rescatados que presentaron el tumor.

Rescatado
-

Si

25

0.0

Hembra Macho

Sexo

Figura 2. Proporcion de hembras y machos no y rescatados
que presentaron CTVT

La presencia del tumor fue considerablemente mas
alta en machos no rescatados con respecto a hembras en
la misma condicion (73 y 27%). La proporcion para ani-
males rescatados fue de 59 y 41% para hembras y machos
respectivamente. Sin embargo, estas diferencias no fueron
significativa (p>0,05). En total de 28 animales con el tumor
el 57% fueron rescatados y 43% no lo fueron.

Por otro lado, se evaluo la presencia de CTVT en ani-
males cruzados y no cruzados (Figura 3).

Cruzamiento
-~

Si

0 -

Hembra

Macho
Sexo

Figura 3. Proporcion de hembras y machos no y cruzados
que presentaron CTVT

En el presente estudio, la presencia del tumor fue
considerablemente mas alta (p<0,008) en animales cruza-
dos en comparacion con animales no cruzados (75 y 25%
respectivamente). Al comparar por sexo, los porcentajes de
hembras cruzadas con presencia del tumor fue ligeramente
mayor comparada con machos (53 y 47%). Para animales
no cruzados dicho porcentaje fue mayor en machos que en
hembras (71 y 29%); sin embargo, por sexo y cruzamientos
las diferencias no fueron significativas (p>0,05).

Con la encuesta aplicada se analizaron los signos de
alarma para la deteccion del tumor por parte de los pro-
pietarios; los resultados mostraron que no se presentaron
diferencias estadisticas en los signos de alarma; los men-
cionados fueron el sangrado, la consulta al veterinario o
la visualizacion directa del tumor (p>0,05). En cuanto a la
localizacién del tumor, lo mas comun fueron lesiones en
la region genital (Figura 4), 25 de 28 animales afectados

las presentaron en esa zona (p<0,05). La presentacion oral
y otras presentaciones del tumor solo fueron evidenciadas
en machos.

Localizacion

B cenia
7 oral

Otro

Hembra Macho

Sexo

Figura 4. Localizacion mas frecuente de CTVT
DISCUSION

El CTVT ha sido reportado practicamente en todos
los continentes; es menos frecuente en Europa del Norte y
Central y en América del Norte, esto se atribuye al control
de las poblaciones de perros callejeros, los examenes mi-
nuciosos previos a los programas reproductivos y el trata-
miento eficaz de los casos clinicos; por lo que esta enferme-
dad es mas comun particularmente en el sur de los Estados
Unidos, Centro y Sur América (Ganguly et al. 2010).

Coémo en este estudio, la observacion clinica todavia
se usa ampliamente para diagnosticar CTVT; sin embargo,
la citologia ha ganado importancia como método para el
diagnostico de la enfermedad. Un estudio basado en en-
cuestas a veterinarios, arrojo que el 47,4% mencioné como
método diagndstico principal la citologia, seguido de la
observacion clinica y la histopatologia con un 26,3 y un
13,1%, respectivamente (Awaluddin et al. 2021).

En cuanto a la relacion del sexo del animal con la en-
fermedad, varios estudios coinciden con una mayor presen-
cia de CTVT en hembras que en machos. Un estudio rea-
lizado en México, menciona que de 303 perros callejeros
sacrificados, el tumor se presentd en el 3% de las hembras y
2,18 de los machos; todos los individuos fueron igual o me-
nores a 4 afios (Ortega-Pacheco et al. 2003). De otro lado,
también en México, la tendencia fue mayor en machos que
en hembras aunque sin diferencias significativas (19% y
17%); en dicho estudio la edad con mayor presencia de la
enfermedad fue la comprendida entre los 3 a 4 afios con el
21% (Cruz et al. 2010).

Lo anterior se atribuye a que las hembras pueden pro-
pagar mas facilmente la enfermedad cuando se encuentran
en celo (Abeka 2019) y se reporta que los perros castrados
y las hembras esterilizadas registran menor prevalencia del
tumor (Strakova y Murchison 2014). En el estudio de en-
cuestas mencionado anteriormente, 28 de los veterinarios
encuestados (18,4%) respondieron que la mayoria de sus
animales tratados por la patologia estaban castrados y los
124 restantes (81,6%) informaron que estos animales no lo
estaban (Arcila-Villa et al. 2018)

Otro factor determinante parece ser la presencia de
los animales en las calles, esto aumenta su exposicion y por
ende el riesgo de contraer la enfermedad. Investigadores



reportaron que caninos mestizos, razas grandes, machos se-
xualmente activos (1 a 5 afios) y los perros callejeros, aun
cuando se les habia reportado un propietario, son los mas
afectados (Grandez et al. 2011). En la india en un estudio
que involucré 38 animales, 21% de castrados/esterilizados
y un 79% estaban enteros, se compard con casos-controles y
se determin6 un OR de 0,7 como factor de proteccion de los
animales castrados (Kabuusu et al. 2010). Sin embargo, la
castracion no elimina por completo el riesgo de que el perro
contraiga CTVT extragenital, dichos contagios pueden ocu-
rrir por un comportamiento de socializacion no relacionado
necesariamente con el apareamiento (Nalubamba 2015), la
enfermedad se puede transmitir facilmente dentro de un ho-
gar por la llegada de perro nuevo, incluso si otros perros en el
hogar estan castrados o esterilizados (Das et al. 2020).

Si bien el tumor venéreo transmisible es una neo-
plasia que se encuentra principalmente en la zona genital,
se puede encontrar en otros sitios como una lesion Unica
(Lima et al. 2013). En el presente trabajo la mayoria de los
casos mostraron lesiones en el area genital, encontrandose
solo un caso con presencia en la zona oral. El tumor se ha
observado en nariz, la boca, ojos, asi como la piel y los
ganglios linfaticos superficiales; incluso se ha reportado re-
cientemente un caso en el que el tumor produjo un aumen-
to de volumen en la region periorbitaria, desplazamiento
ocular lateral izquierdo, epistaxis excesiva en fosa nasal
izquierda, estornudos recurrentes, tos y signos de dolor
(Silva et al. 2022). De la misma manera, una masa rojiza
en la orbita derecha fue reportada en un perro mestizo de 4
afios. La masa invadia la camara anterior del ojo derecho, el
diagnostico de CTVT se confirmo en la histopatologia (Do
Amaral et al. 2012). EI tumor también se ha observado en
glandulas mamarias inguinales derecha e izquierda acom-
pafiado de sangrado vulvar (Dos Santos et al. 2014). En pa-
cientes con estado inmune anormal el tumor puede migrar
a Organos internos; investigadores reportaron hallazgos en
bazo (Romero et al. 2010) y también reportaron multiples
nodulos en cuerpo, vulva, mucosa ocular y encias (Faccini
et al. 2019). Por otro lado, en Brasil se reportaron como los
sitios mayor frecuencia de CTVT en mas de 3.000 pacien-
tes fueron el area genital (86%), piel (21,8%), nasal (10%)
y en menor proporcion region linfatica (<10%) seguido de
lesion oral, anal, perianal y ocular (Pimentel et al. 2021).

El ntimero de animales con acceso a la calle y no cas-
trados, es alto en México; lo anterior aunado a la falta de
una politica de proteccion animal eficiente incrementan el
riesgo a CTVT; el presente trabajo reafirma la importan-
cia de la esterilizacion, el cruzamiento controlado, como
estrategias para disminuir el riesgo de la enfermedad; asi
como el papel del cuidador para la deteccion temprana del
tumor y con ello un tratamiento inmediato para evitar le-
siones mayores.
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Resumen

Los componentes organicos volatiles generados por cambios en el metabolismo de un individuo han sido
utilizados para el diagndstico de enfermedades a través del olfato canino. Hay evidencias sobre la genera-
cion de dichos componentes en la infeccion por SARS-COV-2. El objetivo del trabajo fue determinar la
capacidad canina para discriminar a pacientes positivos y negativos a COVID-19 a través de muestras de
sudor axilar. Se utilizaron muestras de sudor axilar de 102 pacientes hospitalizados tanto COVID-19 po-
sitivos (31) como negativos (71), todos diagnosticados mediante la prueba de RT-PCR. Por cada ronda de
deteccion se coloco una Unica muestra positiva y el resto de las muestras (sean 1, 2, 3, 4 0 5) negativas. La
sensibilidad y especificidad global fue de 93,11% (& 3,14%) y 88,52% (+ 4,64%) respectivamente. La alta
sensibilidad pudo deberse al entrenamiento mas prolongado aumentando asi, la exactitud en la deteccion de
muestras positivas. La especificidad fue menor a otra publicada pudiéndose deber a que las muestras nega-
tivas provenian de personas internadas por otras patologias o eran acompafiantes de familiares internados
por lo que todas poseian olor hospitalario. La deteccion de pacientes COVID-19 mediante el olfato canino
ha demostrado ser una prueba tamiz confiable y prometedora.

Palabras clave: COVID-19, componentes organicos volatiles, olfato canino.

Detection of COVID-19 patients in sweat samples using canine
sense of smell: Preliminary study

Abstract. Volatile Organic Compounds generated by changes in the metabolism of an individual have been
used for the diagnosis of diseases through canine sense of smell. There is evidence of the generation of these
compounds in SARS-COV-2 infection. The objective of the work was to determine the canine capacity to
discriminate between positive and negative patients with COVID-19 through samples of axillary sweat.
Axillary sweat samples were used from 102 hospitalized patients both COVID-19 positive (31) and negative
(71), all diagnosed by rt-PCR test. For each round of detection, a single positive sample was placed and
the rest of the samples (whether 1, 2, 3, 4, or 5) were negative. The overall sensitivity and specificity were
93.11% (* 3.14%) and 88.52% (+ 4.64%) respectively. The high sensitivity could be due to the longer train-
ing thus increasing the accuracy in the detection of positive samples. The specificity was than lower another
published and may be due to the fact that the negative samples came from people hospitalized for other
pathologies or were companions of hospitalized family members, so that all had a hospitable odor. Detecting
COVID-19 patients using canine smell has proven to be a reliable and promising sieve test.

Key words: COVID-19, volatile organic components, canine sense of smell.

INTRODUCCION oncologico, bacteriano, viral, parasitario, metabdlico, neu-

rologico, etc., han sido detectadas en pacientes, a través

La participacion de canes en el campo de la deteccion  del olfato de perros entrenados (Helton et al. 2009, Moser

mediante el olfato se ha ampliado extensamente, siendo la 2010, Bijland et al. 2013, Bomers et al. 2014, Angle et al.

salud humana la mas beneficiada. Enfermedades de origen  2016b, Guest et al. 2019, Heather Junqueira et al. 2019,
Kasstan et al. 2019).
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Cientos de componentes organicos volatiles (COVs)
o biomarcadores son emitidos por el cuerpo reflejando la
condicion metabolica de un individuo. Por lo tanto, con-
traer una enfermedad infecciosa, metabdlica, u otras;
frecuentemente resulta en un cambio del olor corporal
(Shirasu et al. 2011, Angle et al. 2016a, Ibrahim et al.
2021). La presencia de los denominados COVs (o por sus
siglas en inglés VOC's Volatile Organics Compounds) en
pacientes que cursan con enfermedades, ha sido descrip-
ta en multiplicidad de trabajos cientificos publicados en
revistas reconocidas mundialmente (Shirasu et al. 2011,
Horvath et al. 2013, Angle et al. 2016a, Biehl et al. 2019,
Heather Junqueira 2019, Course et al. 2021). En el caso de
las enfermedades virales de origen respiratorio, Aksenov et
al. (2014) revelaron que los patrones de COV en respuesta
a la infeccion de tres subtipos de virus de Influenza aviar y
humana [HON2 (aviar), HON2 (aviar) y HIN1 (humana)]
fueron tnicos para cada cepa, mientras que otros COV no
especificos fueron producidos luego de la infeccion con las
tres cepas del virus.

La participacion de canes en la deteccion de la infec-
cion en humanos por SARS-CoV-2 tuvo un amplio creci-
miento tanto en términos de investigacion como en imple-
mentacion durante la pandemia. Paises como Argentina,
Meéxico, Chile, Brasil, Colombia, Estados Unidos,
Alemania, Francia, Bélgica, Reino Unido, Finlandia,
Australia, Emiratos Arabes, Libano y Ruanda iniciaron in-
vestigaciones de diferente alcance en la tematica. En algu-
nos casos, se utilizaron canes entrenados para propositos
médicos como la deteccion de enfermedades, tal fue el caso
de Alemania y Libano. En otros paises, como en Argentina
y Francia, participaron canes pertenecientes a divisiones de
las fuerzas del orden publico entrenados para deteccion de
explosivos, para rescate de personas y de rastro.

El ensayo en Argentina fue ejecutado en el afio 2020
con la asesoria técnica del Dr. Granjean, de la Universidad
de Alfort en Francia. Se siguieron los estandares del grupo
de investigacion francés y al momento de la ejecucion po-
cos paises habian hecho sus publicaciones de sus resulta-
dos. Investigadores alemanes, utilizaron 8 perros de detec-
cion que fueron entrenados durante 1 semana para detectar
SARS-CoV-2 en saliva y secrecion traqueobronquial ob-
teniendo una sensibilidad del 82,63% y una especificidad
del 96,35% (Jendrny et al. 2020). Por otra parte, los inves-
tigadores franceses y libaneses en un trabajo conjunto uti-
lizaron 6 canes (perros detectores de explosivos, de rescate
y detectores de cancer de colon) entrenados durante 1 a 3
semanas para detectar SARS-CoV-2 en muestras de sudor
(Grandjean et al. 2020).

El adiestramiento para la deteccion de olores se reali-
za a partir de un aprendizaje asociativo (Helton et al. 2009)
mediante el cual el perro aprende que donde estan las par-
ticulas odorantes se encuentra el elemento de recompensa,
el cual acciona como reforzador positivo (éste puede ser
desde una pelota o en algunos casos, alimento). El entrena-
miento para la deteccion del SARS-CoV-2 a través de las
diversas matrices utilizadas, consistié en todos los casos,
en exponer al olfato canino las muestras en dispositivos
disefiados para tal fin. Los dispositivos varian en tecnolo-
gia y presentacion, pero en todos los casos, cuentan con un

“cono de olfacion” y un sitio de colocacion de la muestra.
Las muestras utilizadas por los diferentes grupos de inves-
tigadores fueron saliva, secreciones respiratorias, sudor
(y/o olor corporal), aliento de exhalacion y orina.

En relacion con la situacion sanitaria mundial actual,
donde un nuevo coronavirus denominado SARS-COV-2
(Severe Acute Respiratory Syndrome — Coronavirus -2)
responsable de una enfermedad respiratoria severa en el
ser humano llamada COVID-19 por sus siglas en inglés
Coronavirus Disease 19 (enfermedad por coronavirus —
19) ha generado una pandemia de gran envergadura a nivel
mundial.

Los métodos de diagnostico para la deteccion de
SARS-COV 2 se basan en la busqueda y amplificacion del
material genético (ARN) del agente viral, utilizando para
tal fin la técnica de PCR, y en la deteccion de antigenos y/o
anticuerpos en muestras séricas (test serologicos) que de-
muestran que el individuo bajo estudio tomo contacto con
el virus (Moser et al. 2010).

La alta tasa de contagios que se han registrado en al-
gunos paises ha requerido un testeo masivo en sectores o
areas vulnerables que han demandado tiempo y recursos
cuantiosos. Esta realidad plantea mayores esfuerzos y de-
safios a la comunidad cientifica para lograr la deteccion del
virus con mayor celeridad en personas que transitan por
distintos &mbitos de un territorio (barrios, acropuertos, cen-
tros urbanos, centros comerciales, etc.), y a menores costos.

El objetivo del presente trabajo es evaluar la capaci-
dad de deteccion de pacientes COVID-19 positivos, a tra-
vés de muestras de sudor, mediante el sentido del olfato de
caninos entrenados. A partir de los resultados obtenidos se
determinan los valores de sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo, valor predictivo negativo y porcentaje
de deteccion para esta técnica diagnodstica. Adicionalmente
se comparan los resultados con otros autores con ensayos
de metodologia similar.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron 102 muestras de sudor axilar mediante
dispositivos de gasa tubular hidrofila estéril de 10 x 10 cm,
de 31 pacientes COVID-19 positivos (con sintomas clinicos
de la enfermedad) y 71 negativos; ambos confirmados por
RT-PCR para SARS-CoV-2. Las muestras se identificaban
al arribar desde la institucion hospitalaria con la letra P (po-
sitivas a COVID-19) y la letra N (negativas a COVID-19)
seguida de un numero de orden. Los pacientes se encon-
traban hospitalizados al momento de la toma de muestra e
incluian a personas de ambos sexos y cualquier edad. Las
muestras fueron tomadas por el personal de salud pertene-
ciente al Hospital de Clinicas de la Universidad de Buenos
Aires y acondicionadas en bolsas de cierre hermético para
su traslado. Con el propoésito de generar un mayor margen
de seguridad ante la manipulacion de las muestras, cada
una de ellas fue almacenada por 72 h previo a su utilizacion
en el ensayo. En la Tabla 1 se muestran la distribucion de
muestras positivas y negativas segun la edad y género.
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Tabla 1. Distribucion de las muestras de sudor axilar segiin género y edad.

Muestras Positivas

Muestras Negativas

Edad Género
FEMENINO MASCULINO FEMENINO MASCULINO

0— 19 afios 0 0 7 2
20 — 29 afios 0 1 27 3
30 — 39 afos 5 2 11 5
40 — 49 afos 3 2 3 5
50 -59 afios 4 4 1 2
60 — 69 anos 3 2 1 2
70 — 79 anos 3 2 2 0
TOTAL 18 13 52 19

Se seleccionaron 9 perros mayores de 2 afios, ma-
chos y hembras con entrenamiento previo en materia de
deteccion de explosivos pertenecientes a Instituciones
Nacionales vinculadas a las fuerzas de seguridad. También
fueron incluidos dos perros de adiestradores particulares
con entrenamiento en la biisqueda de rastro. En la Tabla 2
se muestran los canes participantes en el ensayo.

Entre el mes de noviembre y diciembre del 2020 se
llevd a cabo el ensayo para la deteccion mediante el ol-
fato canino de muestras de sudor axilar de pacientes con
COVID-19 en dependencias de la Facultad de Ciencias
Veterinarias (UBA).

Los perros durante las jornadas de trabajo fueron con-
ducidos por sus respectivos guias. El binomio se mantuvo

Tabla 2. Datos de identificacion de los perros participantes en el estudio.

Ne Nombre Raza Sexo Edad Trabajo
IRU Pastor Aleman Macho (estéril) 2 aflos Rastro
2 AKIRA Pastor Aleman Hembra 2 aflos Deteccion explosivos
(Policia PBA)
3 APOLO Pastor Belga Macho 2,5 afios Deteccion explosivos
(Policia PBA)
4 ARGOS Pastor Belga Macho 2 aflos Deteccion explosivos
(Policia PBA)
5 KINDU Pastor Aleman Macho 2 aflos Deteccion explosivos
(Policia PBA)
6 ODIN Pastor Belga Macho (estéril) 2 aflos Rastro
(Mallinois)
7 MAIA Pastor Belga Hembra 4,5 afios Deteccion explosivos
(Gendarmeria)
FUSER Mestizo Macho (estéril) 7,5 afos Rastro
THOR Labrador Macho 2 aflos Deteccion explosivos
(Prefectura)

PBA: Provincia de Buenos Aires.

a lo largo de todo el ensayo. Los canes tuvieron un periodo
de 28 + 2 dias de adaptacion previo al ensayo para lograr
nivelar el desempefio del grupo y homogeneizar el modo
de trabajo. Durante este tiempo se ejercito en la disciplina
necesaria para ejecutar la modalidad de trabajo elegida (ol-
facion en dispositivos dispuestos en linea, tipo de refuerzos
positivos), puntualizando en aspectos vinculados a la esta-
bilidad emocional del can, fomentando la motivacién por
la busqueda, y poniendo en practica un sistema de marca-
cion pasiva con focalizacion en la fuente odorante. Por otra
parte, se evalud y se reentreno al conductor, solo en casos
necesarios, para lograr tener control permanente de su pe-
rro, saber interpretar las sefiales corporales relacionadas a
los estados emocionales de este, poder conducirlo en una
busqueda punto por punto, y tener habilidad suficiente para
otorgar el refuerzo.

Las muestras se dispusieron en frascos de vidrio y co-
locados en soportes de acero inoxidable. Dichos dispositivos

fueron fabricados para el entrenamiento en deteccion por
olfacion, de los canes seleccionados. Las caracteristicas de
dichos soportes se grafican en la Figura 1.

Figura 1. A: Esquema de dispositivo para entrenamiento
en deteccion mediante el olfato. B: Dispositivo de acero
inoxidable utilizado durante los entrenamientos.
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La ubicacion de las muestras en los dispositivos fue
de manera aleatoria, con el completo desconocimiento de
los guias y los canes en cuanto a su ubicacion (ensayo cie-
g0). Un tercer participante (jefe de adiestradores) que se
situd por fuera del circuito de deteccion conocia la ubica-
cion de las muestras. Utilizando un generador de nimero
aleatorios, el jefe de adiestramiento escogia una muestra
positiva por ronda de deteccion y completaba el resto de los
dispositivos de olfacion, con muestras negativas elegidas
de la misma manera. Se registré toda aquella informacion
vinculada a las muestras y a los resultados de su deteccion
por personal auxiliar que no interfirié con el trabajo de los
canes. El guia vocalizaba la marcacion que su can reali-
zaba frente a los dispositivos que contenian las muestras.
Se tomaba nota de dicha marcacion por parte del personal
auxiliar que luego de terminada la jornada clasificaba los
resultados junto con la informacion suministrada por el jefe
de adiestramiento que conocia la posicion de la muestra
positiva en cada ronda.

Para cada ronda de deteccion se registré el numero
de verdaderos positivos (VP), falsos positivos (FP), verda-
deros negativos (VN) y falsos negativos (FN). Los canes
realizaron, por jornada de trabajo, entre 3 y 16 rondas de
deteccion durante 18 dias de entrenamiento como maximo
y 11 como minimo. En cada ronda se colocaba una tni-
ca muestra positiva con otras negativas, que podian variar
desde 1 a 5 muestras. El refuerzo ante el acierto en la detec-
cion de la muestra positiva durante cada ronda fue a través
del juego por medio del lanzamiento de una pelota.

Para el analisis estadistico, dichos resultados se pon-
deraron con el nimero de muestras positivas de pacientes
con COVID-19 y muestras negativas que se ofrecian para
cada jornada de trabajo. A partir de estos valores se calcu-
laron la sensibilidad (SE), especificidad (ES), valor predic-
tivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN) y el
porcentaje de deteccion (precision de la prueba).

Para el analisis estadistico se utilizaron los softwares
STATISTIX® Inc. e Infostat® version 2020. Se realiz6 un
test de Normalidad (Shapiro Wilks) para las variables cal-
culadas tomando los valores obtenidos el dia 1 del ensayo
propiamente dicho (excluyendo los dias previos de adap-
tacion). Seglin su distribucion, se compardé mediante un
Analisis de Varianza de una via (Test de Medidas Repetidas
de una via), la diferencia de medias de las variables bajo

estudio teniendo en cuenta los factores tiempo (dias en en-
trenamiento) e individuos participantes (canes detectores).
Luego del analisis de varianza se realizo un post-ANOVA
mediante comparaciones multiples utilizando el Test de
Tukey. Se compard a través del Test T-Student los valo-
res de SE, ES, VPP, VPN y el porcentaje de deteccion con
aquellos publicados por otros autores (Jendrny et al. 2020).
Los resultados obtenidos se expresaron mediante la media
aritmética + el desvio estandar (DE) y se construyeron in-
tervalos de confianza (95%) para las variables estudiadas.
El nivel de significacion utilizado fue del 5%.

Con el proposito de evaluar el bienestar animal (BA)
durante todo el ensayo (periodo de adaptacion y entrena-
miento), se generaron primariamente, indicadores directos
e indirectos vinculados a la actividad. Se conformd una
planilla de sencilla (Figura 2) respuesta que fue utilizada
para evaluar BA en cada perro participante por cada dia
de trabajo durante el ensayo. La tarea fue llevada adelante
por observacion directa, y su interpretacion estuvo a cargo
de un veterinario con conocimiento en BA que participod
las jornadas de trabajo. Los indicadores utilizados com-
prendieron aspectos vinculados a; tiempos y espacios de
trabajo y descanso, disponibilidad de agua durante el tra-
bajo, manifestaciones del comportamiento (relacion con su
guia, conductas de exploracion, manifestacion de frustra-
cion, miedo, ansiedad, angustia, aburrimiento) y presencia
de lesiones y enfermedades. Se elabord una planilla que
contenia los indicadores seleccionados para la evaluacion
de bienestar animal

El proyecto contd con la aprobacion del CICUAL
(Comit¢ Institucional de Cuidado y Uso de Animales de
Experimentacion), bajo el numero de protocolo 2020/10.

RESULTADOS

Los resultados de VP, FP, VN y FN obtenidos en las
rondas de deteccion para cada uno de los perros se muestran
en la Tabla 3. El total de muestras presentadas a los canes
en las rondas de deteccion durante todo el ensayo fueron
de 3.959 de las cuales 1.277 fueron positivas y 2.682 ne-
gativas. En la Tabla 3, se exponen la cantidad de muestras
positivas que se presentaron para cada can detector durante
todo el trabajo.

Tabla 3. Resultados obtenidos durante las rondas de deteccion para cada canino participante.

MUESTRA MUESTRA
ID PERRO VP FP VN FN TOTAL DE MUESTRAS
POSITIVAS NEGATIVAS
1 IRU 144 52 303 16 160 355 515
2 ODIN 145 29 335 14 159 364 523
3 FUSER 156 14 315 4 160 329 489
4 THOR 109 34 167 14 123 201 324
5 MAIA 146 46 202 10 156 248 404
6 KINDU 130 47 308 13 143 355 498
7  ARGOS 129 32 310 11 140 342 482
8 APOLO 122 28 271 10 132 299 431
9 AKIRA 102 17 172 2 104 189 293
TOTAL 1183 299 2383 94 1277 2682 3959
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ID: identificacion can. VP: verdadero positivo. FP: falso
positivo. VN: verdadero negativo. FN: falso negativo

De estos resultados se calcularon las variables por-
centaje de deteccion, SE, ES, VPP y VPN. El porcentaje de
deteccion obtenido a lo largo del ensayo, fue del 90,07%
+ 3,72% (IC 95%: 87,64-92,50%). La sensibilidad y es-
pecificidad global fue de 92,64% (£ 3,21%) y 88,85% (£
4,64%) respectivamente. El intervalo de confianza del 95%
para la SE fue de 90,54-94,74% y para la especificidad fue
de 85,82-91,88%. Los valores predictivos positivo (VPP) y
negativo (VPN) también fueron evaluados. El VPP fue de
79,82 £ 6,11% con un IC de 75,82-83,82 %. E1 VPN fue de
96,21 £ 1,99% con un IC de 94,91-97,51%.

El test de normalidad (Test de Shapiro Wilks) mostro
que todas las variables bajo estudio. Se distribuyeron nor-
malmente (p>0,05).

Con el proposito de analizar el efecto del tiempo de
entrenamiento y de los canes detectores sobre las variables
bajo estudio, se utiliz6 un Analisis de Varianza para medi-
das repetidas y luego un Test de Tukey para comparaciones

multiples. Los resultados muestran una diferencia signifi-
cativa vinculada a los dias en entrenamiento en todas las
variables (p<0,05) observando un incremento en los valo-
res de las mismas conforme transcurren los dias de traba-
jo. En cuanto a los canes, también se evidencid diferencias
entre ellos pudiéndose observar que tres fueron los que se
destacaron en la obtencion de mejores resultados en todas
las variables (Fuser, Akira y Odin). El efecto del factor
«dias de entrenamiento» sobre las variables en estudio
puede observarse en la Figura 2. El factor “can” también
tuvo impacto en los resultados, permitiendo confirmar que
existe una diferencia en el desempefio entre los individuos
participantes.

Esta parte del protocolo debe darmayora 2 $i dainfenor s dos, dosdias ze guldos, el pemo pasara 3 reevaluad én (ver sl puede segurformando

parte del proyecto bayjo evaluacién)
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Figura 2. Indicadores directos e indirectos para la evaluacion del bienestar animal de los perros detectores participantes

en el ensayo.
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Figura 3. Valores de porcentajes de deteccion, sensibilidad
(Se), especificidad (Es), valor predictivo positivo (VPP)
y valor predictivo negativo (VPN) durante los dias en
entrenamiento.

El porcentaje de deteccion obtenido en el presente en-
sayo resulté menor al publicado por Jendrny et al. (2020), (94
+ 3,4%) al compararlos mediante la prueba de T de Student
para una media (p = 0,0070). La prueba de T de Student para
la media de la SE y ES al compararla con los valores publi-
cados por los investigadores antes mencionados se presentan
en la Tabla 4. La SE resultd ser significativamente superior
en el trabajo de Jendrny et al. (2020). aunque la especificidad
fue menor. El VPP de este trabajo fue significativamente me-
nor al VPP al publicado por los otros autores, en cambio el
VPN de ambos ensayos fueron coincidentes (Tabla 4).

Tabla 4. Comparacion del porcentaje de deteccion, la sen-
sibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo y el
valor predictivo negativo entre el presente estudio y aquel
de Jendrny et al. (2020).

Jendrny
Variable Media + DE Hipotesis et al. P-value
(2020)
% de 90,07 + HO:p=94% o) p}:eg},l(;(;zo
deteccion 3,72% HI: p < 94%* ? Ho
0,0000
. — 0, >
Sensibilidad 93,11 + 3,14% I—II-IIO l'l> 88330//0* 83% Rechazo
i ° HO
0,0006
. — 0 s
88,52 + 4,64% é{lo " 99660/@ 96%  Rechazo
i ° HO
0,0482
= 1) >
VPP 80,16 + 6,12% 1?19’ “< 8%3]/@ 84% Rechazo
i ° HO
0,6479
R 0/ % 5
VPN 96,32 + 1,99% I;I{Ol..p #99663 96% No rechazo
i ° HO

* hipotesis que no fueron rechazadas por la prueba de
T-Student para una media. VVP: Valor predictivo positivo.
VPN: Valor Predictivo Negativo
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A lo largo del entrenamiento se observo que la SE,
ES, VPP y VPN se estabilizaban en valores maximos de-
mostrando que prolongar el periodo de adiestramiento ca-
nino supone mayor precision en la deteccion.

Los resultados de la evaluacion de los indicadores en
bienestar animal mostraron que, durante el ensayo, los ca-
nes, no manifestaron modificaciones en su comportamiento
vinculadas a estrés, ansiedad o frustracion.

DISCUSION

La generacion de componentes organicos volatiles
producidos por la interaccion del virus con las células de
sus huéspedes permite la existencia de un olor especifi-
co que puede ser utilizado con fines diagnosticos (Shirasu
et al. 2011, Aksenov et al. 2014, Angle et al. 2016b). Las
sustancias odoriferas desprendidas del organismo que cur-
sa con COVID-19 han podido ser detectadas por perros
entrenados para tal fin. Este hecho pone de manifiesto que
es posible discriminar individuos que cursan con la enfer-
medad de aquellos que no, permitiendo de este modo redu-
cir la diseminacion del agente dentro de la poblacién, ya
que permite adoptar medidas de manera precoz. La utili-
zacion de canes entrenados para poder detectar individuos
COVID-19 resulta en una estrategia til, economica y ra-
pida si se la concibe como una prueba tamiz o screening.
El analisis integral de los resultados obtenidos del uso del
olfato canino para la deteccion de muestras positivas de
COVID-19 mostr6 ser una técnica 1til como prueba diag-
noéstica tamiz. Trabajos precedentes han publicado resul-
tados similares y concluyen que es posible utilizar cani-
nos entrenados en terreno para el diagndstico de personas
infectadas por SARS-COV-2 (Grandjean et al. 2020). El
porcentaje de deteccion, la SE, la ES, el VPP y el VPN
que arrojoé nuestro trabajo son valores aceptables para con-
siderar al uso del olfato canino como técnica diagnostica.
La variabilidad individual de los caninos entrenados otorga
la posibilidad de eleccion de aquel animal que haya ob-
tenido valores altos de las variables calculadas. Aquellos
individuos que su performance no ha sido 6ptima, pueden
continuar con su entrenamiento a fin de conseguir los re-
sultados esperados. Sin perjuicio de ello, el uso del olfa-
to canino ha demostrado ser una técnica precisa y robusta
para ser utilizada en lugares estratégicos (aeropuertos, es-
tadios, ingresos a lugares de alta concentracion de persona,
etc.). Con ella se puede testear en un tiempo extremada-
mente breve y a un costo insignificante, a un alto nimero
de personas. Otros paises del mundo han comenzado con
su utilizacion en lugares publicos (Alemania, Chile, Arabia
Saudita, Finlandia).

La obtencion de una SE mayor a las publicada pudo
deberse a que los canes permanecieron un tiempo mas pro-
longados bajo entrenamiento. Esto significo un aumento
de la exactitud en la deteccion de muestras positivas de
pacientes COVID-19. Jendrny et al. (2020) (utilizaron un
protocolo de trabajo de 2 semanas de adaptacion a los dis-
positivos de deteccion, 5 dias de entrenamiento previo a
cuantificar resultados y 7 dias para el ensayo. En el presen-
te trabajo, el tiempo dedicado a la adaptacion/nivelacion y
al ensayo fueron superiores que el empleado en el trabajo
aleman. La especificidad cuyo valor promedio fue menor

al publicado podria deberse a que las muestras negativas
fueron provistas, mayoritariamente por personas internadas
por otras patologias e incluso por individuos que permane-
cian en la entidad hospitalaria acompafiando a sus fami-
liares. Esta circunstancia generaba que el olor ambiental
(“olor a hospital”) estuviera presente en ambos tipos de
muestras (positivas y negativas).

Las razas, las edades y los antecedentes de trabajo
de los canes que participaron en los ensayos en Argentina,
Alemania y Francia fueron practicamente los mismos.
Grandjean y colaboradores utilizaron la raza Pastor Belga
Mallinois con edades que fluctuaban entre 1 afio y 3 meses
hasta los 12 afos, situandose la mayoria de ellos en algo
menos de 5 afos de edad. Jendryn et al. (2020) utilizaron
las razas: Pastor aleman, Mallinois, Labrador y Cocker
Spaniel y las edades fueron en promedio de 5 afios. Los pe-
rros utilizados en los ensayos francés y aleman fueron ca-
nes detectores de explosivos y de rescate en su gran mayo-
ria. Estas caracteristicas en los canes fueron practicamente
idénticas a aquellas en Argentina. Por lo tanto, se puede
suponer que la diferencia de resultados con investigadores
alemanes pudo deberse al tiempo empleado en la nivela-
cion previa al ensayo, sumado a los dias de entrenamiento.
La nivelacion permitio realizar con mayor eficiencia, mas
orden y menos frustracion por parte de los canes el ensayo
a posteriori de dicha etapa. Los dias en entrenamiento per-
mitieron que los canes pudieran fijar el olor de COV’s pro-
venientes de las muestras de pacientes con SARS-CoV-2,
logrando afianzar su memoria olfativa.

Se concluyé que el factor “dias en entrenamiento”
tuvo un impacto estadisticamente significativo mostrando
una tendencia al aumento de los valores de las variables
bajo estudio conforme el entrenamiento se prolongaba.

Finalmente, el analisis de los indicadores de bienestar
animal permitio concluir que no existié impacto negativo
en los perros por las actividades de trabajo que se ejecuta-
ron durante del proyecto.

La deteccion de pacientes COVID-19 mediante el
olfato canino ha demostrado ser una prueba tamiz confia-
ble y prometedora. Su bajo costo y rapidez en determinar
un diagnostico inicial, hace de esta prueba una alternativa
efectiva ante enfermedades de alta contagiosidad y su diag-
néstico en terreno.
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Resumen

La cistoisosporosis es la infeccion producida por un coccidio que invade el aparato digestivo provocando
severos trastornos anatomopatologicos del vertebrado infectado. Esta parasitosis se encuentra desatendida
o subestimada en perros de la regién Cajamarca, Peru. El objetivo del presente estudio fue determinar la
coproprevalencia de Cystoisospora spp. y su morfometria de ooquistes en perros de la zona Oeste del distri-
to de Cajamarca. Mediante el método de Faust se analizaron 246 muestras fecales de perros con duefios de
ambos sexos, divididos en tres grupos etarios (n = 87 cachorros: 0 a 6 meses, n=43 juveniles: 6 a 12 meses
y n=116 adultos: > 12 meses). A los resultados, se encontrd una coproprevalencia general a Cystoisospora
spp. de 15,04%. En los cachorros muestreados se encontrd 24,14% de positividad; 20,93% para juveniles y
6,03% en perros mayores de 12 meses. Los ooquistes observados presentaron color verde amarillento, con
ausencia de micropilo y forma ovoide divididos en dos grupos, el primero con 36,63 + 5,05 por 35,90 £ 7,71
pm y el segundo con 38,54 + 4,38 por 33,74 + 4,15 pm. Se concluye que, la prevalencia de Cystoisospora
spp. es baja, con mayor presencia en los cachorros, el mismo que va disminuyendo conforme avanza la edad.
Ademas, seglin sus caracteristicas morfométricas se trataria de C. canis, el mismo que requiere de estudios
moleculares para su identificacion definitiva.
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Copro-prevalence of Cystoisospora spp. in domestic dogs
(Canis lupus familiaris) in Cajamarca district, Peru

Abstract. Cystoisosporosis is the infection produced by a coccidian that invades the digestive tract causing
severe anatomopathological disorders in the infected vertebrate. This parasitosis is neglected or underes-
timated in dogs in the Cajamarca region, Peru. The objective of the present study was to determine the
copro-prevalence of Cystoisospora spp. and its oocyst morphometry in dogs from the western zone of the
district of Cajamarca. Using the Faust method, 246 fecal samples were analyzed from dogs with owners of
both sexes, divided into three age group (n=87 puppies: 0 to 6 months, n=43 juvenile: 6 to 12 months, and
n=166 adults: > 12 months). The results showed an overall prevalence of 15.04% for Cystoisospora spp. of
which 24.14% corresponded to the puppies, 20.93% to juveniles, and 6.03% to dogs older than 12 months.
The oocysts observed presented yellowish green color, with the absence of micropyle and ovoid shape di-
vided into two groups, the first with 36.63 + 5.05 by 35.90 = 7.71 pm and the second with 38.54 + 4.38 by
33.74 £ 4.15 pm. It is concluded that the prevalence of Cystoisospora spp. is low, with a higher presence in
puppies, which decreases with age. In addition, according to its morphometric characteristics, it would be
C. canis, which requires molecular studies for its definitive identification.
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INTRODUCCION

La cistoisosporosis es la infeccién producida por el
parasito protozoario Cystoisospora, también denominado
Isospora (phylum Apicomplexa). Los perros y los gatos
son los hospedadores definitivos en todo el mundo (Buehl
et al. 2006). El contagio se da mediante la ingestion de
ooquistes esporulados junto al alimento en el ambiente o
por la ingestion de tejidos de hospedadores intermediari-
os vertebrados infectados (Mitchell et al. 2007). Incluso
se pueden infectar si consumen hospedadores paraténicos
como moscas, cucarachas o escarabajos coprofagos que
transportan ooquistes esporulados (Saitoh y Itagaki 1990).

La Cystoisospora parasita principalmente a animales
jovenes, debilitados e inmunocomprometidos. Causa
desdrdenes gastrointestinales, ademas puede generar vomi-
tos, molestias abdominales, inapetencia y diarreas acuosas
sanguinolentas que a menudo se confunde con infecciones
bacterianas enteropatogenas o infecciones por nematodos u
otro tipo de protozoarios (Saari et al. 2019). Dependiendo
de la edad del animal y la carga de parasitos, puede ocurrir
una deshidratacion severa y la muerte por lo que su diag-
noéstico mediante coprologia, el tratamiento farmacoldgico
y prevencion son de suma importancia a pesar de no ser
zoonotico (Lappin 2013).

En perros se reportan como parasitos especificos
a Cystoisospora canis, C. ohioensis, C. neorivolta y C.
burrowsi (Dubey et al. 2009). Todas las Cystoisospora se
replican en el intestino delgado de los animales infectados
y culmina el ciclo con el paso de ooquistes no esporula-
dos en las heces. En este transcurso generan atrofia de las
vellosidades, dilatacion de los conductos e hiperplasia de
los ganglios linfaticos en las placas de Peyer. Las regiones
con mayor infeccidon varian segun la especie al igual que
el tiempo de duracion de los periodos prepatente y patente
(Lappin 2013).

En la ciudad de Cajamarca, Pert, las parasitosis por
protozoarios en perros estan desatendidas o subestimadas.
Las mascotas se desparasitan sin previo analisis parasi-
toldgico o antigénico; ademas, no se realizan estudios di-
rigidos a la presencia de coccidios, los nematodos y cesto-
dos toman mayor importancia por lo que se desconocen los
tipos de protozoarios que infectan a sus mascotas. Por esta
razon, el objetivo del presente estudio fue identificar medi-
ante morfologia y calcular la prevalencia de Cystoisospora
spp. en heces de perros domésticos, ubicados en la zona
Oeste del distrito de Cajamarca.

MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizd en un sector (Oeste
de la ciudad de Cajamarca, comprendido por seis barrios
(San Pedro, Cumbemayo, Santa Apolonia, Urubamba, Dos
de Mayo y La Merced) (Figura 1). Se estim6 un tamafio
muestral de 246 muestras fecales de perros de ambos sexos
y diferentes edades, en funcién de una poblacion no con-
ocida; fijando un p valor de 0,20, nivel de confianza del
95% y error de 5% (Martinez y Valdivia 2022). La edad
se determind mediante observacion de la arcada dentaria

(Huidekoper 1981) y, se clasifico a los animales en tres cat-
egorias: cachorros (0 a 6 meses), juveniles (6 a 12 meses) y
adultos (> 12 meses).

M

Departamento de Cajamarca

[ Distrito de Cajamarca

- Barrios de la Zona Oeste Provincia de Cajamarca

Figura 1. Ubicacion del lugar de estudio

Las muestras se extrajeron directamente del recto con
estimulacion del esfinter anal utilizando el dedo indice de
la mano cubierta con guante quirtrgico lubricado con glic-
erina. Las heces se depositaron en bolsas rotuladas de po-
lietileno de 18 x 25 cm y estas en una caja de poliestireno
expandido con geles refrigerantes. Finalizado el muestreo
por dia se transportaron al Laboratorio de Parasitologia
Veterinaria y Enfermedades Parasitarias de la Facultad de
Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de Cajamarca,
para su procesamiento respectivo.

El andlisis coproparasitoldgico se realizd mediante
el método de Faust (Girard de Kaminsky 2014). La ob-
servacion de los ooquistes fue en microscopio Optico a
40X. La identificacion morfoldgica se realizd mediante
contrastacion de las caracteristicas de Cystoisospora spp.
de otros estudios publicados (Rocha y Lopes 1971, Miro
1999). Utilizando un ocular micrométrico a 40X y multi-
plicado por el factor de correccion 1,64 se obtuvieron las
dimensiones de largo y ancho.

Finalmente, los datos obtenidos se registraron y orden-
aron en hojas de calculo para determinar la prevalencia. Se
aplicé el estadistico Ji Cuadrado (¥?) para la heterogeneidad
e independencia de la prevalencia por edades de los canes.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 246 muestras fecales colectadas (41 muestras
por barrio), 87 fueron de cachorros, 43 de juveniles y 116
de adultos. Los resultados indican que la prevalencia de
Cystoisospora spp. en perros fue 15,04%, con mayor presen-
cia en cachorros, seguido de los juveniles y adultos (Tabla 1).
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Tabla 1. Coproprevalencia de Cystoisospora spp. en los
perros.

Canes: edad n mues- Positivos
(meses) tral n % + 1C95%
Oaéb 87 21 24,14 + 8,99
6al2 43 9 20,93 £ 12,16
>12 116 7 6,03 £4,33
Total 246 37 15,04 £ 4,47

Proporciones desiguales entre las edades (y2: <0,05)

Los animales mas jovenes de la ciudad de Cajamarca,
Peru, presentaron mayor prevalencia de Cystoisospora
spp. Hallazgo parecido se reportd en muestras fecales de
perros enviados al Instituto de Parasitologia y Zoologia
- Universidad de Medicina Veterinaria de Viena (8,7%;
312/3590), de los cuales el 78% (244) correspondid a
cachorros de hasta 4 meses de edad, los mismos que pre-
sentaron diarrea hemorragica (Buehl et al. 2006). También
se ha demostrado la presencia de Isospora sp. en perros
adultos. En seis distritos de Puno (ubicado en la serrania
peruana) se hall6 una frecuencia de 11,9 + 3,4% de un total
de 352 perros pastores cruzados y la edad no fue un factor
de riesgo (Cruz et al. 2012).

Seglin algunos estudios hechos en Peru, tanto en la
Sierra como en la Costa se puede encontrar cistoisosporo-
sis en canes y la edad no es un factor determinante. En el
Centro Poblado “Supte San Jorge” (Huanuco), se determiné
una prevalencia de 6,70 + 4,62% a Isospora sp. en 194 per-
ros criollos analizados. No se encontré relacion estadistica
entre la edad de los perros y los parasitos (p>0,01) (Orbezo-
Campos et al. 2016). En otra region de la serrania peruana
(Junin), la presentacion de Isospora (2,8%; 2/71) junto a
otros parasitos estuvo relacionado a la falta de costumbre y
desconocimiento de las desparasitaciones de las mascotas y
la crianza fuera de casa (Minaya y Serrano 2016).

En la Costa peruana también la presencia del proto-
zoario puede ser variado. De un andlisis retrospectivo de
pruebas parasitologicas en el Laboratorio de Parasitologia
de la FAVEZ-UPCH (Lima), Isospora spp. fue el segun-
do protozoario con mayor frecuencia, con 37 positivos de
un total de 476 muestras (Serrano-Martinez et al. 2014).
En la misma region Lima se evaluaron caninos comercial-
izados menores de seis meses y, de 97 muestras de heces,
Isospora canis se presentd en el 98,78%, sin demostrar
asociacion con la edad (Vega et al. 2014). En una comu-
nidad de un distrito limefio (Huaral) como unico factor de
riesgo de parasitismo fue el lugar de alimentacion, la calle

(OR=7,11; X2=5,23; p = 0,03), a pesar que la prevalen-
cia de Cystoisospora canis fue baja, con apenas dos casos
(4,3%) (Naupay et al. 2019).

De manera similar, en perros pastores y de caza en
la prefectura de Serres (Norte de Grecia), la presencia de
Cystoisospora spp. alcanzé un porcentaje de 3,9% (11/281),
siendo mayor en perros juveniles (hasta 6 meses de edad)
que en perros adultos de 6 meses a 10 afios (p<0,05)
(Papazahariadou et al. 2007). En el mismo pais heleno, en
la ciudad de Tesalonica, otro estudio reportd que los per-
ros jovenes tenian 5,15 veces mas probabilidades de es-
tar infectados por Cystoisospora spp. en comparacion con
los perros adultos (p<0,001, IC 95%, 3,01-8,85); ademas,
los perros vagabundos tendian a ser menos parasitados por
Cystoisospora spp. que los perros con duefio (Symeonidou
et al. 2017). La susceptibilidad a las parasitosis de los an-
imales mas jovenes estaria determinada por la insuficiente
exposicion y sensibilizacion del sistema inmune (Hart
1990). Por otro lado, la pobre limpieza de las camas de los
perros en casa podria permitir que el ciclo biologico de la
Cystoisospora se perpetue sin complicaciones, a diferencia
de los perros vagabundos que defecan en diferentes lug-
ares y las madres que viven en estas condiciones tienen
mejor desarrolladas sus habilidades maternas, acuden a la
coprofagia con el fin de no exponerse a si mismas y a sus
crias a la infeccion por parasitos (Hart y Hart 2018)

En otros paises sudamericanos también se ha dem-
ostrado la presencia de Cystoisospora spp. en perros,
mayormente en cachorros. Se ha encontrado en Brasil, con
mayor presencia en perros mestizos callejeros (p<0,05)
(Oliveira-Sequeira et al. 2002); en Argentina (Nemeséri
1960), Venezuela (Ramirez-Barrios et al. 2004), Colombia
(Sarmiento-Rubiano et al. 2018). A su vez, en diferentes
paises alrededor del mundo igualmente se han reportado
presencia de Cystoisospora spp. en perros callejeros y
domésticos, de raza y mestizos, con mayor presencia en
perros jovenes (Barutzki y Schaper 2013, Johnson et al.
2015, Sommer et al. 2017).

A nivel morfolégico se pudo observar que los oo-
quistes hallados presentaron forma ovoide (Tabla 2 y
Figura 2). Las medidas de los ooquistes se ubican dentro
de los valores reportados para Cystoisospora canis (34 - 40
x 28 - 32 um) (Mir6 1999). También en otros paises C.
canis dio valores cercanos; en Hungria 36 - 44 %29 - 36
pm (Nemeséri 1960), Brasil 32 - 40x23-35 um (Rocha y
Lopes 1971), Egipto 40 - 50 x25 - 40 um (Abdel-Magied
et al. 1982), Estados Unidos 35 - 39x27 - 32 um (Mitchell
et al. 2007).

Tabla 2. Caracteristicas morfologicas de las Cystoisosporas spp. observadas.

Dimensiones: pm (X)

Estructura n Forma Color Micropilo
Largo Ancho
28 38,54+4,38* 33,75+4,15
Ooquiste Ovoide Verde amarillento Ausente
9
36,63+5,05* 35,90+7,71°

ab[etras similares en una misma columna indican similitud (F > 0,05).
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Figura 2. Ooquistes ovoides de Cystoisospora spp. 40X

A pesar que las claves taxonomicas brindan gran
acercamiento en la identificacion de parasitos, para un di-
agnostico definitivo se requieren de estudios moleculares
que permitan establecer el género y especie del agente in-
volucrado. Por lo tanto, los resultados del presente estudio
podrian considerarse como preliminares si se busca deter-
minar la especie del protozoario observado, aunque esto no
resta importancia a la presencia de coccidios desatendidos
en perros del distrito de Cajamarca (Pert), el cual podria
deberse al desconocimiento del parasito por la falta de es-
tudios, tal como sucedi6 en Jauja (Minaya y Serrano 2016).
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SCIFA,0
Revista Veterinaria ingresa a SCIELQO  scientific Electronic Library Online

Revista Veterinaria, publicacion oficial de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Uni-
versidad Nacional del Nordeste (Corrientes, Argentina), ha logrado acceder al Nucleo
Basico de Revistas Cientificas Argentinas (Nivel 1), luego de calificar adecuadamente en
el Centro Argentino de Informacion Cientifica y Tecnolégica (CAICYT), segiin Resolu-
cion 2485/14 del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificasy Técnicas (CONICET).

Sobre un puntaje maximo de 33 se obtuvieron 32 puntos. Tal calificacion constituye “una
garantia de la excelencia de la publicacion” (sic) y queda expedita la via del Portal SCIELO
(Scientific Electronic Library Online) para los articulos publicados.

En tal calificacion gravito positivamente la circunstancia de haber aumentado el indice de
impacto (Scimago-Elsevier) y haber disminuido las autocitaciones. También se tuvieron
en cuenta aspectos como la amplia cobertura de la revista, la calidad cientifica del Comité
Editorial, los criterios de evaluacion de los articulos, el origen de los autores (locales 60%,
nacionales 13%, extranjeros 24%, en idioma inglés), el adecuado balance entre trabajos
cientificos originales y resefias bibliograficas (ambos con alta calidad), asi como el estricto
cumplimiento de la periodicidad semestral y la favorable acogida por indizadores como
Cab, J-Gate, Doaj, Ebsco, Gale Cengage, Infocyt, Latindex y Scopus.

Se consolida de esta manera la continuidad de “Revista Veterinaria”, que en su acontecer
registra mas de 50 afios de existencia en nuestra Facultad de Ciencias Veterinarias, entidad
que en 2019 cumplio el 99° aniversario de su fundacion.
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Abstract

The Sprague-Dawley rat is used as an experimental model in neuroscience research, among others, devel-
oped at the Scientific Research and High Technology Services Institute of Panama; being important to have
reference values of some parameters such as: growth (weight-length), hematological and blood biochemical
parameters. In this trial, from weaning to 8 weeks, the weight gains and growth in length of 10 females and
10 males were measured. At 8 weeks, some hematological parameters were measured, such as hemoglobin,
hematocrit, white blood cells, and their differential cell count. Some biochemical blood parameters were also
measured, such as glucose, cholesterol, GOT, and GPT. The sample size used was calculated considering
the total population of the colony. The parameters measured were compared between sexes, finding signifi-
cant differences in weight gain (p=0.01), height (p=0.02), hemoglobin (p=0.03), total leukocytes (p=0.05),
monocytes (p<0.001), neutrophils (p=0.02), GPT (p=0.02) and GOT (p=0.01), where males presented high-
er values in weight, height, total leukocytes, monocyte, neutrophils, GPT and GOT, while females presented
higher values in hemoglobin. The values found in this trial can be used as data bases for different studies
allowing the reproducibility of the experimental results at regional and global scope. In addition to applying
the R’s of Reduction and Refinement of ethics in the use of laboratory animals.

Key words: Rats, growth, hematology, biochemistry, ethics, welfare.

Parametros hematologicos, bioquimicos y de crecimiento en
ratas del Bioterio del Instituto de Investigaciones Cientificas y
Servicios de Alta Tecnologia de Panama

Resumen. La rata Sprague-Dawley es usada como modelo experimental en investigaciones de neurocien-
cia, entre otras, desarrolladas en el Instituto de Investigaciones Cientifica y Servicios de Alta Tecnologia de
Panama; siendo importante contar con valores de referencia de algunos parametros tales como: crecimiento
(peso-talla), hematoldgicos y bioquimicos sanguineos. Se midieron, en este ensayo, desde el destete hasta
las 8 semanas, la ganancia de peso y el crecimiento en talla de 10 hembras y 10 machos. A las 8 semanas
se midieron algunos parametros hematoldgicos, como la hemoglobina, el hematocrito, los globulos blan-
cos, y su recuento celular diferencial. Igualmente se midieron algunos parametros bioquimicos sanguineos
como: la glucosa, el colesterol, la GOT y la GPT. El tamafo de muestra usado fue calculado considerando
la poblacion total de la colonia. Los pardmetros medidos se compararon entre sexos, encontrandose diferen-
cias significativas en el aumento de peso (p=0,01), talla (p=0,02), hemoglobina (p=0,03), leucocitos totales
(p=0,05), monocitos (p<0,001), neutroéfilos (p=0,02), GPT (p=0,02) y GOT (p=0,01), donde los machos
presentaron valores mas altos en peso, talla, leucocitos totales, monocitos, neutréfilos, GPT y GOT, mien-
tras que las hembras presentaron valores mas altos en hemoglobina. Los valores encontrados en el ensayo
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pueden ser utilizados como datos bases para diferentes estudios permitiendo la reproducibilidad de los resul-
tados experimentales a nivel regional y mundial. Ademas de aplicar las erres de Reduccion y Refinamiento

de la ética en el uso de los animales de laboratorio.

Palabras clave: ratas, crecimiento, hematologia, bioquimica, €tica, bienestar.

INTRODUCTION

The use of rodents in the development of different
models for biomedical research is due to the similarity that
their DNA has with human DNA among other important
characteristic (Zhao et al. 2004). Of the numerous rodent
models developed, those using the Sprague Dawley (SD) rat
are preferred for studies in neuroscience, nutrition, oncol-
ogy, pharmacology, and others, due to the behavioral char-
acteristics of this outbred line (Ku et al. 2016, Rybnikova et
al. 2018, Gileta et al. 2022). In Panama, this animal model
is widely used by different institutions. Among them is the
Scientific Research and High Technology Services Institute
of Panama (INDICASAT AIP), which supplies SD rats to
different projects throughout the country.

The progenitors of the SD rats of the INDICASAT
AIP animal facility were obtained in 2018 from an inter-
national supplier. Since 2018, this colony has remained
a close colony, currently breeding the 8th generation in
non-inbred conditions, which can compromise the genet-
ic variability expected in non-inbred lines (Benavides and
Guénet 2003). Furthermore, using reference values report-
ed by international studies or comparing with the ones
reported by the supplier could lead to inaccurate conclu-
sions, because of the differences in housing and handling
conditions that can cause phenotypic changes in the col-
ony, including variations in the values of physiological,
hematological, and biochemical parameters (Kelada et al.
2012). Studying physiological parameters such as weight
(g) and length (cm) can evaluate these animal’s develop-
ment; hematological parameters such as hemoglobin (Hb),
hematocrit (Hct), total white blood cell (WBC), and differ-
ential white blood cell count: neutrophils (Neut), basophils
(Baso); lymphocytes (Lym); monocytes (Mono) and eo-
sinophils (Eos); and biochemical parameters, such as glu-
cose (Glu), cholesterol (CL) and transaminases: glutamic
pyruvic aminotransferase (GPT) and glutamic oxaloacetic
aminotransferase (GOT) belong to the group of basic pa-
rameters used as reference values in the animals colonies
(Enesco and Leblond 1962, Harris et al. 1998, Gross 2009,
Delwatta et al. 2018).

The objective of this study was to establish values
for selected hematological, biochemical, and physiological
parameters for the colony of Sprague Dawley rats produced
in the INDICASAT AIP, in order to be used as reference for
the different studies carried out in the institution.

MATERIALS AND METHODS

This research was approved by the Institutional
Animal Care and Use Committee (IACUC) INDICASAT
AIP, code CICUA-19-011.

Animals and housing. Ten female and ten male
Sprague Dawley (SD) rats were randomly selected from all

offspring born of the different couples in the foundation nu-
cleus during the ongoing eighth generation acquired from
the supplier. The sample was calculated considering what
was reported in a similar study (Delwatta et al. 2018), due
to the size of the colony at the INDICASAT AIP animal
facility. Each of the 20 rats was considered an experimental
unit. After weaning, the animals were housed in 3 groups:
2 groups of 4 animals per cage and 1 group of 2 animals,
which were identified by cards and kept in the same rack
during the study. None of them were mated during the
study. The animals were temporarily identified by marking
their tails. These animals were kept in “Specific Pathogen
Free” (SPF) conditions, inside ventilated racks (Tecniplast,
Blue Line, 129H (Figure 1), in standardized conditions.
The cages were prepared with bedding (Bed-o’Cobs 1/4”)
and different types of enrichment, such as PVC or card-
board tubes, as well as paper towels. The microbiological
status of the colony is verified every six months. The room
was maintained at a temperature of 68.4°F (20.2°C) and a
relative humidity of 56.7%. The photoperiod was 12 hours
of light and 12 hours of darkness; noise did not exceed 85
dB. Food (DietLab 5001) and filtered water were sterilized
by autoclaving and offered ad libitum.

Figure 1. Ventilated racks where animals were housed
during the research at INDICASAT AIP.
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Experimental design. Completely random design (CRD).

Procedures. At PDS, physical assessment of growth,
weight (g), with an OHAUS Model VIIP6 scale, precision:
0.001 kg/0.002 1b; and length (cm), using a conventional
ruler, with a maximum length of 30 cm, was started until
the eighth week. These measurements were taken at 7:00
a.m. once a week. In the eighth week, intracardiac blood ex-
traction was performed with the thorax cavity close and un-
der anesthesia with Isoflurane, USP (TERRELL®) (Weiss
et al. 2000, Kumar at al. 2017), in an anesthetic chamber,
to collect an adequate volume of blood. The hemoglobin
(Hb), glutamic oxaloacetic aminotransferase (GOT), and
cholesterol (CL) were analyzed using the Semi-automatic
analyzer BTS-350 Biosystems; the hematocrit was ana-
lyzed using the LW Scientific Zip-1Q PCV Digital 24 Place
Hematocrit Centrifuge. The total white blood cell (WBC)
count was analyzed using a Motic BA310E Microscope and
a Neubauer Chamber (Hausser 1492 Bright-line, 0.1mm
deep), and a Turk solution was used to prepare the sample.
The differential WBC count was assessed using a blood
smear and Giemsa stain at 10%. The Abaxis VetScan VS2
was used to measure glucose (Glu) and glutamic pyruvic
aminotransferase (GPT) (Figure 2). The equipment used to
process each parameter was calibrated by the providers to
process rat and mouse blood samples, using the reference
values reported by the supplier. Euthanasia was performed
after blood extraction by anesthetic overdose (the animals
did not wake up from it) (Leary et al. 2013).

Figure 2. Experimental Laboratory where samples were
processed at INDICASAT AIP.

Statistics. Statistics were analyzed using IBM SPSS
V.24 and a statistically significant difference was consid-
ered for all analyses using a significance level of p<0.05.
The Kolmogorov-Smirnov test was used to determine the
normality of the data. The test indicated that the distribu-
tion of length and weight of males and females was not nor-
mal; therefore, the non-parametric analysis used was the
Kruskall-Wallis test. For the analysis of differences in the
measurements of hematological and biochemical parame-
ters, the Mann-Whitney U test was used. In this study, all
selected animals were included in the analysis.

RESULTS AND DISCUSSION

The continuous growth tendency in weight and length
of the study animals during the 8 weeks of measurements

are presented growth in Figures la and 1b. Both showed
significant differences with p=0.01 and p=0.02, respective-
ly. A decrease in weight was observed between weeks 7 and
8 in males; this was not observed in females (Figure 1a).
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Figure 3. (a)Weight and (b) length of female and male SD
rats of the INDICASAT AIP.

The reference values for weight and length of the
INDICASAT-AIP Sprague Dawley rats from weeks 1
to 8 are presented in Table 1 and 2 with their respective
Standard deviation per week.

Table 1. Reference values for the weight of the SD rats of
the INDICASAT AIP animal facility.

Body Weight (g)

Age (weeks) Male Female

Mean SD Mean SD
1 22.6 +5.19 17.4 +2.22
2 40.6 +9.35 31.2 +5.75
3 74.8 +13.16 55.9 +7.03
4 122.9 +11.98 93.9 +9.68
5 186.3 +10.95  138.8 +7.94
6 247.9 +14.07 1759 +8.90
7 309.0*  +16.43 2049  +£10.13
8 304.9 +48.36 2249 +6.8

*Weighing performed at a different time of the day
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Table 2. Reference values for the length of the SD rats of
the INDICASAT AIP animal facility.

Body length (cm)
Age (weeks) Male Female
Mean SD Mean SD

1 10.71 £1.12 9.83 +0.79
2 1538 =£1.30 13.51 +£1.13
3 20.64 +1.21 1859 +1.47
4 25.00 =£1.11 23.00 +1.43
5 30.34 +£1.01 27.09 +1.54
6 3419 £0.92 2984 +1.71
7 3727 £0.46 3262 +1.04
8 3896 +0.56 3281 +£0.66

These results evaluated during the first 56 days of
growth of male and female SD rats, collect the data of the
first, second and part of the third phase of growth which
has been described previously (Enesco and Leblond 1962);
during the first (0-17 days) and second phase (17-48 days)
there is a cell proliferation and growth in most of the organs
in the young rats which is reflected in the weight of the an-

imal (Enesco and Leblond 1962). This coincides with the
results of this study, since in both females and males, the
greatest weight gain occurred between the third and fourth
week (21-28 days).

Figures 1a and 1b clearly show the trend of the males
gaining more weight and length than females. Figure la
presents a decrease in weight gain of the males between
week 7 and week 8, this may be due to the difference in
the weighting schedule since the weight can be different
throughout the day (Kawamura et al. 2020).

The growth observed had the same tendency as that
reported by the commercial company that supplies these
animals (Charles River Laboratories 2011) and the differ-
ence between sexes that has been reported by other studies
(Pahl 1969, Slob and Bosch 1975).

When comparing the values obtained in the hema-
tological parameters between sexes, significant differences
was observed in the values of hemoglobin (p=0.03), to-
tal white blood cells (p=0.05), monocytes (p<0.001), and
neutrophils (p=0.02). Concerning biochemical parameters,
significant differences were observed in the values of GOT
(p=0.01) and GPT (p=0.02) (Table 3).

Table 3. Hematological and biochemical reference values for the SD rats of the INDICASAT AIP animal facility.

Age: 8 Weeks
Hematological and Biochemical Male Female
selected parameters Mean SD Mean SD
*Hemoglobin (g dL") 17.07 +2.12 19.49 +2.19
Hematocrit (%) 47.20 +3.40 45.15 +1.16
Total White Blood Cell (Cell / mm?) 4961.25  +1221.19 3925.00 +974.43
*Monocytes (Cell / mm? 189.31 +95.26 37.39 +38.70
Lymphocytes (Cell / mm® 4418.66  +£1163.72 3684.24 +935.66
*Neutrophils(Cell / mm? 304.12 + 188.48 136.25 + 82.57
Eosinophils (Cell / mm?® 24.04 +33.94 60.63 +96.85
Basophils (Cell / mm?® 20.00 +37.50 6.49 +13.75
Cholesterol (mg dL") 395.45 +191.71 328.30 +47.53
Glucose (mg dL") 136.80 +21.79 148.80 +17.80
*Glutamic oxaloacetic transaminase (GOT) (U/T) 48.90 +12.34 33.30 +9.91
*Glutamic pyruvic transaminase (GPT) (U/I) 71.10 +37.82 47.50 +6.59

*p<0.05

There are some causes during the procedures such as
hemolysis and the used of isoflurane that can alter hemoglo-
bin values (Katoh et al. 1992, Campbell 2012). However,
these findings were in agreement with those reported be-
tween sexes by other authors (Bush 1992, Lillie et al. 1996,
Maeda et al. 2000, Kohn and Clifford 2002, Ledn Goiii et al.
2011, He et al. 2017). The mean difference between females
and males in relation to white blood cell count has been re-
ported in other studies (Kohn and Clifford 2002, Schnell et
al. 2002, Delwatta et al. 2018), which may be a result of the
different ages and different routes used for sampling, as it
had been reported before to affect blood parameters (Schnell
et al. 2002).

The values of neutrophils and monocytes were higher
in males than in females, presenting significant differenc-

es. Higher neutrophil values have been reported previous-
ly (Charles River Laboratories 2011, Stoppeler et al. 2013).
However, higher neutrophil values have been reported in fe-
males (Delwatta et al. 2018), which do not match our results.
In addition, higher monocyte values in males have been re-
ported before (Kohn and Clifford 2002, Schnell et al. 2002,
Delwatta et al. 2018).

Regarding the values of biochemical parameters, sig-
nificant differences were found in GOT and GPT, with the
mean being higher in males than in females. Higher values in
GOT and GPT were in agreement with higher values report-
ed in males by other studies and vendors (Han et al. 2010,
Charles River Laboratories 2011, He et al. 2017). It is con-
sidered that GOT and GPT values may be altered by the type
of anesthetic used (Soubhia et al. 2011, Campbell 2012).
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CONCLUSIONS

The characterization carried out in this essay serves as a
database not only for the institute’s researchers who use
this animal model, but also for all those who, through this
publication, can use them as a basis for their studies, not
only to verify but also to improve research analysis which
consequently with lead to better science. But we agreed
that further research with a higher sample must be needed.
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Resumen

La contaminacioén por microplasticos (MP) y por la presencia de imposex (IMP) en caracoles de consumo
humano se ha convertido en un tema de preocupacion mundial en los ecosistemas marinos. El objetivo del
presente estudio fue evaluar la presencia de MP y de IMP en el caracol marino Thaisella chocolata en cuatro
localidades y dos temporadas del afio de la costa central del Pert. Los sitios seleccionados fueron las caletas
de Chorrillos, y de Cerro Azul, y los puertos maritimos menores de Chancay y de Huacho, del departamento
de Lima, Pert. Individuos de 7. chocolata fueron colectados en cada localidad y en dos temporadas del 2021.
Los caracoles fueron examinados para la cuantificacion de MP, de acuerdo a su forma y coloracion, y en las
hembras fue determinado el IMP y calificado porcentualmente. El analisis global muestra una Frecuencia de
Ocurrencia (FO%) de MP de 97,86% + 3,34 (rango de 90,90 al 100%), y la abundancia (microparticulas de
MP/individuo) fue de 9,07 + 4,71 (rango 4,72 a 17,82). Los colores de los MP negro, azul y magenta fueron
los dominantes. La FO%, y la abundancia de microparticulas de MP no mostraron diferencias entre ambas
temporadas. Los mayores valores de deteccion de MP ocurrieron en los individuos de Cerro Azul. Los mi-
crofragmentos de MP presentaron las mayores abundancias y el color negro fue el dominante. E1 IMP fue
calificado mayormente como alto en un 50% de los caracoles hembras. No se observaron diferencias en la
FO% ni en la abundancia de microparticulas de MP entre temporadas. El IMP no se asoci6 con la FO% ni
con la abundancia de MP en T. chocolata. La abundancia de MP en T. chocolata se relaciond negativamente
con los nitritos, nitratos, y amonio, y positivamente con el oxigeno disuelto del agua de mar. Los hallazgos
indican que el caracol marino 7. chocolata es un organismo adecuado para el monitoreo de la contaminacion
por MP y del IMP.

Palabras clave: caracol marino, microfibras, microfragmentos, microplastico, imposex, Thaisella chocolata.

Microplastics and imposex in the sea snail Thaisella chocolata
from the central marine coast of Peru

Abstract. Contamination by microplastics (MP) and the presence of imposex (IMP) in snails for human
consumption has become an issue of global concern in marine ecosystems. The objective of this study was to
evaluate the presence of MP and IMP in the sea snail Thaisella chocolata in four locations and two seasons
of the year on the central coast of Peru. The selected sites were the coves of Chorrillos and Cerro Azul, and
the minor seaports of Chancay and Huacho, in the department of Lima, Peru. Individuals of 7. chocolata
were collected in each location and in two seasons of 2021. The snails were examined for the quantification
of MP, according to their shape and color, and in the females, the IMP was determined and qualified as a
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percentage. The global analysis shows a Frequency of Occurrence (FO%) of MP of was 97.86% + 3.34
(range from 90.90 to 100%), and the abundance (MP microparticles/individual) was 9.07 + 4.71 (range
4.72 to 17.82). The colors of the black, blue and magenta MPs were the dominant ones. The FO%, and the
abundance of MP microparticles did not show differences between both seasons. The highest MP detection
values occurred in individuals from Cerro Azul. The MP micro-fragments presented the highest abundance
and the black color was the dominant one. The IMP was rated as high in 50% of the female snails. No differ-
ences were observed in FO% or in the abundance of MP microparticles between seasons. The IMP was not
associated with the FO% or with the abundance of MP in T chocolata. The abundance of MP in . chocolata
was negatively related to nitrites, nitrates, and ammonium, and positively related to dissolved oxygen in
seawater. The findings indicate that the marine snail 7. chocolata is a suitable organism for monitoring MP

and IMP contamination.

Key words: sea snail, micro-fibers, micro-fragments, microplastic, imposex, microplastic particles, Thaisella

chocolata.

INTRODUCCION

Un problema ambiental emergente de la actualidad, es
la creciente presencia de plasticos en el medio marino, los
cuales son alterados por la erosion fisica y quimica en la
dinamica del mar y por la radiacion solar; a estos se suma
la existencia de otros contaminantes que los modifican a
particulas de un didmetro menor a cinco mm denomina-
dos microplasticos (MP) (Manullang 2018, Oberbeckmann
2018, Mearns et al. 2019, Hale et al. 2020).

Los efectos de los MP han venido reportandose desde
hace un par de décadas, y desde entonces, han recibido dif-
erentes categorias, MP primarios y secundarios (Cordova
y Hernawan 2018). Los MP pueden causar dafios a diver-
sos recursos hidrobiologicos; ademas de causar problemas
en la cadena alimentaria debido a la posible biomagnifi-
cacion que puede ocurrir y por lo tanto, alterar a consum-
idores finales como a los humanos (Iannacone et al. 2021,
Kleinschmidt y Janosik 2021, lannacone et al. 2022).

Los MP han sido detectados en los tejidos de difer-
entes organismos marinos y sus efectos se relacionan a la
absorcion de metales pesados y otras sustancias nocivas
(Kolandhasamy et al. 2018, Mearns et al. 2019, Wang et al.
2019, Kleinschmidt y Janosik 2021). Los MP en los ambi-
entes marinos se originan tanto en fuentes terrestres como
marinas y pueden llegar a los habitats marinos mediante
la escorrentia, la actividad industrial, las actividades hu-
manas como el turismo y las industrias textiles, asi como
también, por las plantas de tratamiento de aguas residuales
(Manullang 2018, Kleinschmidt y Janosik 2021).

Otra problematica de contaminacion marina emer-
gente es la presencia de tributilo de estafio (TBT). E1 70 a
80% de la flota mercante mundial utiliza el TBT, un com-
ponente quimico componente de la pintura anti-incrustan-
te colocado en los cascos de los barcos, muelles y boyas
(van Gessellen et al. 2018, Uoginté et al. 2022). La funcion
del TBT es evitar la adhesion de organismos bentonicos
suspensivoros (crustaceos, poliquetos y/o moluscos, entre
otros) y de macroalgas a las superficies vertidas (Ragagnin
y Turra 2022). Este componente xenobidtico, ha tenido
efectos subletales y letales en microorganismos, inverteb-
rados y vertebrados (Castro et al. 2021, Beyer et al. 2022).
Los dafios reportados van desde alteraciones en el ADN y
ARN, neurotoxicidad, teratogenia, inmunotoxicidad, inclu-
so ha conllevado a la extincion de especies de gasterépodos
(Chamorro-Garcia et al. 2021, Mendes et al. 2022, Sadan
et al. 2022).

Los compuestos organoestaiiosos como el TBT,
tienen un efecto particular sobre los gasteropodos mari-
nos, que es el de causar el fenomeno denominado imposex
(IMP) (Castro et al. 2018, Beyer et al. 2022). Este fenome-
no implica el desarrollo de 6rganos sexuales masculinos en
las hembras, lo cual, puede ocasionar en estos moluscos, el
fracaso reproductivo y una posterior extincion de las pobla-
ciones locales (Castro et al. 2012, van Gessellen et al. 2018,
Enrique et al. 2019, Luna-Pacompea et al. 2022, Ragagnin
y Turra 2022, Uoginté et al. 2022).

Thaisella chocolata es un gasterépodo que presenta
una distribucion en toda América del Sur, y esta vinculado
a sustratos duros (Enrique et al. 2019). Es una especie de
interés comercial por su consumo local y de exportacion
(Luna-Pacompea et al. 2022). Si bien no tiene la misma
demanda que los peces pelagicos, durante el 2021, se ha
realizado un desembarque entre el 2012 al 2021 de 24.079
tn de caracol para consumo humano directo (PRODUCE
2021, Villegas et al. 2021). Este gasteropodo ha sido muy
utilizado en ensayos experimentales como bioindicador y
bioacumulador, en especial, para la evaluacion de los efec-
tos del disruptor endocrino TBT y de los MP (Castro et al.
2018, Villegas et al. 2021, Luna-Pacompea et al. 2022).

Al respecto, hasta hace poco tiempo, se pensaba que
los puertos internacionales y de alto trafico marino de
grandes embarcaciones, eran la fuente principal de con-
taminacion por MP y TBT; sin embargo, las recientes in-
vestigaciones han encontrado que los puertos artesanales
tendrian aportes mas frescos principalmente de TBT, caus-
ando altos niveles de IMP en las poblaciones (Enrique et al.
2019). La alteracion hormonal generada por el TBT en las
hembras de gasteropodos, ocasiona que estos individuos se
vuelvan estériles (Luna-Pacompea et al. 2022), reduciendo
considerablemente la densidad poblacional, y llegando a la
desaparicion de esta especie a nivel local, al afectar el equi-
librio del ecosistema marino (Enrique et al. 2019).

En ese contexto, el objetivo del presente estudio fue
evaluar los niveles de MP e IMP en el caracol marino 7.
chocolata procedentes de cuatro localidades, de dos caletas
marinas, Chorrillos y Cerro Azul, y de dos puertos marinos
menores de Chancay y de Huacho de la costa central mari-
na de Lima, Pert.

MATERIALES Y METODOS

Area de Estudio. Los sitios seleccionados fueron
las caletas de Chorrillos (12°0923"°LS; 77°01°55"'-



Torres-Zevallos, U. et al.: Microplasticos e imposex en Thaisella chocolata. Rev. Vet. 34: 1, 25-32, 2023 27

LO), Provincia de Lima, y de Cerro Azul (13°01°14"'LS;
76°23°08"'LO), Provincia de Caiete, que son lugares ha-
bilitados u ocasionales de embarque y desembarque de
mercaderia, y dos puertos maritimos menores de Chancay
(11°34°30°'LS; 77°1625"'LO), Provincia de Huaral y de
Huacho (11°06°38°LS, 77°37°13"" LO), Provincia de
Huaura que son utilizados solo para exportar en el departa-
mento de Lima, Pert (Figura 1). Los muestreos se realiza-
ron entre el 27 al 30 de septiembre del 2021 (primavera:
primer muestreo) y entre el 27 al 31 de diciembre del 2021
(verano: segundo muestreo).

Thaisella chocolata. Se recolectaron especimenes
de T. chocolata, correspondientes a cada una de las cuatro
localidades evaluadas y en ambas temporadas durante el
2021. El procedimiento de recoleccion siguid el método de
buceo con snorkel una profundidad entre los 0,6 y 10 m,
y a una distancia de la linea de marea de hasta 50 m y se
seleccionaron ejemplares con medidas entre 40 a 70 mm
(Castro y Fillman 2012).

Microplasticos. Se efectuo la extraccion de MP por
cada ejemplar de caracol marino, en tres etapas: secado,
digestion y filtracion. El secado se realizo por 48 h en una
estufa a 60°C. Para la obtencion de MP se realiz6 la etapa
de digestion con una solucion de KOH al 10% por 24 h
a una temperatura de 60°C, y se dejé reposar la muestra
hasta no observar turbidez en el sobrenadante. Finalmente,
el sobrenadante fue tamizado a través de un filtro de
nitrocelulosa de 47 mm de didmetro y 6 pm de poro,
ayudado por una bomba de vacio (Rocker 400®) (Hale et
al. 2020, Iannacone et al. 2022).

Los MP se caracterizaron de acuerdo a su forma (mi-
crofibra «MP delgado, fibroso y recto», microfilamento «MP
muy significativamente mas largo que ancho en dos dimen-
siones (relacion longitud-diametro), no fibroso», microfrag-
mento «particula de MP duro e irregulary, granulo «particula
en forma de esfera o esferoide de MP con cada punto en su
superficie con una distancia similar desde el centroy», mi-
cropelicula «MP endeble, plano e irregular» o espuma «MP
poroso o plastico celular expandido») y coloracion. Esta ul-
tima descripcion fue util para identificar fuentes potenciales
de contaminacion y se clasifico en negro, rojo, azul, verde,
magenta, amarillo y blanco (Hartmann et al. 2019, Alvarez-
Zeferino et al. 2020, Buwono et al. 2021). Para monitorear
u observar los MP se estandariz6 todo el protocolo para evi-
tar errores de seleccion, tales como (1) ausencia de estruc-
turas celulares o biologicas aparentes; (2) las fibras tienen
el mismo grosor hacia abajo y no deben estrecharse en los
extremos; (3) las microparticulas coloreadas tienen un color
uniforme; (4) las fibras en cinta no estan segmentadas y no
parecen dobladas; (5) las microparticulas no son brillantes
(Buwono et al. 2021).

Imposex. Para la determinacion del IMP se siguid
el método de Castro et al. (2018). Los ejemplares fueron
anestesiados con una disolucion de cloruro de magnesio al
3,5%. La longitud de la concha del gasteropodo fue me-
dida usando un vernier (+£0,01 mm de grado de precision)
desde el apex hasta la base del caracol. La identificacion

sexual fue evidenciada por la presencia de la glandula de
capsula y ovarios en los ejemplares femeninos; y la pres-
encia de testiculos y vesicula seminal, en los ejemplares
masculinos, (Castro y Fillman 2012). El IMP en las hem-
bras (1%) fue determinado como I % = (hembras con IMP)
/ (total de hembras) x100. EI IMP fue calificado en cu-
atro categorias: ausente (% de IMP = cero), bajo (% de
IMP = 0,1 a 33%), medio (% de IMP = 33,1 a 66) y alto
(% de IMP = 66,1 a 100%) (Luna-Pacompea et al. 2022,
Ragagnin y Turra 2022).

Figura 1. Mapa cartografico de los cuatro sitios evaluados
(caletas y puertos maritimos menores) del departamento de
Lima, Peru.

Parametros Fisico-Quimicos. Fueron determinados
la temperatura superficial del mar (°C) y el pH con un ter-
mometro y pHmetro digital, respectivamente (Hanna HI
98128®), y el oxigeno disuelto (OD) (mg L) fue obtenido
con el kit (“Salifert Dissolved Oxygen Test Kit”). El amo-
nio (mg L), nitritos (mg L"), nitratos (mg L) y fosfato
(mg L") fueron obtenidos con un kit multitest colorimétrico
usando las instrucciones del fabricante y las hojas técnicas
de seguridad de cada parametro (Seachem Laboratories,
Inc., USA). Los parametros Fisico-Quimicos fueron deter-
minados entre el 27 al 30 de septiembre del 2021 (prima-
vera: primer muestreo) y entre el 27 al 31 de diciembre del
2021 (verano: segundo muestreo) para cada una de las dos
caletas y para los dos puertos maritimos menores. En cada
localidad y en cada temporada fue tomado un solo analisis
fisicoquimico.

Analisis de datos. Los resultados descriptivos para
la determinacion de MP y presencia de IMP son expresa-
dos como promedio + desviacion estandar (DE). La dis-
tribucion normal de los datos de MP e IMP se verificaron
mediante la prueba de Shapiro-Wilk con la correccion de
Lilliefors, y la prueba de Levene se us6 para evaluar la ho-
mogeneidad de varianzas. En el caso de cumplir con es-
tos dos supuestos se emplearon las pruebas paramétricas.
De esta manera, se emplearon los siguientes estadigrafos:
(1) para comparar la Frecuencia de Ocurrencia (FO%) y
la abundancia de microparticulas de MP entre temporadas
fue usada la prueba de t de student (t); (2) para comparar
la abundancia de microparticulas de MP entre las locali-
dades evaluadas fue usada la prueba de ANOVA con base
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al estadistico F con posterior prueba de Tukey; (3) de igual
manera, para comprobar las diferencias significativas entre
la abundancia de particulas MP por gasteropodo entre cale-
tas y puertos maritimos, se utilizo la prueba de t de Student;
(4) la presencia de IMP en 7. chocolata fue comparado en-
tre temporadas y entre localidades (caletas versus puertos
maritimos menores) con base a la t de student, (5) el grado
de asociacion entre el % IMP y cada una de las cuatro lo-
calidades fue evaluado mediante la prueba de X% (5) un
analisis de correlacion de Pearson (rp) fue realizado para
evaluar la relacion de la FO% y de la abundancia de MP
del gasteropodo con el IMP; finalmente (6) la FO%, abun-
dancia de MP e IMP fueron correlacionados (r) con cada
uno de los parametros fisico-quimicos de calidad de agua
marina. Al no cumplirse con la normalidad o con la homo-
geneidad de varianzas se us6 pruebas no paramétricas. De
esta forma se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis (H) para
comparar las diferencias en la abundancia de microparticu-
las de MP totales, por color negro, azul y magenta segun
su forma, con posterior prueba de Bonferroni. Todos los
analisis fueron realizados con un nivel de confiabilidad del
95% en el software estadistico SPSS ver 26,00 y el PAST
software 4.1.

Aspectos éticos. Se aplicaron todas las normativas
de la institucional peruana e internacionales en base a las
autorizaciones, normas de bioseguridad y descarte de sus-
tancias de naturaleza quimica y biologica. En el labora-
torio fue seguido lo sefialado en la guia para la gestion y
eliminacion de residuos del Laboratorio de Zoologia de la
Universidad Ricardo Palma, Lima, Peru.

RESULTADOS

Microplasticos. Las variaciones en la FO%, abun-
dancia de MP (microparticulas/individuo) con base al color
en T. chocolata es indicada para las dos temporadas y para
las cuatro localidades del departamento de Lima (Tabla 1).
La FO% de MP y la abundancia (microparticulas de MP/
individuo) en el total de caracoles evaluados (n=265) se
resume en la Tabla 1. La FO% de MP fue entre un 90 a
100% (97,86% + 3,34), y la abundancia varid entre 4,72
a 17,82 (9,07 = 4,71). Los colores dominantes en toda la
muestra fueron: negro > azul > magenta > rojo > blanco >
verde > amarillo (Tabla 1). No se observaron diferencias en
la FO% de MP (t=0,89, p>0,05), en abundancias de micro-
particulas de MP totales (t=0,36, p>0,05), o por los colores
azul, negro y magenta (t=0,30-0,52, p>0,05) entre las dos
temporadas de muestreo.

No se observo diferencias en la FO% de MP entre
las dos temporadas evaluadas (t=0,89, p>0,05), tampoco
entre las abundancias de microparticulas de MP totales, o
por los colores azul, negro y magenta entre las dos tem-
poradas (t=0,30-0,52, p>0,05). Se encontraron diferencias
entre las abundancias de microparticulas de MP entre las
cuatro localidades evaluadas (F=26,68; p<0,05), observan-
dose diferencias entre Cerro Azul con las otras tres lo-
calidades. Finalmente, se notd6 una mayor abundancia de
microparticulas de MP en T. chocolata en las dos caletas
(Cerro Azul y Chorrillos, 12,42 + 4,57) en comparacion a
los dos puertos maritimos menores (Chancay y Huacho,
5,71 £ 1,03) (t=2,86; p<0,05).

Tabla 1: Variaciones en la Frecuencia de Ocurrencia (FO%) y en la abundancia de MP (microparticulas/individuo) segiin
color en Thaisella chocolata en primavera-2021 y verano-2021 en cuatro localidades del Departamento de Lima, Peru.

Localidad Temporada n  FO% abundancia negro rojo azul Verde magenta amarillo blanco
Cerro Azul Primavera 34 100 17,82 441 0,50 2,18 1,32 6,97 1,88 0,68
Cerro Azul  Verano 30 100 14,53 493 0,07 2,07 0,67 3,83 0,83 2,03
Chorrillos ~ Primavera 27 100 9,40 0,69 2,38 386 0,21 0,17 0,19 1,65
Chorrillos ~ Verano 22 100 7,95 092 221 329 0,15 0,11 0,05 1,05
Chancay Primavera 47 95,74 4,72 2,01 0,14 0,59 0,93 0,26 0,23 0,55
Chancay Verano 80 96,25 522 1,76 0,61 1,13 0,55 0,45 0,15 0,57
Huacho Primavera 12 100 7,11 2,89 1,06 0,42 1,03 1,08 0,22 0,42
Huacho Verano 11 90,90 5,82 0,88 1,70 2,21 0,00 0,18 0,00 0,85

Las Figuras 2 al 5 nos indica la abundancia (micro-
particulas de MP/individuo) de T. chocolata en dos tem-
poradas y en cuatro localidades del departamento de Lima
segun forma de MP. Se observa un predominio en todas las
localidades de los microfragmentos, luego las microfibras y
finalmente los microfilamentos. Siendo los colores predom-
inantes azul, negro y magenta (Figuras 2-5). Se observaron
diferencias significativas entre la abundancia de MP segiin
la forma (H= 14,55, p<0,05). La abundancia total de MP
fue igual entre microfibras y microfilamentos, pero ambas
fueron diferentes con los microfragmentos de MP segun la
prueba de Tukey. Este mismo patron fue observado para la
abundancia de MP de color negro (H=13,79, p<0,05).

La abundancia de las microparticulas de MP col-
or azul, fueron mayores en la forma de microfilamento
y microfragmentos, respecto a las otras formas (H=7,24,
p<0,05). Sin embargo, cuando se compararon las abundan-
cias con a base a la forma de MP para el color magenta no
se observaron diferencias estadisticamente significativas
(H=2,49, p>0,05). No fueron encontrados granulos, micro-
peliculas o espumas.
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Figura 5. Variaciones en la abundancia de MP (micro-
particulas/individuo) segiin forma y color en Thaisella
chocolata en primavera-2021 y verano-2021 en Huacho,
Departamento de Lima, Perd. mFib = microfibras. mFil =
microfilamento. mFra = microfragmento. P =Primavera; V
= Verano.

Imposex. La Figura 6 muestra las variaciones en los
porcentajes de IMP en T chocolata entre localidades y por
temporadas. Del total de caracoles marinos analizados, se
observaron un total de 95 machos y 168 hembras, de es-
tas ultimas 123 presentaron IMP (73,21%). El porcentaje
de IMP fue calificado segun la escala de Ragagnin y Turra
en cuatro localidades y temporadas del afio como medio
(50%), y en cuatro como alto (50%). No se observo difer-
encias en el porcentaje de IMP entre temporadas (primave-
ra-verano) (t=1,11; p>0,05). Tampoco se vieron variaciones
significativas en el porcentaje de IMP en 7. chocolata entre
temporadas para cada una de las cuatro localidades (X*=
0,01-0,40, p=0,52-0,94). Finalmente, no se observaron
diferencias en el porcentaje de IMP en 7. chocolata entre
las dos caletas (Cerro Azul y Chorrillos) y los dos puertos
maritimos menores (Chancay y Huacho) (t=1,41; p>0,05).
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Figura 6: Variaciones en los porcentajes de Imposex (%)
en Thaisella chocolata en primavera-2021 y verano-2021
en cuatro localidades del Departamento de Lima, Pera. P
=Primavera; V = Verano.

Parametros Fisico-Quimicos. Los valores de los
parametros fisicoquimicos evaluados en ambas tempora-
das en las localidades de estudio se muestran en la Tabla
2. Se observa el cumplimiento de la Normativa de la ECA
(Estandar de Calidad ambiental) Categoria 2. Extraccion,
cultivo y otras actividades marino costeras y continentales.
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C3 = Actividades marino portuarias, industriales, o de san-
eamiento en aguas marino costeras segin MINAM (2017)
para la Temperatura (19,50 a 20,67°C), el pH (6,87 a 7,87)
y el OD (6,87 a 8,23 mg L"), para los otros cuatro paramet-
ros de calidad de agua no se observaron altas variaciones
para las cuatro localidades y temporadas para el amonio
(0,27 a 0,47 mg L"), nitritos (0,04 a 0,06 mg L), nitratos
(0,32 a 0,45 mg L") y fosfatos (0,39 a 0,37 mg L'").

Analisis global. El porcentaje de IMP no se encon-
tré asociado con la FO% o con la abundancia de MP en T.
chocolata (= -0,08 a -0,35, p>0,05). Unicamente se vio
asociacion positiva entre la FO% y la abundancia de MP
(r= 0,79, p<0,05). De igual forma la abundancia de MP
en 1. chocolata se observo relacionada negativamente con
los nitritos (= -0,94, p<0,05), con los nitratos (r= -0,90,
p<0,05), y con el amonio (r= -0,88, p<0,05) y positiva-
mente con el OD (r= 0,96, p<0,05).

Tabla 2: Parametros fisico-quimicos del agua superficial segun temporada en primavera-2021 y verano-2021 en las cale-
tas de Chorrillos y Cerro Azul, y en los puertos maritimos Chancay y Huacho del Departamento de Lima, Peru.

Oxigeno mg  Amonio mg Nitrites  Nitratos

Localidad Temporada Temperatura pH L L mg L mg L Fosfatos mg L'
Cerro Azul Primavera 19,50 7,87 8,23 0,27 0,04 0,33 0,30
Cerro Azul Verano 20,17 7,83 8,17 0,30 0,04 0,32 0,32
Chorrillos Primavera 19,50 7,67 7,17 0,32 0,05 0,43 0,37
Chorrillos Verano 20,06 7,68 7,01 0,41 0,06 0,44 0,34
Chancay Primavera 20,33 7,67 6,93 0,43 0,06 0,45 0,33
Chancay Verano 20,33 7,70 6,93 0,47 0,06 0,45 0,33
Huacho Primavera 20,50 7,87 7,00 0,40 0,06 0,40 0,30
Huacho Verano 20,67 7,83 6,87 0,37 0,06 0,42 0,33

Promedio 20,13 7,76 7,29 0,37 0,05 0,41 0,33
ECA 2.C3 A3 6,8a8,5 >2,5 NA NA NA NA

ECA Categoria 2. Extraccion, cultivo y otras actividades marino costeras y continentales. C3 = Actividades marino por-
tuarias, industriales, o de saneamiento en aguas marino costeras segin MINAM (2017).

DISCUSION

Microplasticos. Los resultados en esta investigacion
evidencian contaminacion por MP en T. chocolata. Los
colores dominantes de MP en 7. chocolata fueron el negro
(0,69 a 4,94 microparticulas de MP/ individuo), azul (0,42
a 3,86 microparticulas de MP/individuo) y magenta (0,11 a
6,97 microparticulas de MP/individuo). Los colores de los
MP se pueden emplear para determinar su origen, identifi-
car aditivos quimicos y su posible peligrosidad ambiental
(Tannacone et al. 2021, 2022). Las microparticulas de color
negro se obtienen mayormente de los neumaticos de los
automoviles, y de otras fuentes industriales. Los de color
azul podrian provenir de tapas de botellas de agua. La may-
oria de los MP con colores brillantes, como el rojo, verde
o magenta, proceden de materiales sintéticos lavados en
lavadoras, los que utiliza metales pesados como cromo, co-
bre, cobalto, selenio, plomo y cadmio. Las microparticulas
blancas o transparentes provienen de envases de embalaje,
envases de alimentos, bolsas, entre otros. La decoloracion
amarillenta de los MP pudiera producirse por estar expues-
tos a la intemperie (Uoginté et al. 2022). No se observo
diferencias en la FO%, ni entre las abundancias de micro-
particulas de MP entre temporadas. Sin embargo, algunas
investigaciones sefialan que los MP pueden variar segin
la temporada debido a las diferencias en las condiciones
climaticas, aunque los resultados son altamente variables
(Uogint¢ et al. 2022).

Se not6 una mayor abundancia de MP en 7. chocolata
en la caleta Cerro Azul en comparacion a las otras locali-
dades. Estas variaciones podrian deberse a las diferencias

en el consumo de presas y a la posterior contaminacion por
MP de las presas de esta especie de caracol en cada locali-
dad. Se ha observado en el caracol congenérico Stramonita
haemastoma, que retiene o transfiere los MP a tejidos dis-
tintos del sistema digestivo, favoreciendo la acumulacion
en los mismos (Kleinschmidt y Janosik 2021). La contam-
inacion por MP representa una amenaza para ciertas espe-
cies de caracoles marinos depredadores como 7. chocolata
dependiendo de las presas consumidas, la retencion de MP
y su posicion en la cadena alimentaria (Kleinschmidt y
Janosik 2021).

En el presente estudio los microfragmentos fueron los
dominantes. Los microfragmentos presentes en 7. choco-
lata se pudieran originar a partir de la descomposicion de
piezas mas grandes de desechos plasticos. Las microfibras
y los microfilamentos en 7. chocolata fueron las segundas
y terceras en importancia, y se pueden originar a partir de
una variedad de fuentes que incluyen aguas residuales,
ropa, cuerdas y redes, cigarrillos y actividad pesquera, en-
tre otros (Kleinschmidt y Janosik 2021, Eamrat et al. 2022).

Imposex. ElI IMP en el neogasteropodo 7. chocolata
fue del 73,21%, calificado segln la escala de Ragagnin y
Turra (2022) como 50% en un nivel alto y 50% en un nivel
medio. No se observo diferencias en el porcentaje de IMP
entre temporadas, ni entre localidades. La ausencia de vari-
aciones entre las cuatro localidades y entre las temporadas
de primavera e invierno muestran una homogeneidad entre
las localidades y en las condiciones ambientales de cada lo-
calidad (Rico et al. 2019, Beyer et al. 2022). En el Peru, se
ha encontrado en T. chocolata en las costas marinas de Ica,
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un porcentaje menor de IMP de 33% en el otofo en la Isla
de San Gayan, localizada muy cerca a la zona litoral. De
igual forma se han encontrado valores proximos al 100%
en puntos mas cercanos a la zona litoral en el Callao y en
Miraflores, Lima, Peri; sin embargo, en las costas marinas
de Matarani, Arequipa, el porcentaje de IMP en 7. chocola-
ta fluctuo entre 8,1 y 12,5% (Luna-Pacompea et al. 2022).

Nuestros resultados sugieren que hay IMP en un
73,21% de T. chocolata en las aguas marinas de la costa
central del Pert. Esto puede considerarse como un nivel
elevado en la deteccion, a pesar que a nivel mundial hay
una tendencia a la disminucion del IMP (Beyer et al. 2022,
Luna-Pacompea et al. 2022). Los puertos pesqueros con-
curridos evidencian el fendmeno del IMP en los caracoles
marinos (Beyer et al. 2022). Otra investigacion ha sugeri-
do que la presencia de botes medianos y pequefios como
los que se observan en estas cuatro localidades peruanas
pueden ser una fuente de contaminacion y producir IMP en
los caracoles marinos (Rico et al. 2019).

No se vio asociacion entre el porcentaje de IMP con
la FO% y con la abundancia de MP en 7. chocolata, lo que
indica que la presencia de IMP, y de MP son al parecer pro-
cesos de contaminacion independientes. A la fecha, existe
escasa documentacion que prueben que un aumento en los
niveles de MP ocasione incremento en el IMP (Gallo et al.
2018).

Parametros Fisico-Quimicos. La abundancia de MP
en T. chocolata se observo relacionada negativamente con
los nitritos, nitratos, y amonio, y positivamente con ¢l OD
del agua. Se ha observado alta abundancia de MP en aguas
de canales urbanos de Tailandia con altos valores de nitra-
tos y nitritos, pero amonio moderado, y niveles bajos OD,
pH y temperatura (Eamrat et al. 2022), lo que significa un
patron opuesto al presente estudio en ambientes marinos de
la costa central del Perti. De igual forma, la temperatura, la
turbidez, los so6lidos suspendidos totales y la demanda bio-
quimica de oxigeno del agua son los principales elementos
que estan directamente relacionados con la abundancia de
MP en un ambiente acuatico de Indonesia (Buwono et al.
2021). Los parametros fisicoquimicos ambientales pueden
tener un mayor impacto en la dispersion de MP que los
factores antropogénicos (Buwono et al. 2021). Los resul-
tados de estas investigaciones indican que la abundancia
por MP esta relacionada con la calidad del agua, especial-
mente con respecto a los microfragmentos y micropeliculas
(Eamrat et al. 2022). La informacion sobre la relacion de
los parametros fisicoquimicos de la calidad del agua con la
abundancia de MP es aun muy limitada, en especial para el
ambiente marino (Eamrat et al. 2022).

Futuras investigaciones deben continuar analizando
las fuentes de MP, la contribucién relativa de las microfi-
bras sintéticas a esta contaminacion; la importancia relativa
de los microfragmentos de los neumaticos de vehiculos; el
tamailo, la forma y la composicioén (polimeros y aditivos)
de los MP de diferentes origenes; el aporte de los granu-
lados de resina en la produccion de los plasticos y final-
mente los aportes fluviales, y las entradas atmosféricas en
relacion al ambiente marino (Gallo et al. 2018, Manullang
2018, lannacone et al. 2021, 2022). Es clave caracterizar

los MP con base al color y forma, y a la abundancia de las
microparticulas en el caracol marino 7. chocolata con el
fin que las investigaciones futuras diluciden como los MP
se movilizan a través de la red alimentaria y cémo afectan
directa e indirectamente a la biota acuatica, e inclusive a la
salud humana (Kleinschmidt y Janosik 2021).

CONCLUSIONES

La abundancia de MP en 7. chocolata se observo rel-
acionada con algunos parametros fisicoquimicos del agua
de mar. Los datos obtenidos en este trabajo nos permiten
sugerir al caracol de consumo humano 7. chocolata como
un adecuado organismo bioindicador para el monitoreo de
MP, con base a su forma y color y el porcentaje de IMP
en diversas localidades de la costa marina del Pert, y del
Pacifico sur, que es el ambito geografico de distribucion de
este molusco.
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Resumen

El toro es un factor de importancia genética y econémica en un hato ganadero, ya que de este dependeran las
proximas generaciones; por lo tanto, es esencial la evaluacion de la calidad seminal y la criopreservacion de
su material genético. El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de dos temperaturas de dilucion sobre la
calidad de semen de ganado cebuino del Tropico Peruano. Dos toros Gyr fueron colectados semanalmente
mediante electroeyaculacion. Las muestras se colocaron en bafio maria a 34°C y se analizaron las carac-
teristicas macroscopicas y microscopicas del semen. Solo los eyaculados con >60% de motilidad y <20%
de anormalidades fueron procesados, separandolos en dos tratamientos. El T1 consistio en predilucion 1:1
a 34°C, luego de 30 minutos una dilucion final agregando el dilutor a 34°C. EI T2 consisti6 en predilucion
1:1 a 34°C y a los 30 minutos de estabilizacion se llevo a refrigeracion conjuntamente con el dilutor, para
luego realizar la dilucion final a 5°C. La calidad seminal fue analizada luego de 16 horas de refrigeracion.
El porcentaje de vitalidad en T1 (80,89%) fue mayor que en T2 (71,22%) (p<0,05), la reaccion positiva a
la prueba hipoosmotica fue mayor en T1 (71,11%) que en T2 (60%) (p<0,05). La integridad acrosomal y
los rasgos morfométricos no variaron seguin tratamientos. En conclusion, la dilucién inicial y final a 34°C
en toros Gyr influye positivamente sobre la calidad seminal antes de la congelacion de pajillas de semen.

Palabras clave: toro, viabilidad espermatica, criopreservacion, morfologia, congelaciéon seminal.

Effect of two dilution temperatures on the quality of semen in
cattle from zebu in the Peruvian Tropic

Abstract. The bull is a factor of genetic and economic importance in cattle breed, since the next generations
will depend on it; therefore, the evaluation of the seminal quality and the cryopreservation of its genetic ma-
terial are essential. The aim of the study was to evaluate the effect of two dilution temperatures on the quality of
semen from zebuine cattle from the Peruvian Tropics. The samples were placed in a water bath at 34°C and the
macroscopic and microscopic characteristics of semen were analyzed. Only the ejaculates with >60% motility
and <20% abnormalities were processed, separating them into two treatments. T1 consisted of a 1:1 predilu-
tion at 34°C, followed by a final dilution of 30 minutes by adding the dilutor at 34°C. T2 consisted of a 1:1
predilution at 34°C and after 30 minutes of stabilization, refrigeration was carried out together with the dilutor,
in order to carry out the final dilution at 5°C. The seminal quality was analyzed after 16 hours of refrigeration.
The percentage of vitality in T1 (80.89%) was greater than in T2 (71.22%) (p<0.05), the positive reaction to
the hypoosmotic problem was greater in T1 (71.11%) than in T2 (60%) (p<0.05). Acrosomal integrity and
morphometric features did not vary according to treatments. In conclusion, the initial and final dilution at 34°C
in Gyr bulls positively influences the semen quality before the freezing of semen packets.

_ Key words: bull, sperm viability, cryopreservation, morphology, seminal freezing
Recibido: Diciembre 2022. Aceptado: Abril 2023.
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INTRODUCCION

A nivel mundial existe una creciente demanda de ali-
mentos de origen animal, por lo que los productores gana-
deros estan en constante busqueda de la eficiencia en sus
crianzas. La reproduccion es una pieza fundamental para
lograr estos objetivos, y es también fundamental el uso
de biotecnologias que contribuyan al progreso genético
(Davis y White 2020).

La criopreservacion es una herramienta fundamental
en el desarrollo de biotecnologias de reproduccion asisti-
da. El uso de semen criopreservado tiene multiples benefi-
cios, tales como: la conservacion de material genético por
tiempo indefinido, la facilidad de transporte, entre otros.
Sin embargo, los valores de calidad espermatica después
de cada proceso, durante la congelacion — descongelacion,
varia entre especies y hasta entre individuos de la misma
especie, lo que dificulta la aplicacién de una metodologia
estandarizada para las etapas de dilucion, centrifugacion,
resuspension del sedimento con el medio de congelacion,
empaque, congelacion y descongelacion de semen (Yanez-
Ortiz et al. 2022). La criopreservacion permite tener a dis-
ponibilidad el esperma de un reproductor para la fertiliza-
cion; sin embargo, la capacidad de fertilizacion de los es-
permatozoides sometidos a congelacion — descongelacion,
estd comprometido debido a alteraciones estructurales y
fisiologicas. Sin embargo, aunque las alteraciones a las que
son sometidos los espermatozoides, como la criopreserva-
cion, son capaces de disminuir viabilidad, la diluciéon po-
dria mejorar la adaptabilidad, buscando enfoques que com-
pensen el liquido seminal (Medeiros et al. 2002).

La etiologia de las alteraciones del espermatozoide
puede representar una combinacion de factores tale como:
la fragilidad heredada para resistir la criopreservacion y
la dilucion del semen. Aunque el primer factor es dificil
de abordar, se pueden buscar enfoques que compensen la
dilucién del liquido seminal. El dilutor juega un rol funda-
mental en la provision de condiciones del medio, a través
de sus componentes bioquimicos y fisicos, como la tempe-
ratura, para realizar un adecuado proceso de refrigeracion y
criopreservacion (Santos et al. 2018).

Existen dos etapas previas antes del almacenamiento
del semen procesado: la refrigeracion y la criopreserva-
cion. La refrigeracion del semen diluido consiste en el en-
friamiento durante al menos 2 a 3 horas, a una temperatura
de 5°C antes de ser congelado (Baiee et al. 2018).

La dilucién del semen puede ser de un solo paso (se-
men + dilutor total), de dos pasos (semen + dilutor 1:1;
dilucion 1:1 + dilutor total) o de hasta tres pasos (semen
+ dilutor en 1:1; dilucion 1:1 + mitad de la cantidad de
dilutor total; semen diluido + dilutor restante) de manera
gradual y la temperatura varia conjuntamente. El método
de un solo paso de dilucion usualmente se puede realizar
a temperatura ambiente, pero las diluciones de dos o tres
pasos, se llevan a cabo a 4 - 5°C o 34°C (Almeida et al.
2015). En semen porcino, Soler et al. (2020), sostienen
que es frecuente realizar la dilucion seminal en dos pa-
sos, utilizando una dilucion isotérmica (aproximadamente
32°C) o hipotérmica (temperatura ambiente 21 - 22°C),
y no encontr6 diferencias entre ambos métodos, pero re-
comienda el uso de una dilucion hipotérmica de manera

segura en sementales para inseminacion artificial (IA). El
objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de
dos temperaturas de dilucion sobre la calidad de semen en
ganado cebuino en el Tropico Peruano.

MATERIALES Y METODOS

Animales de estudio. Se trabajo con dos toros adultos
de laraza Gyr de 7 y 9 afios. Cada macho reproductor conta-
ba con un box individual y su alimentacion de baso en pasto
de corte (Maralfalfa y King Grass morado) en una cantidad
diaria de 10% de su peso vivo y 2 Kg de alimento concentra-
do, brindados diariamente a las 10:00 am y 4:00 pm.

Coleccion de semen. Se recolectd un total de 10 eya-
culados obtenidos cada 15 dias por el método de electroe-
yaculacion, los cuales fueron trasladados al Laboratorio
de Biotecnologia Animal — EEA EI Porvenir — INIA — San
Martin, en un tiempo maximo de 2 minutos. Las mues-
tras se colocaron en bafio maria a 34°C y se realizaron las
evaluaciones macroscopicas mediante observacion directa
como: volumen, consistencia, color y olor; y microscopi-
cas: motilidad masal (MM) (0-5) se evalu6 mediante una
valoracion subjetiva del movimiento masivo de los esper-
matozoides segun Evans y Maxwell (1990), motilidad in-
dividual (MI) (0-100%) medida en base a la proporcion de
espermatozoides progresivamente modviles, concentracion
(>400 x 10°sptz mL") medida por un Fotometro (marca:
MINITUBE; modelo Photometer SDM 1 Bovine). Solo se
procesaron eyaculados con >60% de motilidad individual y
<20% de anormalidades evaluado mediante la metodologia
descrita por Evans y Maxwell (1990).

Dilucion. Se preparo el dilutor (OptiXcell) siguiendo
las indicaciones del envase para colocarlo en bafio maria a
34°C. El eyaculado que cumpli6 con los parametros de eva-
luacion fue separado en dos tubos con volimenes homogé-
neos, clasificandolos en dos tratamientos: el Tratamiento 1
(T1) consistio en una pre dilucion o dilucion inicial 1:1 a una
temperatura de 34°C, luego de 30 minutos de incubacion se
realizé una dilucién final con un dilutor temperado a 34°C;
mientras que, el Tratamiento 2 (T2) consistid en una pre
dilucion 1:1 a 34°C, luego de 30 minutos de incubacion el
semen pre diluido fue puesto a temperatura ambiente por 10
minutos conjuntamente con el recipiente del dilutor restante,
posteriormente el semen pre diluido y el dilutor restante fue-
ron puestos de manera individual en refrigeracion. Después
de que el semen pre diluido y el dilutor restante llegaron a los
5°C, se realizo la dilucion final. Luego de 16 horas de refri-
geracion se analizo la vitalidad, funcionalidad de membrana,
integridad acrosomal y morfologia.

Vitalidad. Después de las 16 horas de refrigeracion,
se evaluo la vitalidad mediante tincion Eosina-Nigrosina
de Agarwal et al. (2016), con algunas modificaciones.
Brevemente, se colocd una lamina portaobjetos en una
platina térmica (37°C), en la cual se deposité 5 puL de la
muestra, para luego agregar 5 pL de solucion Eosina 5%
(Sigma-Aldrich, USA), homogenizar y posteriormente
agregar 5 pL de solucion Nigrosina 10%. Se homogenizo
la muestra con las tinciones, se realiz6 el frotis y se dejaron
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secar a temperatura ambiente. Los frotis secos se observa-
ron en microscopio de contraste de fases con objetivo de
40x, para contabilizar aleatoriamente al menos 200 células,
de las cuales, los espermatozoides de color blanco esta-
ban vivos y los espermatozoides de color purpura estaban
muertos (Figura 1).

Figura 1. Captura de campo de espermatozoides bovinos con
tincion Eosina-Nigrosina para evaluacion de vitalidad (40x).

Prueba hipoosmética (HOST). Se utilizé la prueba
hipoosmotica de Jeyendran et al. (1984) con algunas mo-
dificaciones. Se prepar6 una solucion de 50 mOsm L' con
0,1225 g de D-fructosa y 0,225 g de Citrato de Sodio para
50 mL de agua bidestilada. En bafio maria a 37°C se preca-
lentaron dos microtubos con 100 pL de solucion hipoosmo-
tica a la cual se agregd 25 pL. de muestra de cada tratamien-
to de manera individual. Se incubaron por 5 minutos y se
agregd 31 puL de solucion hipoosmotica formolada (1 mL
de solucion hipoosmética + 3 pLL de formaldehido 40%) en
cada tubo, con la finalidad de detener la reaccion. Para la
evaluacion, sobre una lamina porta objetos se depositod 5 pul
de muestra, y cubierto con lamina cubre objetos se observo
en microscopio de contraste de fases con objetivo de 40x.
Los espermatozoides se clasificaron como: una adecuada
funcion osmética de la membrana espermatica produce
enrollamiento de la cola de variable intensidad (HOST+),
en cambio, una membrana defectuosa no genera ninguna
respuesta a la solucion hipoosmética ni enrollamiento de la
cola (HOST-) (Jeyerand et al. 1984) (Figura 2).

Figura 2. Captura de campo de espermatozoides bovinos
sometidos a prueba hipoosmética para evaluacion de la
funcionalidad de membrana (40x).

Integridad acrosomal. Se evalu6 mediante una tin-
cion con Coomassie Blue 0,22% (Fumuso et al., 2014),
para lo cual se utilizdo como base agua destilada (20 mL)
con Brilliant Blue para Coomassie G250 (0,11 g), metanol
(25 mL) y acido acético 99% (5 mL). Se utilizaron 10 pL de
muestra para preparar un frotis y se dejo secar a temperatura
ambiente. Posteriormente los frotis secos fueron sumergi-
dos en formaldehido a 4% en PBS por 15 minutos para su
fijacion y fueron lavados en PBS, con cinco inmersiones de
un segundo cada una. Los frotis se colocaron verticalmente
para eliminar el exceso de PBS para luego sumergirse hori-
zontalmente en soluciéon Coomassie Blue 0,22% durante 5
minutos. Finalmente, se dejo escurrir el exceso de tincion y
se lavaron por inmersion en agua destilada (5 inmersiones
de 1 minuto cada una) y secadas al ambiente. Los frotis
secos fueron observados a 100x con aceite de inmersion en
un microscopio de campo claro, para clasificar los esper-
matozoides con coloracion azul del acrosoma o estructura
acrosomal integra (CB+), o coloracion blanca del acrosoma
o acrosoma dafiado (CB-), cuantificando no menos de 100
espermatozoides por cada muestra (Figura 3).

Figura 3. Captura de campo de espermatozoides bovinos
tefiidos con Coomassie Blue 0,22% para analisis de integri-
dad acrosomal (100x).

Morfologia. Se realiz6 un frotis de cada tratamien-
to, que se secaron a temperatura ambiente. Posteriormente,
se utilizé un kit para diferenciacion celular Hemacolor®
de acuerdo a instrucciones del fabricante. Brevemente, se
realizaron cinco inmersiones de 1 s cada una en la Solucién
I (fijacion), tres inmersiones de 1 segundo cada una en la
Solucioén II (eosina), seis inmersiones de 1 segundo cada
una en la Solucién III (azur) y dos inmersiones de 10
segundos cada una en la Solucioén de Lavado (tampon pH
7,2). Finalmente, se dejaron drenar verticalmente y se seca-
ron al ambiente, para luego ser analizados en microscopio
de campo claro (OLYMPUS BX53, Tokio, Japon), equipa-
do con camara (OLYMPUS U-TV0.63XC, Tokio, Japon),
objetivo de 100x y aceite de inmersién. Se midieron ma-
nualmente los espermatozoides utilizando las herramientas
del software CellSens de OLYMPUS, considerando medi-
ciones del largo de cabeza, ancho de cabeza, area de cabeza
y longitud de cola (Figura 4).
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Figura 4. Captura de campo de espermatozoides bovi-
nos tefiidos con Hemacolor® para analisis morfologico y
medicion manual (100x).

Analisis de datos. El estudio desarroll6 bajo un di-
sefio completo al azar con dos tratamientos. Se analizo la
distribucion normal de la vitalidad, prueba hipoosmotica
(HOST+), integridad acrosomal (CB+) y rasgos morfomé-
tricos (largo, ancho y area de cabeza, y longitud de cola)
con la prueba de Shapiro-Wilk (p>0,05) y la homogeneidad
de varianzas con la prueba de Levene (p>0,05). Luego, se
realizd un ANOVA Yy la prueba t (p<0,05) para comparacion
de medias en el programa SPSS v.26.0.

RESULTADOS

Luego de un periodo de refrigeracion de 16 horas, se
observd mayor valor de funcionalidad de membrana me-
diante la prueba hipoosmoética (HOST+) en T1 (dilucion
final a 34°C) respecto a T2 (dilucion final a 5°C) (p<0,05),
y lareaccion negativa (HOST-) fue mayor en T2 (Figura 5),
que correspondia a una primera dilucion 1:1 a 34°C y una
dilucion final a 5°C.
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Figura 5. Integridad funcional (HOST+) y estructural de
membrana plasmatica (vitalidad). Se presenta la media +
error estandar de la media. Letras diferentes (a, b) en barras
indican diferencias significativas (p<0,05).

La prueba de integridad acrosomal se realizo con la fi-
nalidad de evidenciar algun dafio en la matriz del acrosoma
espermatico, mediante la tincion de enzimas acrosomales

con Coomassie Blue. Segun la Figura 6, no se encontrd
ningun efecto de la temperatura del medio de dilucion final
sobre el porcentaje de células con acrosoma integro (CB+).
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Figura 6. Integridad acrosomal mediante tinciéon con
Coomassie Blue (0,22 %). Se presenta la media =+ error es-
tandar de la media. Letras diferentes (a, b) en barras indican
diferencias significativas (p<0,05).

En la Figura 7 se observan los valores de medicion de
algunos rasgos morfométricos en espermatozoides frescos
y refrigerados por 16 horas, para determinar algun cambio
morfolégico durante el proceso. Sin embargo, no se en-
contrd variacion significativa de largo de cabeza, ancho de
cabeza, area de cabeza ni longitud de cola (p<0,05), entre
ambos grupos.
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Figura 7. Rasgos morfométricos de espermatozoides fres-
cos y refrigerados de bovino. Se presenta la media + error
estandar de la media.

DISCUSION

En este estudio se evaluo el efecto de la temperatura
del medio de dilucioén final, de 34°C (T1) y 5°C (T2), so-
bre la vitalidad, funcionalidad de membrana ¢ integridad
acrosomal de espermatozoides bovinos refrigerados des-
pués de 16 horas. La tincion eosina-nigrosina es capaz de
diferenciar espermatozoides vivos de muertos (Agarwal et
al. 2016) y la prueba hipoosmotica evalua la funcionalidad
de la membrana plasmatica de los espermatozoides, impor-
tante durante la fertilizacion (Kumaresan et al. 2017). La
dilucion final en un medio a 34°C fue capaz de conservar
la calidad de los espermatozoides, evidenciando una ma-
yor tasa de espermatozoides con reaccion HOST+ (71,11
+ 2,78%) y porcentaje de vivos (80,89 £ 1,45%), respecto
a un medio a 5°C (60 + 2,80% y 71,22 + 1,93%, respecti-
vamente) (Figura 5). No se encontrd diferencias en el por-
centaje de células con acrosoma integro (media de 68,92 +
1,40%), evidenciado por la reaccion positiva a Coomassie
Blue (CB+), entre ambos medios de dilucion. Si bien ambos
grupos fueron sometidos a una primera diluciéon en un me-
dio isotérmico (34°C), el efecto diferenciado de la dilucion
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final en la integridad estructural y funcional de la membrana
plasmatica podria deberse al choque de frio, ya que T1 y T2
fueron refrigerados en una misma temperatura y tiempo. El
enfriamiento permite que la membrana de los espermatozoi-
des, asi como la de sus organulos, se adapte a los cambios
estructurales por las transiciones de fase lipidica que ocu-
rriran durante el ciclo de criopreservacion (Watson 1995,
Medrano et al. 2012). En T1 los espermatozoides fueron
sometidos a una dilucion isotérmica antes de almacenar-
se en refrigeracion, por lo que tuvieron la oportunidad de
adaptar la estructura de su membrana y funcion metabolica
en el medio de dilucion final, conforme descendia la tempe-
ratura. En cambio, en T2 no se da un tiempo de adaptacion
porque el dilutor final ya se encontraba a 5°C, entonces el
choque de frio pudo haber lesionado la estructura y funcion
de la membrana (en consecuencia, hubo mayor tasa de pe-
netracion de eosina al citoplasma y menor reaccion al me-
dio hipoosmotico). La criolesion en la criopreservacion se
debe al cambio de temperatura y a la formacion-disolucion
de hielo, y sus consecuencias, durante el enfriamiento y ca-
lentamiento (choque de frio, choque térmico e incluso cho-
que osmotico) (Watson 1995). Sin embargo, existe la teoria
de que la capacidad de adaptacion al enfriamiento podria ser
variable segun la fluidez de membrana plasmatica de cada
especie, de cada macho y de la heterogeneidad de la pobla-
cion de espermatozoides, haciendo a algunos mas criopre-
servables que otros (Watson 1995, Medrano et al. 2012).
Segtn Lopezet al. (2012), se pueden realizar dos tipos
de dilucion en semen porcino, en funcion a la temperatura
de dilucion. Este autor compar6 una dilucion final isotérmi-
ca (29,3°C) y una dilucidn final hipotérmica (22,7°C), y no
encontrd diferencias de ambos medios en la integridad de
membrana por tincion eosina-nigrosina e integridad acro-
somal. En esta investigacion se comparo la dilucion final
a 34°C y 5°C, y se obtuvo valores similares de vitalidad
¢ integridad acrosomal que lo reportado por Ldpez et al.
(2012), pero con diferencias significativas. Por otra parte,
los reportes de Soler et al. (2020) tampoco muestran dife-
rencias en los parametros de calidad seminal de verracos
entre la dilucién isotérmica (32°C) y dilucion hipotérmica
(21 -22°C o temperatura ambiente); por lo tanto, la dilucion
a temperatura ambiente podria tener ventajas como evitar
el precalentamiento del diluyente, optimizando el tiempo y
recursos respecto a la conservacion de medios atemperados
a 34 - 37°C. Sin embargo, un medio hipotérmico de 5°C
podria impactar negativamente en los espermatozoides, su-
giriendo que esta temperatura pudo haber sobrepasado su
nivel de tolerancia térmica, provocando choque por frio.
En espermatozoides porcinos, el choque de frio con 0, 5,
10 y 15°C por 10 minutos, es capaz de reducir la motili-
dad y alterar la morfologia acrosomal (Pursel et al. 1972).
A nivel ultraestructural, la dilucién y almacenamiento iso-
térmico (35°C) por 2 horas, en espermatozoides carneros,
no provoco cambios significativos en el acrosoma, aunque
si una pérdida de material mitocondrial en la pieza media.
Pero en un medio hipotérmico (5°C) se observé hinchazéon
y vacuolizacion del acrosoma, formacion de vesiculas en
la membrana acrosomal externa y pérdida de material mi-
tocondrial. Ademas, aunque la refrigeracion a 5°C por dos
horas no afecta la tasa de prefiez, un almacenamiento pro-
longado por 24 a 48 horas provocaria una caida dramatica

de la fertilidad (Jones y Martin 1973). Chen (2017) sostiene
que el acrosoma es una estructura de gran importancia y
cualquier dafo estructural podria alterar una adecuada fe-
cundacion. En este estudio no hubo diferencias en la tasa
de integridad acrosomal (CB+) aunque el porcentaje fue
mayor en T2. Coomassie Blue tiene afinidad por las en-
zimas del acrosoma, mostrando una coloracion intensa en
un acrosoma integro; por lo que, probablemente el choque
térmico en la dilucion final a 5°C provoc6 vacuolizacion
de acrosoma y mayor porcentaje de CB- en T2. El tiempo
de 16 horas de refrigeracion podria haber hecho evidente el
descenso de la calidad espermatica, que no se observaria en
periodos cortos de 1 a 2 horas de otros estudios.

Contrario a este estudio, un estudio de almacenamien-
to de epididimos bovinos a 5°C y 20°C por 6 horas mostro
similares porcentajes de motilidad, vitalidad y anormali-
dades morfolégicas; pero luego de la descongelacion, la
vitalidad fue mayor en 5°C y la funcionalidad de membra-
na fue mayor en 20°C (Valverde-Peralta et al. 2018) En
toros Brangus se encontrd un mayor vigor espermatico al
refrigerar semen diluido en yema de huevo a 5°C que a
15°C (Rodrigues y Valenzuela 2019) Aunque es importante
valorar un procedimiento viable en condiciones de campo,
este no debe comprometer la capacidad fecundante del es-
permatozoide luego de la conservacion. La conservacion
de la capacidad fecundante del semen durante la dilucion,
refrigeracion y congelacion, es un factor esencial para
garantizar el éxito en los procesos biotecnologicos como
Inseminacion Artificial, Multiovulacion y transferencia
de embriones, producciéon de embriones in vitro (Jones y
Martin 1973). La refrigeracion con una curva de descen-
so y medios adecuados puede conservar la calidad de los
espermatozoides durante menos de 16 horas, debido a la
menor actividad metabdlica y menor tasa de crecimiento
microbiano (Nichi et al. 2007, Ribeiro et al. 2014).

Se analiz6 el efecto del proceso de enfriamiento sobre
la morfologia espermatica, pero no hubo diferencias en las
mediciones de largo, ancho y area de cabeza ni longitud de
cola, entre espermatozoides frescos y luego de la refrige-
racion. En la criopreservacion de espermatozoides se debe
controlar la temperatura de dilucion, ya que se pueden ge-
nerar consecuencias negativas durante el enfriamiento y la
congelacion. Los dafios pueden causar anomalias en la ca-
beza, pieza media y cola del espermatozoide (El-Bahrawy
et al. 2017, Gruhot et al. 2019). En este estudio se midieron
dimensiones morfométricas de espermatozoides frescos y
refrigerados a 5°C, lo que podria no haber sido un desafio
suficiente para generacion alteraciones en el tamafio de la
cabeza. La criopreservacion generd menor longitud, ancho,
area y perimetro de cabeza de espermatozoides de carnero
(Choquepuma et al. 2017), sin embargo, no modifico sig-
nificativamente las dimensiones de espermatozoides capri-
nos (Hernandez-Corredor et al. 2021). Probablemente una
mayor variacion morfométrica seria observada luego de la
descongelacion de espermatozoides bovinos.

CONCLUSION

La dilucién inicial y final a 34°C antes de la refrige-
racion y congelacion de pajillas de semen, influye positi-
vamente sobre la calidad seminal en toros de la raza Gyr;
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en cambio, la dilucién inicial a 34°C y final a 5°C tiene
impactos negativos en la vitalidad y funcionalidad de mem-
brana plasmatica.
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Fructooligosacaridos, extracto de Cynara scolymus 'y cloruro
de colina como suplementos dietario en la crianza de pollos
parrilleros (Gallus gallus)
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Resumen

Los prebidticos son definidos como ingredientes alimentarios no digeribles que producen efectos beneficio-
sos al huésped. En este trabajo se suplemento el alimento balanceado de pollos parrilleros con dos prebioti-
cos diferentes: fructooligosacarido (FOS) y extracto seco de alcachofa (Cynara scolymus L) méas cloruro de
Colina (EA+Colina) a fin de evaluar sus efectos. Se trabajé con 198 pollos parrilleros recién nacidos de la
linea cobb. Para los ensayos se separaron en 3 lotes, 2 experimentales y un control (L3). Un grupo experi-
mental se suplement6 con FOS (L1) y el otro con EA + Colina (L2). Se llevaron registros diarios de morta-
lidad. A los 7 y 14 dias de crianza, 6 animales de cada grupo elegidos al azar fueron faenados. Los restantes
animales se sacrificaron a los 45 dias de edad. Se obtuvo el peso corporal (PC) individual antes de la faena.
En las faenas de los 14 y 45 dias, se extrajeron y pesaron la bolsa de Fabricio y el bazo. Durante la tltima
faena, se seleccionaron al azar de 6 a § pollos de cada grupo para la obtencion de plasmas, a fin de cuantificar
proteinas totales, electroforesis de proteinas y las transaminasas AST y ALT. Los datos se presentaron como
la media + desviacion estandar. Se aplico el test ANOVA de un factor y la prueba de comparacion multiple
de Tukey a un nivel de confianza de p<0,05, utilizando el programa Graph Pad Prism 8.0.1. Con respecto
al grupo control se observo que los dos prebiodticos mejoraron la crianza de las aves, aunque no en valores
significativos. Se necesita mas investigaciones a fin de verificar el beneficio del uso de los prebidticos FOS
y EA + Colina, para mejorar las caracteristicas del pollo parrillero y lograr el méximo rendimiento.

Palabras clave: Pollos parrilleros, prebioticos, proteinas, peso corporal, transaminasas

Fructooligosaccharide, Cynara scolymus dry extract and
choline chloride as dietary supplements in broilers chickens
breeding (Gallus gallus)

Abstract. Prebiotics are defined as non-digestible food ingredients that produce beneficial effects to the
host. In this study, the balanced food of broiler chickens was supplemented for two different prebiotics:
Fructooligosaccharide (FOS) and Cynara scolymus (Artichoke) dry extract plus Choline chloride (EA +
Choline) in order to evaluate their effects. We worked with 198 newborn broiler chickens of the cobb line.
For the trials, they were divided into three groups: two experimental and one control (L3). One experimental
group was supplemented with FOS (L1) and the other with (L2). Daily mortality records were kept. At 7
and 14 days of breeding, 6 randomly selected animals from each group were slaughtered. The remaining
animals were sacrificed at 45 days of age. Individual body weight (PC) was obtained before slaughter. In the
slaughter of 14 and 45 days, the bursa of Fabricio and the spleen were extracted and weighed. During the last
slaughter, 6 to 8 chickens from each group were randomly selected to obtain plasmas, in order to quantify
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total proteins, protein electrophoresis and AST and ALT transaminases. Data presented as mean + S.D, were
analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s multiple comparison test. Data analysis
was performed using Graph Pad Prism 8.0.1 and results were declared significant at p<0.05. Regarding the
control group, it was observed that the two prebiotics improved the breeding of the birds, although not in
significant values. More research is necessary in order to verify the benefit of the use of the prebiotics FOS
and EA + Choline, to improve the characteristics of the broiler chicken and achieve maximum performance.

Key words: broilers chickens, prebiotics, proteins, body weight, aminotransferase

INTRODUCCION

Actualmente el consumo de productos de granja, tales
como los pollos parrilleros, ha crecido notablemente como
una alternativa a la carne roja, ya sea por los antecedentes
de ésta de causar patologias, como por el precio en relacion
especialmente a los pollos. Esto tltimo es debido funda-
mentalmente a la seleccion genética de aves con el fin de
obtener un producto carnico en el menor tiempo posible y
por ende la reduccion de recursos usado en su produccion
(Sanchez Quinche et al. 2019). Sin embargo, los métodos
de manejo intensivos causan a las aves desbalances bacte-
rianos entéricos que llevan a una insuficiente conversion de
los alimentos provocando una disminucién en la respues-
ta zootécnica. Es por esto que el uso de antibidticos como
promotores de crecimiento ha sido la piedra angular en la
industria avicola. Sin embargo, la generacion de cepas de
patogenos resistentes a antibidticos y la posibilidad de acu-
mular residuos en los productos animales y el ambiente,
hizo que el uso rutinario de antibidticos en animales sea
menos comun (Jin et al. 1998, Mountzouris et al. 2010,
Beyene 2016).

Es necesario buscar alternativas para prevenir y tratar
infecciones bacterianas comunes a los animales de cria en
confinamiento. Numerosos estudios in vivo e in vitro han
demostrado que la microbiota comensal intestinal inhibe
patégenos, y que su disturbio puede aumentar la susceptibi-
lidad a la infeccion (Haghighi et al. 2006). Investigaciones
realizadas con humanos y modelos murinos han mostrado
que el consumo de prebidticos, evita la adhesion de bacte-
rias patogenas a células intestinales; mejora la tolerancia a
la glucosa, reduce la esteatosis hepatica, disminuye la tri-
gliceridemia, la colesterolemia y junto con el aumento de
los niveles de HDL, previene la aterosclerosis y el aumen-
to de peso; ademas inhibe la respuesta pro-inflamatoria,
reduciendo los niveles de Factor de Necrosis Tumoral-o
e Interferon-y (Falony et al. 2009, Holscher et al. 2015,
Sharma et al. 2018, Piotrowski et al. 2019).

El concepto de prebidtico surge por primera vez en
1995 como “ingrediente alimentario no digerible que pro-
duce efectos beneficiosos al huésped estimulando el cre-
cimiento y/o actividad de uno o un ntimero limitado de
bacterias residentes en el colon”. Actualmente en un con-
cepto mas amplio se definen como “sustratos que son se-
lectivamente utilizados por microorganismos del huésped
confiriendo beneficios a la salud” (Gibson et al. 2017). La
inulina es el nombre con el que se designa a una familia
de glucidos complejos (polisacaridos), compuestos de ca-
denas moleculares de fructosa, que presenta la particulari-
dad de ser muy heterogénea en su grado de polimerizacion.

Consiste de una cadena lineal de enlaces 8 (2-1) fructo-
sil-fructosa que no pueden ser hidrolizados por enzimas de
origen endogeno y permanecen sin modificacion durante el
recorrido por el intestino delgado, pero pueden ser hidro-
lizados y fermentados en su totalidad en el intestino grue-
so por la microflora, exhibiendo una funcién prebiotica ya
que estimula el crecimiento de las bifidobacterias 'y, por
consiguiente, pueden ser empleados en formulaciones de
alimentos funcionales. El grado de polimerizacion (GP) de
la inulina, asi como la presencia de ramificaciones, son pro-
piedades importantes ya que influyen en la funcionalidad
de la mayoria de las inulinas. En la inulina de origen vege-
tal, las unidades de fructosas pueden variar desde algunas
unidades hasta 70, lo que significa que la inulina es una
mezcla de oligdmeros y polimeros, definiéndose como un
polifructano con GP mayor a 30 unidades. El GP mas alto
de origen vegetal ha sido encontrado en la alcachofa globo
(Cynara scolymus), por encima de 200.

El fructano mas destacado derivado de la inulina y de
mayor uso es el fructooligosacarido (FOS), obtenido me-
diante hidrolisis enzimatica de la inulina, y caracterizado
por llegar a un GP menor a 10 unidades. Se ha sefialado por
algunos investigadores que los prebidticos de cadena corta,
como los FOS, que contienen 2-8 enlaces por molécula de
sacarido, son fermentados mas rapidamente que los prebio-
ticos de cadena larga, como la inulina, de 9 - 64 enlaces por
molécula de sacarido (Mufioz Ohmen et al. 2012, Mensink
et al. 2015, Lara-Fiallos et al. 2017).

En cuanto a la colina es una base de amonio cuater-
nario (2-hidroxietil trimetilamina), inicialmente incluida
dentro del grupo de la vitamina B, aunque no puede ser
considerada vitamina pues es sintetizada en el organismo.
Es constituyente de lipidos complejos (fosfatidilcolina y
esfigomielina) en membranas celulares y de acetilcolina,
intermediario quimico en el sistema nervioso. Dentro de
sus funciones se destaca su capacidad como dadora de me-
tilos, relacionada con la formacion de metionina, que a su
vez genera S-adenosilmetionina, principal agente de meti-
laciones (Blanco y Blanco 2016, Ramasamy et al. 2018).
Esto ultimo es muy importante en la funcion hepatica en
animales sometidos a sistemas de produccion intensiva,
donde la actividad hepéatica puede ser un factor limitante
de la productividad.

La disminucioén de la actividad celular hepatica con-
duce a un descenso de la fraccion albimina, que cuando
es significativo, permite establecer las condiciones favo-
rables para la instalacion de la ascitis, por el descenso de
la presion oncotica. En este sentido, es importante medir
las concentraciones relativas de las fracciones proteicas del
plasma como respuesta a hepatopatias o infecciones, como
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asi también determinar las actividades enzimaticas de las
transaminasas hepaticas (Hasegawa et al. 2002).

La bolsa de Fabricio constituye un 6rgano linfoide
primario muy importante en las aves. El peso de los orga-
nos linfoides y la relacion con el peso corporal, pueden ser
utilizados para establecer la capacidad de respuesta inmune
en pollos de engorde (Perozo Marin et al. 2004).

Por todo lo anterior, nos propusimos en este trabajo
evaluar FOS y el extracto seco de C. scolymus L + cloruro
de colina (EA + Colina) como suplemento dietario en la
crianza de aves de corral.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion. El ensayo se realizo en la Facultad de
Ciencias Agrarias y Veterinarias de la Universidad Catolica
de Salta, ubicada en la ciudad Capital, valle sub-andino lo-
calizado a 1220 ms.n.m. de la Provincia de Salta al noroes-
te de la Republica Argentina entre los paralelos 22° y 26°
latitud sur y los meridianos de 62° y 68° longitud oeste. En
esta zona el clima es subtropical serrano con estacion seca
(invierno).

Epoca el aflo. La crianza se realiz6 desde fines de
junio hasta primeros dias de agosto. Las temperaturas en
invierno oscilan de -2 a 26°C.

Prebioticos. Se utilizaron dos prebioticos, uno com-
puesto por FOS y el otro compuesto por EA + Colina. La
dosis suministrada fue de 0,025%, y se administraron du-
rante toda la crianza.

Aves y tratamientos experimentales. Se trabajo con
198 pollos parrilleros recién nacidos de la linea cobb. Para
los ensayos se separaron en 3 lotes, 2 experimentales: aves
alimentadas con prebidtico FOS (grupo L1), y aves alimen-
tadas con prebidtico compuesto por EA+ Colina (grupo L2)
y, aves control (grupo L3).

Recinto para aves. Para alojar a las aves se construyo
un galpon semi-abierto de 3 m x 6 m (18 m?) con paredes
de mamposteria de 1 metro de altura en ambos extremos
y de 20 cm en laterales, en las cuales se sujetaron mallas
metalicas de alambre tejido hasta el techo y se colocaron
cortinas y plasticos; piso de tierra; el techo es de chapa alu-
minizada térmica y se coloco un cielorraso de plastillera
para proteger los pollos de las temperaturas extremas. Las
cortinas y plasticos se abrieron y cerraron de acuerdo a la
temperatura ambiente. Las temperaturas empleadas fueron:
1° semana 30°C, 2° semana 28°C, 3° semana 26°C, 4° sema-
na 24°C, 5° semana temperatura ambiente, ideal 21°C. Para
brindar estas temperaturas se utilizaron estufas de cuar-
zo con 2 velas de 600W, las cuales se fueron alternando.
También se utilizaron lamparas alégenas de 300W que se
colocaron a 50 cm del piso, siendo levantadas a medida que
los requerimientos térmicos de los animales disminuyeron.

Se suministré luz continua las dos primeras semanas,
luego se trabajé con fotoperiodo natural. Durante todo el
ensayo se permitio el consumo de alimento y agua ad [i-
bitum. En la primera semana se utiliz6 bebedero BB para
la administracion del agua, posteriormente bebederos auto-

maticos (planetarios), conectados a recipientes de 10 L que
se encontraban en el interior del galpén. A todos los lotes
se les administré el alimento adecuado para su edad (pre
iniciador, iniciador y terminador) por medio de comederos
tipo Tolva de 12 Kg. En el caso de los animales tratados,
para asegurar el suministro homogéneo del producto, se
realiz6 un pre mezcla de éste con 5 a 10 Kg de alimento ba-
lanceado y luego se incorpord a la mezcla con la totalidad
de los kilos necesarios.

Mediciones experimentales. Peso corporal (PC): an-
tes de la facna se pesaron las aves vivas previo ayuno de
12 horas. Las aves fueron pesadas individualmente, utili-
zando una balanza tipo reloj. Se llevaron registros diarios
de mortalidad.

Alos 7y 14 dias de crianza, 6 animales de cada grupo
elegidos al azar fueron faenados. Los restantes animales se
sacrificaron a los 45 dias de edad.

Obtencion de muestras de sangre y o6rganos. En
la primera faena, a los 7 dias no se extrajeron 6rganos, ni
se tomaron muestras de sangre. En las faenas de los 14 y
45 dias, se realizo la diseccion del animal, se extrajeron y
pesaron la bolsa de Fabricio y el bazo mediante balanza
electronica de precision (con sensibilidad de 0,01 g Denver
Instrument). Durante la ultima faena, se seleccionaron al
azar de 6 a 8 pollos de cada grupo para la obtencion de
plasmas, recolectando sangre en tubos que contenian acido
etilendiaminotetraacético como anticoagulante. Luego de
centrifugar los tubos, se obtuvieron: 6 muestras de plasma
del grupo L1, 8 del grupo L2 y 6 del grupo control L3.

Determinacion de Proteinas Plasmaticas. Se de-
terminé proteinas totales por método fotocolorimétrico de
Biuret, en el cual los enlaces peptidicos de las proteinas
reaccionan con el i6n cuprico, en medio alcalino, para dar
un complejo color violeta con maximo de absorcion a 540
nm, cuya intensidad es proporcional a la concentracion de
proteinas totales en la muestra. La concentracion de albu-
mina se determind mediante la reaccion especifica de la
albimina con la forma aniodnica de la 3,3°,5,5’-tetrabromo
cresolsulfon ftaleina (BCF), en medio tamponado a pH 3,8,
registrandose un aumento de absorbancia con respecto al
blanco a 625 nm, proporcional a la cantidad de albumina
presente en la muestra. Se utilizoé un kit comercial (método
de sistema Proti 2 de Wiener Laboratorios SAIC, Rosario,
Santa Fe, Argentina). Se realizo electroforesis en soporte
de acetato de celulosa (Cellogel) segtn la técnica descripta
en Margni (1996). Luego las tiras se colorearon con una
solucion de Amidoshwartz, se eluyeron las bandas en acido
acético 80% y se leyo la absorbancia a 620 nm, obteniéndo-
se los proteinogramas, con los valores relativos (%) de cada
fraccion proteica. Los valores absolutos (g dI'') se calcula-
ron relacionando el porcentaje de cada fraccion con el dato
de proteinas totales obtenido por fotocolorimetria.

Transaminasas hepaticas. La actividad de glutama-
to oxalacetato transaminasa (GOT) y glutamato piruvato
transaminasa (GPT), alternativamente 1lamadas aspartato
transaminasa (AST) y alanina transaminasa (ALT) respec-
tivamente fueron determinadas siguiendo las instrucciones
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del kit Transaminasas 200 de Wiener Laboratorios SAIC,
Rosario, Santa Fe, Argentina. Se hicieron reaccionar 100
pL de suero con 0,5 ml de reactivo A, el cual para la deter-
minacion de AST, contiene 100 mM de 1-aspartato y 2 mM
de a-cetoglutarato en buffer fosfatos 100 mM, pH 7,4, y
para la determinacion de ALT contiene 200 mM de dl-ala-
nina y 2 mM de a-cetoglutarato en buffer fosfatos 100 mM,
pH 7,4. A la mezcla se agregd 100 pL de agua destilada.
Se incubo 30 minutos a 37°C y se agregd 0,5 ml de reac-
tivo B que contiene, 1 mmol de 2,4-dinitrofenilhidracina
(2,4-DNFH) en acido clorhidrico 1 mol L. Se continud
la incubacion por 10 minutos mas y se detuvo la reaccion
al agregar 5 ml del reactivo C, que contiene solucion de
hidroxido de sodio 4 mol L. Luego se ley6 la absorbancia
a 505 nm. Los valores de actividad enzimatica se deduje-
ron utilizando curvas de calibracion previamente realizadas
con el estandar provisto por el kit.

Consideraciones éticas. Las practicas de mane-
jo y los protocolos experimentales fueron aprobados por
el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias Agrarias
y Veterinarias de la Universidad Catdlica de Salta (RR
1075/12). La faena se realiz6 acorde a las directrices para
el sacrificio de animales de la OIE dentro del codigo sani-
tario para animales terrestres.

Analisis estadistico. Los datos se presentaron como
la media + desviacion estandar. Los resultados del estu-
dio fueron sometidos a analisis de la varianza con el test
one way ANOVA, utilizando el programa GraphPad Prism
8.0.1. Se compararon los grupos tratados con el grupo
control y las diferencias fueron establecidas mediante la
prueba de comparacion multiple de Tukey a un nivel de
confianza de p<0,05.

RESULTADOS

PC de las aves con los diferentes suplementos a dis-
tintos dias de faena. Los PC de las aves (n = 6) a los 7 dias
de vida, no mostraron diferencias significativas, siendo el
promedio para L1 de 196,5 g + 20,3 g para L2 de 188,20 =
22,1 g, para L3 de 205,16 £ 11,0 g. A los 14 dias de alimen-
tacion, los PC promedio de las aves (n=6) fue de 437,83 g
+ 56,0 g para el grupo L1, para L2 de 406,5 g+ 74,0 gy de
409,16 + 74,1 g para L3.

En la tercera faena se pesaron todas las aves, sin em-
bargo, se observo que en los lotes hubo aves hembras, por
error de sexado de la cabafia. En el grupo control hubo 5
hembras y en el grupo EA + Colina, 6 hembras. Se decidié
promediar s6lo los pesos de los machos. Los PC promedios
de los machos obtenidos a los 45 dias de vida en los distin-
tos grupos se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: PC promedios de los pollos parrilleros obtenidos
a los 45 dias de vida en los distintos grupos.

Grupo (n) Pesos en kg P
L3 (45) 3,136 £ 0,294 -
L1 (53) 3,178 £ 0,266 0,78
L2 (43) 3,156 + 0,359 0,95

p valor comparado al grupo “control” (p>0,05), no siendo
significativo

Peso de las bolsas de Fabricio y de los bazos. La relacion
entre los PC y los pesos de las bolsas de Fabricio a los 14
dias de vida, en los tres grupos de aves no presento diferen-
cias significativas (p>0,05) como tampoco el peso de los
bazos. A los 14 dias el peso de las bolsas de Fabricio mos-
tr6 un peso levemente superior en L1 que los otros grupos,
siendo 0,93 £ 0,12 g para L1, 0,79 £ 0,26 g para L2 y 0,82
+ 0,15 para L3; el peso de los bazos fue 0,26 £0,09 g para
L1,0,29 + 0,11 gpara L2 y 0,24 = 0,05 para L3.

A los 45 dias de vida, ambos grupos tratados mostraron
mayor peso de las bolsas de Fabricio con respecto al con-
trol: 4,45 + 1,22 g para L1, 4,90 + 1,48 para L2 y 4,22 +
1,4 para L3 y el peso de los bazos fue de 3,31 £ 0,99 g para
L1, 3,54 £ 1,12 para L2 y 3,44 + 0,90 para L3, siendo en
ambos organos mayor el peso en L2 (p>0,05), no siendo
significativo.

Mortalidad. Con respecto a la mortalidad, se registré una
muerte al dia 28 de crianza en el grupo L1, (1/66; 1,5%);
en el grupo L2 al dia 39 muere un pollo por muerte subita
y otros 3 al dia 43, dos de los cuales con sintomas de asci-
tis (4/66; 6,6%); la mortalidad de los pollos del L3 fue de
3,03% (2/66), en éste grupo, las muertes de los pollos se re-
gistraron una en la primera semana y otra al dia 39. Durante
la primera semana de crianza ocurrieron tres muertes por
accidente, un pollito en el grupo L2 y dos en el grupo L3.
Es decir que, en la primera semana, el porcentaje de morta-
lidad para L1 y L3 es de 1,5% (1/66) y 0 para L2.

Los resultados de las proteinas plasmaticas se resumen en
las Tabla 2, 3 y 4.

Tabla 2: Concentraciones plasmaticas de Proteinas Totales
y Albuminas en los diferentes grupos de aves a los 45 dias
de vida.

Grupo Proteinas Totales Albtimina

@ (gd) gary P RAC
L1(6) 2,90+0,40 0,88 1,57+0,16 0,22 1,18
L2(8) 3,00+0,33 0,58 1,34+0,17 0,98 0,80
L3 (6) 2,79+0,45 1,31+0,38 0,88

p valor comparado al grupo “Control” (p>0,05). RAG:
relacion albumina/globulina.

FOS: fructooligosacarido. EA + Colina: extracto seco de
Cynara scolymus L + Colina

Proteinograma. De cada grupo de aves se obtuvieron
7 fracciones proteicas: pre-albimina, albumina, alfa-1-glo-
bulina, beta-1-globulina, beta-2-globulina, fibrinégeno y
gamaglobulinas.
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Tabla 3: Concentraciones de las fracciones proteicas (g dI).

Grupo

pollI(;s Pre-albimina  Albumina a-1-globulina [ -1-globulina f -2-globulina Fibrindgeno y-globulinas
L1 0,45+0,18 0,78+0,43  0,32+0,21 0,14+0,28 0,10+0,07 0,27+0,22 0,390,17
L2 0,30+0,25 0,96+£0,40  0,51+0,35 0,17+0,09 0,13+0,10 0,24+0,18 0,62+0,38
L3 0,31£0,18  0,88£0,25  0,35+0,22 0,32+0,17 0,1120,17  0,18+0,25  0,72%0,39

Valores de p: no se observan diferencias significativas p>0,05

Tabla 4: Efecto de la inclusion de prebioticos en los valo-
res de actividad de las enzimas hepaticas AST y ALT.

Tratamientos (n) AST (UI/L) p ALT(UI/L) p

Control (5) 95,8+49,0 10,2+4,6
FOS (6) 67,6£20,6 0,32  6,0+£2,0 0,29
EA+ Colina (8) 97,2+242 0,99 10,2+5,5 0,99

UI L': Unidades Internacionales; p valor comparado al
grupo Control (p>0,05)
AST: aspartato transaminasa y ALT: alanina transaminasa.

DISCUSION

Con respecto a los PC, no se demostré diferencia sig-
nificativa (p>0,05) entre los grupos a la dosis administrada
de prebioticos, en concordancia a lo reportado por Cheng et
al. (2004), quienes demostraron que f3-1,3-glucano utilizado
hasta una concentracion de 0,05% no produjo diferencias
significativas en la ganancia de peso entre los tratamientos.

Si consideramos que las ultimas muertes fueron dos
dias previos a la faena en el grupo L2, podemos considerar
que en general fue menor a 5%, por lo que esta variable no
fue influenciada por los tratamientos.

Los valores de proteinas plasmaticas hallados en los
tres lotes se encuentran dentro de la media referencial nor-
mal de proteina para pollos de engorde al final del ciclo de
produccion (Gonzalez et al. 2001, Koza et al. 2004). En la
Tabla 2, se observo que la proteinemia de los lotes tratados
con prebidticos fue mayor que en el lote control, aunque la
diferencia no fue estadisticamente significativa (p>0,05).
La relacion albumina/globulina (RAG) fue menor en el L2,
lo que consideramos es a expensas del aumento de globu-
linas pues comparados al control, el perfil electroforético
mostréd valores mas altos de a-globulina, B-globulina y fi-
brindgeno (Tabla 3). La fraccion a-globulina incluye las
glicoproteinas: haptoglobina, ceruloplasmina, o,-macro-
globulina y la transcortina, que es una proteina de trans-
porte primario de corticosterona, consecuentemente nece-
saria en las infecciones o estrés (Campbell y Coles 1986) y
conjuntamente con el fibrindgeno constituyen proteinas de
fase aguda (Gonzalez Fernandez 2000). Estas elevaciones
podrian estar acorde a un trabajo realizado en aves some-
tidas a estrés fisico tratadas con el mismo prebiodtico: EA
Cynara + Colina, donde encontraron aumentadas la trans-
cortina (Sandoval et al. 1999), y al igual que Diaz Lopez
et al. (2014), en dos lineas de pollo evaluadas a la edad
de 42 dias, expuestas a estrés calorico cronico a partir de
los 21 dias de edad, evidenciaron aumento de concentra-
cion de corticosterona plasmatica. Si bien en este ensayo
no se causo ningun tipo de estrés, podriamos suponer que
estas aves, respondieron de esta forma gracias al prebio-
tico suministrado. La mejor relacion albumina/globulina

la tuvo L1. Por otra parte, muestra los menores valores de
v-globulinas presentando la fraccion del fibrindgeno como
la unica elevada, lo que sugiere que los pollos que fueron
suplementados con FOS habrian respondido exitosamente
a procesos agudos, sin el aumento de las y-globulinas. Esto
estaria de acuerdo también con trabajos donde observaron
que el suplemento con 0,025 y 0,05% de B-1,3-glucano
aument6 la actividad quimiotactica de los macrofagos de
los pollos, potenciando la inmunidad innata, y concluyen
que los glucanos podrian ser usados para activar diferentes
efectos sobre la respuesta inmunitaria a diferentes patoge-
nos (Cheng et al. 2004). Los polisacaridos tales como oy
glucanos componentes de las levaduras, no solo interactian
directamente con células del sistema inmune, sino ademas
son capaces de unirse a bacterias a fin de prevenir el ataque
y colonizacion de patdgenos en el tracto gastrointestinal
(Kogan y Kocher 2007).

Nuestros resultados muestran valores numéricamente
menores de AST y ALT en L1, pero no diferencia signifi-
cativa (p>0,05), lo que asociado a las mayores concentra-
ciones de albumina y fibrindgeno indica una buena funcion
hepatica en éste grupo.

En un trabajo de revision realizado por Zaker-
Esteghamati et al. (2021), concluyen que la suplementacion
dietaria con extracto de C. scolynus en pollos parrilleros no
demuestran diferencias significativas sobre la produccion,
caracteristicas de la carcasa y de la carne, enzimas hepati-
cas y sobre la inmunidad, aun cuando hay trabajos que de-
muestran el amento de titulos de anticuerpos de Newcastle.
Sin embargo, tampoco se reportan propiedades de efecto
negativo en el uso del citado prebiotico.

CONCLUSION

Al relacionar los indicadores, tales como peso corpo-
ral alcanzado, peso de bolsa de Fabricio y del bazo, protei-
nas totales, fracciones proteicas, RAG, enzimas hepaticas,
mortalidad, se concluye que los dos prebidticos mejoraron
la crianza de las aves, aunque no en valores significativos.
Sin embargo, dado que los prebidticos fueron usados a do-
sis recomendadas y en un nimero reducido de aves, donde
la crianza es muy controlada, consideramos que seria ne-
cesario realizar ensayos con mayor numero de aves, con
diferentes dosis de prebiotico y en distintas épocas del afio,
lo que nos permitira verificar el beneficio del uso de los
prebiodticos FOS y EA + Colina, para mejorar las caracte-
risticas del pollo parrillero y lograr el maximo rendimiento.
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Abstract

Fasciolosis is a relevant zoonotic disease in the Peruvian Andes, it causes considerable economic losses
by reducing cattle productivity and currently, resistance to anthelmintics is reported, so it is necessary to
find new ways to comprehensively control this parasitosis. In this context, the objective of this study was
to demonstrate the influence of the type of irrigation on the prevalence of bovine (Bos faurus) fasciolosis
in dairy production units in the province of San Marcos, Cajamarca region, Peru. A total of 20 dairy cattle
were introduced in two farms with different irrigation systems: traditional or flood irrigation (n = 10) and
technified or sprinkler irrigation (n = 10). Starting in March and for ten consecutive months they were fed
the rations produced on the farms and the prevalence of fasciolosis was monitored using the coproparasito-
logical technique of natural sedimentation. In the livestock unit using flood irrigation, eggs excretion began
in August, with a final prevalence of 60%; while in the livestock unit using sprinkler irrigation, the first cases
were detected in September and the final prevalence was 20%. To the results, Fischer’s test determined that
there was no association between the prevalence of the parasite and the type of irrigation (p=0.1698). The
study suggests that the prevalence of fasciolosis in cattle fed rye-grass (Lolium perenne) / clover (Trifolium
repens) grown with flood irrigation was higher than that of sprinkler irrigation; however, it is recommended
to investigate with a larger number of samples and use more specific diagnostic methods.

Key words: cattle, Fasciola hepatica, irrigation systems, integrated control, prevalence

Influencia del tipo de riego en la prevalencia de fasciolosis
bovina, Cajamarca-Peru

Resumen. La fasciolosis es una enfermedad zoonética relevante en los Andes peruanos, causa considerables
pérdidas econdémicas al reducir la productividad del ganado y actualmente se reporta resistencia a los anti-
helminticos, por lo que es necesario encontrar nuevas formas de control integral de esta parasitosis; por ello,
el objetivo de este estudio fue demostrar la influencia del tipo de riego en la prevalencia de la fasciolosis
bovina (Bos taurus) en unidades de produccion lechera en la provincia de San Marcos, region Cajamarca,
Perti. Un total de 20 bovinos lecheros fueron introducidos en dos predios con diferentes sistemas de riego:
tradicional o por inundacién (n = 10) y tecnificado o por aspersion (n = 10). A partir de marzo y durante
diez meses consecutivos fueron alimentados con las raciones cultivadas en los predios y se monitored la
prevalencia de fasciolosis mediante la técnica coproparasitoldgica de sedimentacion natural. La excrecion
de huevos comenz6 en agosto en la unidad ganadera que utilizaba el riego por inundacién, con una preva-
lencia final del 60%; mientras que en la unidad ganadera que utilizaba el riego por aspersion, los primeros
casos se detectaron en septiembre, con una prevalencia final de 20%. A los resultados, la prueba de Fischer
determind que no habia asociacion entre la prevalencia del parasito y el tipo de riego (p=0,1698). El estudio
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sugiere que la prevalencia de la fasciolosis en los bovinos alimentados con pasto rye-grass (Lolium perenne)
mas trébol (7rifolium repens) cultivados con riego por inundacion fue mayor que la del riego por aspersion;
sin embargo, se recomienda investigar con un mayor nimero de muestras y utilizar métodos de diagnostico

mas especificos.

Palabras clave: ganado, Fasciola hepatica, sistemas de riego, control integrado, prevalencia

INTRODUCTION

Fasciolosis is a zoonotic parasitic disease caused by
the trematode Fasciola hepatica, distributed worldwide
and affecting several animal species, including humans
(Giraldo et al. 2016, Leon-Gallardo and Benitez 2018,
Pereca-Fuentes et al. 2018). Its main means of transmission
is contaminated pasture consumed by animals during graz-
ing in areas with constant humidity and the presence of the
intermediate host, mollusks of the genus Lymnaea (Alpizar
et al. 2013, Lopez-Villacis et al. 2017). This disease is
considered of great importance in cattle and other domes-
tic animals since its presence causes important economic
losses for the livestock production sector due to reduced
weight gain, poor condition of the meat and seizure of liv-
ers, as well as public health problems (Alpizar et al. 2013,
Novobilsky et al. 2015).

In Peru, the distribution of F. hepatica has been re-
ported in 17 of the 24 regions, being Cajamarca the one
with a prevalence of 80% in cattle and is considered among
the highest (SENASA 2007, Ortiz 2011, Valderrama 2016).
Thus, in a study they reported that with a 49% decrease in
the initial prevalence of fasciolosis in cattle, an increase of
38% in weight and 75% in milk production can be achieved
by dosing the animals with trematocides, cleaning the ir-
rigation canals and modifying the inclination angles from
90° to 130° (Raunelli and Gonzalez 2009).

It is important to recognize that the population of the
Andean zones is mainly dedicated to agricultural activi-
ties, cultivating large extensions of land during the wet or
rainy season and to a lesser extent under artificial irrigation
during the dry season (Pajares 2010). To this end, access to
water in the highlands is mostly through springs and irri-
gation canals, although their management and use is inef-
ficient, favoring the transmission of parasitic diseases and
other contaminants (Choque-Quispe et al. 2021, Lund et
al. 2021). It is at this point where the precarious distribu-
tion of water resources in the Cajamarca region becomes
important with the presence of highly competent interme-
diate hosts which are snails of the Galba truncatula and
Pseudosuccinea columella species; G. truncatula being the
one that increases its transmissibility at an altitude above
2000 m.a.s.l. with longer periods of production and elimi-
nation of cercariae (Bardales-Valdivia et al. 2021).

All this epidemiological synergy of fasciolosis re-
quires a prompt update, especially due to the rapid advance
of resistance to anthelmintics and the greater adaptation
of the parasite to the climatic conditions of the Peruvian
Andes. It is also important to take into account the econom-
ic damage due to seizures of livers damaged by F. hepatica,
which generate annual losses of US$ 50 million at the na-
tional level and US$ 230 million in the Cajamarca region
(Ledn-Gallardo and Benitez 2018).

Although the most widespread form of prophylaxis
is proper management, it is necessary to analyze the rela-
tionship of the irrigation systems used for pasture cultiva-
tion in the control of fasciolosis in bovines. Therefore, the
present research aimed to demonstrate the influence of the
type of traditional irrigation (flooding) and technified irri-
gation (sprinkling) on the prevalence of bovine fasciolosis
in two cattle units located in the province of San Marcos,
Cajamarca region, Peru.

MATERIALS AND METHODS

Population and location. The study was conducted
in dairy cattle of the Holstein and Brown Swiss breeds from
northern Peru, recently introduced in two livestock units
dedicated to dairy production, in extensive type breeding in
two communities of the municipality of Gregorio Pita lo-
cated in the coordinates with latitude -7.1537 and longitude
-78.1332 of the province of San Marcos, Cajamarca region,
between the months of March and December 2015 (Figure
la). The area is located at an altitude of 2770.51 m and
has a tropical dry climate, reaches an annual average maxi-
mum temperature of 26.34°C and minimum of 3.72°C, the
relative humidity is 72.44% and rainfall is 1.33 mm/day
or 486.27 mm in the year (Data provided by the Servicio
Nacional de Meteorologia e Hidrologia del Pert). In the
two selected farms, the presence of the intermediate host G.
truncatula was verified, although in the farm with sprinkler
irrigation, the animals did not have access to the irrigation
ditches, which only served the purpose of draining rainwa-
ter (Figure 1b).

of Gregorio Pita within Cajamarca region, Peru (a). Farm
ditches used for traditional irrigation or rainwater drainage,
the following can be observed: S = snails, Lp = Lolium pe-
renne and Tr = Trifolium repens (b).

Animal selection. During the months of January and
February, the newly introduced animals older than one year
of age were adapted to their new locations and husbandry
system Fecal samples were collected to rule out the pres-
ence of F. hepatica and the animals were grouped according
to their unit of origin: group 1 (G1) consisted of 10 bovines
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fed on rye-grass (Lolium perenne) / clover (Trifolium rep-
ens) grown with traditional or flood irrigation and group 2
(G2) consisted of 10 bovines also fed on rye-grass (Lolium
perenne) / clover (Trifolium repens) grown with sprinkler
irrigation.

Sampling and coproparasitological study. Once
the negativity of the cattle to the parasite was confirmed,
from March onwards, samples were taken directly from
the rectum of each animal, approximately 100 g of feces
in the morning, and were transferred to the Laboratorio de
Parasitologia Veterinaria y Enfermedades Parasitarias de la
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de
Cajamarca for their respective analysis. The coproparasito-
logical analyses of the 20 samples were performed monthly
for ten consecutive months with Rapid Sedimentation fol-
lowing the technique described by Lumbreras et al. (1962).
Parasitological 5% Lugol’s solution was used to differenti-
ate the eggs of Fasciola hepatica and Calicophoron micro-
bothrioides using a stereoscope at 4X and to confirm the
appropriate genus was observed with a 10X objective in an
optical microscope (Figure 2).

Data analysis and processing. The data obtained
were expressed as “positive” for cattle with the presence
of F. hepatica eggs in the faeces and “negative” when these
parasitic forms were absent. In addition, Microsoft Excel

2019 Professional was used to run Fisher’s test to deter-
mine if there is an association between the prevalence of
fasciolosis and the type of irrigation.

Ethical considerations. This study was conducted
within the framework of the Ley de Proteccion y Bienestar
Animal 30407 in force in the Peruvian State. Before initi-
ating the research, the protocol was reviewed and approved
by the Comité Etico de Uso de Animales of the Facultad
de Ciencias Veterinarias of the Universidad Nacional de
Cajamarca. The animals were not harmed during the study
process.

RESULTS AND DISCUSSION

The positive findings to coproparasitology allow
us to calculate the prevalence of fasciolosis in G1, which
used traditional or flood irrigation, with 60% of the total
infected animals, compared to the prevalence observed in
G2, which used sprinkler irrigation, with 20% of the ani-
mals releasing eggs through the faeces in the period studied
(Table 1 and Figure 2). However, statistically, there is not
enough evidence to affirm that the prevalence of fasciolosis
is related to the type of irrigation used in pasture farming
(p>0.05), probably due to the size of the sample or to the
high endemicity of the parasite in this area of northern Peru.

Table 1: Monthly and overall prevalence of fasciolosis in dairy cattle according to type of irrigation.

Group
G1 = flood irrigation G2 = sprinkler irrigation
Vonth F ascz;)rfia nfzaellsczzc:a-lpg)smve Prevalence Fascz;)rf? nﬁﬁiczzcza-lp(;))smve Prevalence p-value
March 0 0.00% 0 0.00%
April 0 0.00% 0 0.00%
May 0 0.00% 0 0.00%
June 0 0.00% 0 0.00%
July 0 0.00% 0 0.00%
August 1 10.00% 0 0.00% 0.1698
September 1 20.00% 1 10.00%
October 2 40.00% 0 0.00%
November 1 50.00% 1 20.00%
December 1 60.00% 0 0.00%
Total 6 60.00% 2 20.00%

The difference between the prevalences obtained
ok e oo et could be due to the presence of factors that make possible
\ : the development of the latent infectious form of F. hepati-

ca in each livestock unit, such as the constant humidity in
the cultivation areas, the environmental temperature above
: 10°C, and the presence of competent intermediate hosts
such as G. truncatula in irrigation canals, swamps, irriga-

.

&
Figure 2. Eggs found by coproparasitology and observed at
10X with parasitological 5% Lugol’s solution.

tion ditches, stagnant waters, streams, ponds, also in the
soil and plants close to fresh water catchments detected in
both groups of studies located within the province of San
Marcos, Cajamarca region, in addition to the influence of
the altitude of this area (Novobilsky et al. 2015, Bardales-
Valdivia et al. 2021).
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Altitudes between 2007 - 3473 m.a.s.l., together with
climatic seasonality directly influence the snail population,
as in the case of G. fruncatula in temporarily dry habitats,
while humid habitats such as those generated during the
rainy periods in the Peruvian highlands that coincide with
the summer season, as well as the use of traditional irriga-
tion (by flooding) in the dry season, make it possible for
the biological cycle of F. hepatica to be completed and
subsequently the animals come into direct contact with the
infecting parasitic form; finding all these meteorological
characteristics in G1, likewise, promote a higher preva-
lence (Bardales-Valdivia et al. 2021). Another more com-
plete epidemiological study developed in Cajamarca con-
cludes that the months between December and May are en-
vironmentally optimal for the acquisition of new infections
or reinfections by F. hepatica, and the maximum excretion
of eggs occurs between August and September (Claxton et
al. 1997), thus corroborating the present investigation with
the appearance of the first positive cases in that period.

On the other hand, based on research carried out in
other regions of Peru and other countries, fasciolosis in
both sheep and cattle occurs with high frequencies, proba-
bly due to the type of feed consumed, especially when the
animals are raised in open, natural pastures or sown with
alfalfa or other grasses (Jara et al. 2018).

Thus, in the Amazon region, an overall prevalence
of F. hepatica of 59.5% in cattle, with a higher prevalence
in the districts of Yambrasbamba and Florida (Julon et al.
2020); in two places in La Libertad (Pataz and Otuzco),
high prevalence has also been reported, 62.4% and 74.3%,
respectively (Jara et al. 2018, Ledn-Gallardo and Benitez
2018). Likewise, it has been reported in several studies
around the world in dairy cattle, such as Colombia (12.3%)
(Giraldo et al. 2016) and more than 50% in samples taken
from dairy cattle during the rainy season in the province of
Matanza, Cuba (Soca-Pérez et al. 2016); It is necessary to
emphasize that in all the studies the coprological method
was used to determine the prevalence of fasciolosis and the
sampled animals were raised extensively, so they consume
short stem plants cultivated mainly under the traditional sys-
tem of rains and irrigation, as well as the sample of this study.

CONCLUSIONS

There is statistical evidence that the prevalence of fas-
ciolosis in cattle in this controlled experiment is not related
to the type of irrigation used in the pasture culture. Despite
this, a greater impact is seen in animals fed flood-irrigated
rye grass/clover where prevalence was higher compared to
individuals fed sprinkler-irrigated pasture. It is recommend-
ed to increase the sample size, consider other more specific
diagnostic methods and include environmental and seasonal
behavioral variables of the intermediate host for further stud-
ies in order to extrapolate the results to the cattle population
of Cajamarca, Peru, and other regions of the world.
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Caracterizacion y potencial aplicacion industrial de extractos
enzimaticos de pacu (Piaractus mesopotamicus)
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Resumen

La produccion pesquera puede generar cantidades considerables de residuos cuya disposicion final inade-
cuada puede causar dafios ambientales. La utilizacion de estos desechos para la obtencion de productos con
alto valor agregado y de interés industrial, es una alternativa para la produccion acuicola sostenible. En este
trabajo se obtuvieron y caracterizaron extractos acidos ricos en enzimas tipo pepsina (EP) y alcalinos ricos
en enzimas tipo tripsina (ET) a partir de visceras de pacu (Piaractus mesopotamicus) evaluando sus poten-
ciales aplicaciones biotecnologicas. EP y ET exhibieron méaxima actividad catalitica a pH 2 - 45°C y pH
7 - 45°C; mostraron ser estables en los rangos de pH 1,0 23,5y 7,5 a 10,5 y de temperatura 0 a37°Cy 0 a
45°C, respectivamente. La actividad de EP fue inhibida por pepstatina A pero no por PMSF y SBTI; EDTA
y SDS provocaron inhibicion parcial, confirmando la presencia de enzimas de tipo pepsina. ET se inactivo
en presencia de SBTI pero no por SDS; PMSF y EDTA disminuyeron en un 50% su actividad, confirmando
la existencia de enzimas tipo tripsina. Los iones divalentes (Ca*"y Mg*") no modificaron la capacidad pro-
teolitica de los extractos, en cambio se redujo a concentraciones crecientes de NaCl. Por otra parte, ET y EP
fueron eficaces para hidrolizar el recubrimiento de gelatina impregnado con plata de placas radiograficas
usadas y generar fragmentos F(ab”), a partir de la degradacion de IgG equinas, respectivamente. En conclu-
sion, estos extractos podrian ser aplicables en procesos donde se requiera maxima actividad a temperatura
moderada y baja concentracion de NaCl; en la recuperacion de plata metélica y celuloide de placas radio-
graficas reveladas como asi también la obtencion de productos bioldgicos. Estos resultados abren nuevas
perspectivas para la economia circular de las explotaciones acuicolas del pacu.

Palabras clave: Subproductos, Piaractus mesopotamicus, extractos enzimaticos, pepsina, tripsina, aplica-
ciones industriales.

Characterization and potential industrial application of enzy-
matic extracts from pacu (Piaractus mesopotamicus)

Abstract. Fish production can generate considerable amounts of waste, whose inadequate final disposition
could cause environmental damage. The use of these wastes to obtain high value-added products of indus-
trial relevance is an alternative for sustainable aquaculture production. In this study, acidic extracts rich in
pepsin-like enzymes (EP) and alkaline extracts rich in trypsin-like enzymes (ET) were obtained and char-
acterized from the viscera of pacu (Piaractus mesopotamicus), evaluating their potential biotechnological
applications. EP and ET showed maximum catalytic activity at pH 2 - 45°C and pH 7 - 45°C, respectively.
They were stable in pH ranges of 1.0 to 3.5 and 7.5 to 10.5 and temperature ranges of 0 to 37°C and 0 to
45°C, respectively. The activity of EP was inhibited by pepstatin A, but not by PMSF and SBTI. EDTA and
SDS caused partial inhibition, confirming the presence of pepsin-like enzymes. ET was inactivated in the
presence of SBTI but not by SDS. PMSF and EDTA decreased the activity by 50%, confirming the presence
of trypsin-like enzymes. Divalent ions (Ca** and Mg*") did not alter the proteolytic capacity of the extracts,
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but it decreased with increasing NaCl concentration. Moreover, ET and EP were effective in hydrolyzing the
silver-impregnated gelatin coating of discarded x-ray films and generating F(ab’), fragments from equine
IgG degradation, respectively. In conclusion, these extracts could be applicable in processes requiring max-
imum activity at moderate temperatures and low NaCl concentrations, in the recovery of metallic silver and
PET sheet from used x-ray films and in the production of biological products. These results open up new
perspectives for the circular economy of pact aquaculture farms.

Key words: byproducts, Piaractus mesopotamicus, enzymatic extracts, pepsin, trypsin, industrial

applications.

INTRODUCCION

El continuo crecimiento de la poblacién mundial im-
plica intensificacion y diversificacion las fuentes de ali-
mentos. En los ultimos 20 afos, los aportes de la pesca y
la acuicultura a la seguridad nutricional y alimentaria mun-
dial han sido esenciales. Desde 1961, el consumo a nivel
global de los alimentos de origen acuatico incrementd a
una tasa promedio anual de 3,0% y se estima que en 2030
su valor sera de 21,4 kg per capita. Este fenomeno es con-
secuente con la constante expansion del sector, impulsado
por la acuicultura y lo cual ha promovido el desarrollo de
la produccion de peces en aguas continentales. En efecto,
en 2020 el 48% de los productos de la acuicultura fueron
cultivados bajo este sistema (FAO 2022).

El procesamiento del pescado para consumo humano
genera una gran cantidad de desechos, representando desde
un 20 hasta un 60% del peso del pescado, dependiendo del
grado de industrializacion. Las cabezas, huesos, visceras,
escamas y pieles son los subproductos mas comunes (FAO
2022), principalmente descartados o empleados para obte-
ner productos de bajo valor agregado (ej. harina de pesca-
do). Esto da lugar a un problema dual que involucra cues-
tiones medioambientales y aplicaciones menos rentables
de estos subproductos y desechos. Es necesario, entonces,
logar la valorizacion de dichos descartes y subproductos,
contribuyendo a generar industrias pesqueras mas sosteni-
bles (Korkmaz y Tokur 2022). En este sentido las visceras
de pescado son una fuente valiosa de enzimas digestivas,
especialmente de proteasas, tales como pepsina y tripsina.
Las proteasas constituyen el grupo de enzimas mas utili-
zadas en los bioprocesos industriales, representan alrede-
dor del 40% al 65% del total de preparados comerciales
de enzimas (Friedman y Contreras 2021). La pepsina y la
tripsina son ampliamente usadas en la produccion de deter-
gentes, la fabricacion de alimentos, la industria farmacéuti-
cay la produccién de cuero (Zhao et al. 2011). Las prepara-
ciones comerciales utilizan enzimas de origen microbiano,
porcino o bovino. Sin embargo, en las tltimas décadas se
han aislado pepsinas y tripsinas provenientes de distintos
organismos acuaticos con el fin de caracterizarlas y estu-
diar su aplicacion. Estas proteasas presentan caracteristicas
diferenciales respecto a las de las fuentes tradicionales, por
lo que resultan atractivas para la industria (Zhao et al. 2011,
Poonsin et al. 2019, Kuepethkaew et al. 2022)respectively.
Based on SDS-PAGE analysis, using proteomics analysis
and Isoform-sequencing (Iso-Seq.

La pepsina es una proteasa acidica (maxima actividad
catalitica a pH bajo). Se sintetiza en la membrana gastrica del
estdbmago bajo una forma inactiva, el pepsindgeno, estable en
medios neutros y ligeramente alcalinos. Se activa a pepsina

al ser expuesto al acido clorhidrico presente en el jugo
gastrico (pH 1,5 - 2,0). La tripsina es una serino proteasas
y su mayor actividad enzimatica la presenta en un rango
alcalino, entre pH 8,0 y 10,0. En los peces con estomago
e intestino proximal, la tripsina es producida en su forma
inactiva (tripsindgeno) por el ciego pilorico, diverticulo
embriologica y fisiologicamente equivalente al pancreas de
los mamiferos (Baldisserotto et al. 2014). Su activacion es
catalizada por la enteropeptidasa en el intestino. A la vez, la
tripsina ya cataliticamente activa es capaz de activar a otras
moléculas de tripsindgeno (Torrissen y Male 2000).

El pact (Piaractus mesopotamicus) es un pez endé-
mico de la cuenca del rio Paraguay-Parana que, debido a
su elevada tasa de crecimiento, habito de alimentacion om-
nivoro, rusticidad y buena calidad muscular se lo produce
masivamente en sistemas acuicolas intensivos. En efecto,
constituye una de las especies mas cultivadas en América
del Sur y su produccién se ha extendido a paises asiati-
cos como China, Tailandia y Vietnam. Argentina, Brasil
y Paraguay son los principales paises productores, alcan-
zando una produccion total de 17.282 toneladas en 2017
(Montenegro et al. 2022). Se lo comercializa principalmen-
te en forma de filete lo que implica que, una gran fraccion
(30 - 80%) del peso del pescado resulte desechado. En este
sentido, las visceras del pacti pueden revalorizarse como
fuente de enzimas fuente de enzimas proteoliticas (pepsina
y tripsina), contribuyendo a la disminucion de los proble-
mas ambientales asociados a su descarte e incrementando
el retorno econdmico de las industrias procesadoras de
pact. Con el propdsito de darle un valor agregado a es-
tas enzimas digestivas, es necesario conocer previamente
sus propiedades funcionales. Es por ello que, el objetivo de
este trabajo fue obtener extractos con actividad pepsina y
tripsina de los desechos del procesamiento de pact obteni-
do por acuicultura, caracterizarlos y medir sus capacidades
hidroliticas sobre sustratos especificos a fin de evaluar su
potencial uso industrial.

MATERIALES Y METODOS

Muestras. Las visceras de pacu fueron provistas por
la empresa Puerto Las Palmas S.A. (Pacu Teko ® -: PLP
GROUP). Las mismas fueron colectadas en bolsas de plas-
tico selladas y mantenidas a -20°C hasta su utilizacion.

Obtencion de extractos enzimaticos

Extracto con actividad tripsina (ET). El extracto
con actividad tripsina se obtuvo segun el procedimiento
descripto por Fuchise et al. (2011). Se disgrego6 el tejido de
ciegos piloricos utilizando buffer Tris-HCI 50 mM, NaCl
0,5 mM, CaCl, 20 mM, pH 7,8 en una relacion 1:5 (g tejido
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ml' de buffer). La solucion se sonicd por 15 min, se cen-
trifugd por 10 min a 10.000 g y se recogio el sobrenadante
al que se denomind extracto con actividad tripsina (ET). El
procedimiento se llevo a cabo a 4°C. El ET se conservo a
conservo a -20°C hasta su utilizacion, por un periodo maxi-
mo de 3 meses.

Extracto con actividad pepsina (EP). El extracto
con actividad pepsina se obtuvo seglin el procedimiento
descripto por Acevedo Gomez et al. (2018). El tejido de la
mucosa gastrica se disgreg6 utilizando buffer glicina-HCI
0,1 M pH 2 en una relacion 1:5 (g tejido ml™!' de buffer). La
solucion se sonicod por 15 min, se centrifugd por 10 min a
10.000 g, se recogi6 el sobrenadante al que se denomind
extracto con actividad pepsina (EP). El procedimiento se
llevé a cabo a 4°C. El EP se conservo a -20°C hasta su uti-
lizacion, por un periodo maximo de 3 meses.

Cuantificacion de proteinas totales. La concentra-
cion de proteinas totales de los extractos enzimaticos se
determiné empleando el método descripto por Bradford
(1976), empleando albtimina bovina como estandar.

Actividad Enzimatica del ET. Se evalu6 en medio
alcalino sobre dos sustratos diferentes:

Actividad sobre sustrato especifico Na-benzoil-DL-
arginina-P-nitroanilida (BApNA). Se empled el método
cinético descripto por Ageirsson et al. (1989) empleando
una solucion de BApNA (al 1% (P/V) en buffer 0,1M Tris-
HCI (pH 8,0), la reaccion se realiz6 a 30°C por 6 min. Una
unidad de actividad enzimatica se definié como cantidad de
proteina que genera un aumento de la absorbancia a 410 nm
en un valor igual a 1 por minuto.

Actividad sobre azocaseina. Se siguio la metodolo-
gia descripta por Wang y Huang (2002) empelando una so-
lucién de azocaseina (5 mg ml' en buffer fosfato PBS, pH
7,2), la reaccion se llevo a cabo a 37°C durante 90 min. La
actividad proteolitica se expreso como el cambio de absor-
bancia a 450 nm producido por 45 pL de muestra, respecto
a los blancos de reaccion (sin ET) en las condiciones de
ensayo. Los resultados se expresaron en actividad relati-
va porcentual respecto al maximo de actividad del ensayo,
considerado como 100%.

Actividad enzimatica del EP. La actividad proteoli-
tica de los extractos acidos se determiné de acuerdo con la
metodologia descripta por Acevedo Gomez et al. (2018),
utilizando como sustrato hemoglobina acida e incubando
con el extracto a 37°C por 30 min. Una unidad de activi-
dad enzimatica se definié como la cantidad de proteina que
genera un aumento de la absorbancia a 280 nm en un valor
igual a 1, durante una incubacion de 30 min en las condi-
ciones del ensayo.

Efecto del pH y la temperatura sobre la actividad
enzimatica. El efecto del pH sobre la actividad enzimatica
de ET y EP se estudiaron en los rangos de 1,0 a 8,0 y de
1,0 a 10,0, respectivamente, segun los métodos descriptos
anteriormente (Actividad sobre sustrato especifico Na-

benzoil-DL-arginina-P-nitroanilida (BApNA) y Actividad
enzimatica del EP). Evaluando para ET los pHs 1,0, 3,6,
5,0, 7,0, 8,0, 9,0 y 10,0; mientras que para EP se estudiaron
los pHs 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0 y 8,0, atendiendo al
rango de actividad de las enzimas de interés en los extractos.
Los buffers utilizados fueron: HCI-KC1 0,1 M (pH 1,0),
glicina-HC1 0,1 M (pH 2,0-3,0), acetato 0,1 M (pH 5,0), Tris-
HCI1 20 mM (pH 7,0-9,0), glicina-NaOH 0,1 M (pH 11,0).
El efecto de la temperatura sobre la actividad de los
extractos se evaluo en el rango de 0 a 80°C. Evaluando para
ET las temperaturas 0, 10, 25, 37, 45, 60 y 75°C; mientras
que para EP se estudiaron las temperaturas 0, 11, 25, 37, 45,
60 y 80°C. Las muestras y los sustratos se pre-incubaron
durante 5 min a la temperatura definida antes de cada reac-
cion. Los resultados se expresaron en actividad porcentual
respecto al maximo de actividad considerado como 100%.

Estabilidad en funciéon de pH y la temperatura.
La estabilidad frente al pH se estudio siguiendo la meto-
dologia descripta por Acevedo Gomez (2019a). Para ello
se incubaron los extractos a temperatura ambiente durante
120 min con los buffers a diferentes pHs en proporcion 1:1
(muestra:buffer). El intervalo de pH y el sistema de buffers
utilizados se corresponden con los evaluados previamente.
La actividad proteolitica residual de cada muestra se deter-
mino inmediatamente después de la incubacion y luego de
que las muestras fueran llevadas previamente al pH apro-
piado para cada extracto. Se calcul6 la actividad enzimatica
comparandola con una muestra control (100% de activi-
dad) pre-incubada con buffers Tris-HCI 50 mM, NaCl 0,5
mM, CaCl, 20 mM, pH 7,8 y glicina-HCI1 0,1 M pH 2 para
ET y EP, respectivamente.

El efecto de la temperatura sobre la estabilidad de los
extractos se evaluo incubandolos a diferentes temperaturas,
0,4,20,37,45, 60y 80°C por 120 min y luego se determind
la actividad proteolitica residual de las muestras respecto a
una muestra control sin pre-incubar (100% de actividad).
Para este estudio particular, la actividad del extracto con
actividad tripsina (ET) se evalu6 utilizando como sustrato
azocaseina, debido a una limitacién metodologica en el es-
pectrofotdometro empleado.

Efecto del NaCl. La influencia del NaCl sobre la ac-
tividad enzimatica de las muestras se determindé mediante
la técnica descripta por Klomklao et al. (2008) con mini-
mas modificaciones. Se adicion6 NaCl a las muestras hasta
obtener concentraciones finales de 5, 10, 15, 20, 25 y 30%
(P/V) y luego se pre-incubaron a temperatura ambiente por
2 h. Los resultados se expresaron en actividad porcentual
respecto a los controles, sin adicion de NaCl (100%).

Efecto de iones e inhibidores. Las muestras (200 pL)
se pre-incubaron con los inhibidores SDS, PMSF, EDTA,
SBTI pepstatina A y los activadores MgCl, o CaCl, (200
pL) durante 30 min a temperatura ambiente, posteriormen-
te se determind la actividad proteolitica de las mismas.
Las concentraciones ensayadas fueron: SDS 0,1 y 0,005%
(P/V); PMSF 1 mM; EDTA 2 mM; SBTI 0,05 mM; pepsta-
tina A 10 pM; MgCl, o CaCl, 1 y 5 mM. Los resultados se
expresaron en actividad porcentual respecto a los controles,
sin adicion de inhibidores o activadores (100%).
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Potenciales aplicaciones industriales

Recuperacion de placas radiograficas. Se deter-
mino la capacidad de extractos con actividad tripsina para
hidrolizar la capa de gelatina impregnada en plata que re-
cubre las placas radiograficas siguiendo la metodologia
descripta por Acevedo Gomez et al. (2022), con algunas
modificaciones. Se prepararon extractos con agua destilada
(ETaq-Ml), solucion fisiologica (ET, -M2) y buffer Tris-
HC150 mM, NaCl 0,5 mM, CaCl, 20 mM, pH 7,8 (ET-M3)
de acuerdo con el apartado 2.3. Las placas radiograficas (1
x 1 cm) se sumergieron en 2 ml de los extractos (0,06 U)
y se agitaron manualmente durante 2 s cada 5 min hasta
que la capa de gelatina de plata se elimino por completo.
El ensayo se realizd a temperatura ambiente (20°C) y la
liberacion de plata desde la placa al medio se siguid por
medicion de la turbidez (620 nm) de alicuotas tomadas a di-
ferentes tiempos del medio liquido que bafia las placas. Los
resultados se expresaron como el incremento porcentual de
la turbidez de cada medio respecto a su valor inicial. Se
realizaron blancos y controles en iguales condiciones para
descontar la influencia de los medios.

Hidrdlisis de inmunoglobulinas. Se ensay¢ la capa-
cidad del EP para clivar IgG equina. Para ello, las IgG se
purificaron de suero entero mediante cromatografia de afi-
nidad. Posteriormente se las mezcld en proporcion 1:1 con
el extracto (136, 7 U mg™) e incubo a 37°C. A los tiempos
1, 3, 12 y 24 h se tomaron alicuotas que se neutralizaron
con buffer tris-HC1 1M pH 9 y congelaron hasta su poste-
rior analisis. Se realizaron controles en iguales condiciones
incubados por 24 h reemplazando el EP por PBS - control
negativo- y por una solucion de pepsina porcina (5 mg ml!
en buffer glicina-HCI 0,1M pH 2— Sigma Aldrich ®, >250
U mg™') - control positivo-. Las muestras se sometieron a
un analisis por SDS-PAGE en condiciones no reductoras
segin el método de Laemmli et al. (1970) y empleando
Coomassie Blue R-250 para la tincion.

Analisis estadistico. Todos los experimentos fueron
realizados por triplicado. La significancia de las diferencias
entre las medias fue evaluada mediante ANOVA siguiendo
el test de Tukey para comparaciones multiples entre gru-
pos. Los valores de p menores a 0,05 fueron considerados
significativos estadisticamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Extractos con actividad tripsina y pepsina. A partir
de los ciegos piloricos y la mucosa del estdmago de ejem-
plares de pacu de un promedio de 1,5 kg se obtuvieron los
extractos con actividad tripsina (ET) y pepsina (EP) cuyas
concentraciones proteicas y actividades proteolitica media
resultaron 3,79 £ 0, 31 mg ml' y 0,78 = 0,06 U/mg"'; 0,05
+ 0,01 mg ml'y 10,59 + 0,30 U mg"!' empleando los subs-
tratos BApNa y hemoglobina acida, respectivamente. Para
ET se utiliz6 un minimo de tres ciegos piloricos (masa pro-
medio 2,90 g) resultando un volumen promedio de 4,67 ml
ET/ciego pildrico; mientras que para el EP se empled un
minimo de tres estomagos (masa promedio 0,26 g mucosa/
estomago) resultando un volumen promedio de 18,73 ml
EP/estomago.

Previamente, se ha reportado que los extractos
con actividad pepsina de los peces de agua dulce sabalo
(Prochilodus lineatus), surubi (Pesudoplatistoma sp.), pez
disco (Symphysodon aequifasciata), carpa india mayor
(Labeo rohita) exhibieron actividades 43,4; 205; 0,64 y
2,9 U mg"! frente al sustrato hemoglobina acida (Acevedo
Gomez et al. 2018:2019b, Chong et al. 2002, Mohanty et
al. 2020). En este trabajo, los resultados obtenidos para el
EP de pacu evidenciaron un valor intermedio entre los in-
formados por la literatura. No se encontr6 una correlacion
entre tipo de alimentacion y actividad del tipo pepsina ex-
hibida por estos extractos dada la amplitud en el rango de
valores que se reportan para diferentes especies.

E1ET presento6 una actividad similar a la de los extractos
crudos de los peces raya espinosa (Raja clavata) y pez disco
(S. aequifasciata) y superiores al del lenguado (Paralichthys
orbignyanus), cuyos valores reportados fueron 0,87; 0,79 y
0,51 U mg"! frente al sustrato BApNA (Chong et al. 2002,
Lassoued et al. 2015, Candiotto et al. 2017).

Efecto del pH y la temperatura sobre la actividad
enzimatica. Los extractos EP y ET exhiben actividad pro-
teolitica en rangos de pH claramente diferenciados con una
pérdida de la misma mas acentuada para el primero, tal
como se muestra en la Figura 1 (A).

En general las proteasas digestivas acidas de organis-
mos acuaticos son activas a pH acido, presentan sus opti-
mos en el rango de 2,0 a 3,5 y cuando el medio se desvia de
estos valores la actividad disminuye (Zhao et al. 2011). El
rango de pHs con actividad enzimatica del EP de pact (pHs
1,0 a 3,5) resultd similar a lo reportado para los extractos de
surubi, lenguado y jaurel amarillo (Candiotto et al. 2017;
Acevedo Gomez et al. 2022; Silva et al. 2022a). Ademas,
el pH optimo de actividad (pH 2) coincide con los valo-
res reportados para extractos similares de los peces sabalo,
surubi, lenguado y cojintia amarilla (Carangoides bartho-
lomaei) (Acevedo Gomez et al. 2018:2019b, Candiotto et
al. 2017, Silva et al. 2022b). La determinacion del pH 6p-
timo de una enzima es esencial ya que constituye un indi-
cador para su potencial aplicacion en diferentes procesos
(Mohanty et al. 2020). Estos resultados indican que tanto el
EP, como las pepsinas de pactl, podrian ser utilizadas para
la hidrolisis de proteinas alimentarias. El medio acido que
requieren para su funcionalidad seria una ventaja adicional
ya que contribuiria a minimizar la posible contaminacion,
impidiendo el 6ptimo crecimiento de un gran niimero de
bacterias (Kuepethkaew et al. 2022).

Por otro lado, las proteasas digestivas alcalinas de pe-
ces son activas a valores de pH neutro o ligeramente alcali-
no. Para diversos sustratos sus 6ptimos se sitlian en el rango
de pH 7,5 - 11,0, mientras que en medios acidos se tornan
inestables perdiendo actividad debido a su desnaturaliza-
cion (Bougatef 2013). La actividad proteolitica del ET de
pacu se mantuvo en un rango entre 5,5 y 10,0, similar a lo
reportado para la raya espinosa (Raja clavata), ¢l pez gato
(Pangasianodon gigas) y la carpa mayor india (Vannabun et
al. 2014, Lassoued et al. 2015, Younes et al. 2015). Presento
una actividad catalitica maxima a pH 7, valor inferior a lo
reportado para los extractos con actividad tripsina de los pe-
ces lenguado, cuchumite (Centropomus parallelus) y carpa
mayor india de 9,5; 8,0 y 10,0, respectivamente (Candiotto
et al. 2017, Jests-Ramirez et al. 2017, Mohanty et al. 2020).
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El efecto de la temperatura sobre la actividad enzima-
tica de los extractos se puede observar en la Figura 1 (B).

Los 6ptimos de actividad para los extractos EP y ET
coinciden en 45°C. A temperaturas inferiores, la capaci-
dad proteolitica de ambos extractos disminuye siguiendo
un mismo patréon de comportamiento. EP y ET retienen un
60% de la actividad maxima a 10°C y s6lo un 20% a 0°C.
Por encima de los 45°C, la actividad de EP disminuye rapi-
damente, inactivandose a los 60°C, mientras que esta pér-
dida es menos acentuada en ET, conservando el 60% de la
actividad maxima a los 80°C. Los resultados obtenidos en
este estudio son similares a los reportados para los extrac-
tos con actividad pepsina y tripsina obtenidos de los peces
gato, carpa india mayor y cuchumite (Vannabun et al. 2014,
Jesus-Ramirez et al. 2017, Mohanty et al. 2020) .

Al comparar los 6ptimos de actividad de los extractos
de pacu (45°C para ambos extractos) con los de las enzimas
comerciales de pepsina y tripsina de origen porcino (60°C),
se puede observar que la disponibilidad de fuentes de en-
zimas proteoliticas que operen a temperaturas moderadas
resultaria atractiva para la industria. El uso de pepsinas y
tripsinas aisladas de peces tendria un impacto positivo en
la disminucion de los costos de servicio auxiliar de los pro-
cesos que utilizan estas enzimas.

Efecto del pH y la temperatura sobre la estabi-
lidad enzimatica. Los extractos con actividad pepsina y
tripsina mostraron ser estables en rangos acotados de pH
(Figura 1 C).

EP conservé actividades iguales o superiores al 60%
de su actividad inicial en el rango de pH de 1,0 a 3,5, su
capacidad proteolitica decae rapidamente a pHs mayores a
3,0 y se inactiva a pH 4,0. El comportamiento de EP frente
al pH es similar al reportado por Bougatef et al. (2008) para
la pepsina del tiburén Smooth hound.
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Por lo general, las proteasas acidas de peces no son
estables a pHs diferentes a su 6ptimo (Silva et al. 2022a).
Sin embargo, existen varios estudios de extractos de pro-
teasas acidas de peces que muestran que estas enzimas
conservan elevada capacidad proteolitica hasta pH neutros
o parcialmente alcalinos (Vannabun et al. 2014, Acevedo
Gomez et al. 2018:2022).

Por otra parte, ET fue estable en los intervalos de pH
7,5 - 10,5, conservando actividades iguales o superiores al
60% de su capacidad proteolitica inicial. Su actividad de-
crece a pH mayores a 10,0 e inferiores a 8,0 siendo mas
acentuado este tltimo. Este mismo comportamiento se ob-
servé para los extractos con actividad tripsina de los peces
escorpion rojo, pez gato, el jaurel amarillo y la raya espinosa
al incubarse a diferentes pHs por 2h (Vannabun et al. 2014,
Lassoued et al. 2015, Younes et al. 2015, Silva et al. 2022a).

Segun Mohanty et al. (2020), las variaciones en las
propiedagdes moleculares de las enzimas, incluyendo la es-
tabilidad estructural, son los factores determinantes de las
diferencias que se observan en la estabilidad frente al pH de
las proteasas en las diferentes especies.

La estabilidad de los extractos en funcion de la tem-
peratura se muestra en la Figura 1 (D). EP preservo mas del
90% de su capacidad proteolitica inicial en el intervalo de
0 a 37°C, a temperaturas superiores la actividad residual
decae marcadamente inactivandose a 60°C. El comporta-
miento de ET fue similar al de EP hasta los 37°C, a tempe-
raturas superiores, sin embargo, la pérdida de actividad que
experimenta es menos pronunciada. ET conserva el 89% de
su capacidad proteolitica inicial a 60°C, mientras que luego
de ser incubado por 2 h a 75°C pierde completamente su
actividad proteolitica.

Los extractos con actividad pepsina y tripsina de pact
evidenciaron ser estables a temperaturas similares a las re-
portadas para los extractos de los peces lenguado, sabalo
y pez gato (Acevedo Gomez et al. 2018, Candiotto et al.
2017, Vannabun et al. 2014).
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Figura 1. Efectos del pH (A) y la temperatura (B) en la actividad proteolitica de los extractos con actividad pepsina -
EP- () y tripsina -ET- (©) de pact (Piaractus mesopotamicus). Efecto del pH (C) y la temperatura (D) en la estabilidad
enzimatica de los extractos EP (@) y ET (o) luego de ser incubados durante 120 min en las condiciones seleccionadas. Los
resultados se presentan como la media = SD (n = 3, * p<0,05: EP, 1p<0,05: ET).
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Efecto del NaCl en la actividad enzimatica. En este
trabajo al evaluar la actividad de los extractos EP y ET en
un rango de 0 - 30% NacCl se observo un decaimiento de la
actividad conforme se incrementa la concentracion de la
sal (Figura 2).

EP demostr6 ser mas sensible que ET a la presencia
de NaCl, registrando una disminucion de su actividad pro-
teolitica en un rango del 35 al 60% de su actividad inicial
después de ser incubado con concentraciones de NaCl en-
tre 15 y 30%. Este comportamiento es consistente con la
disminucién de la actividad proteolitica reportada para los
extractos de los peces cojinta amarilla, sabalo, carpa india
mayor y jaurel amarillo expuestos a concentraciones cre-
cientes de NaCl (Acevedo Gomez et al. 2018, Mohanty et
al. 2020, Silva et al. 2022a, Silva et al. 2022b).

En contraste, ET preservé entre el 90 y el 61% de su
actividad proteolitica inicial al pre-incubarse 2 h con el
mismo rango de concentracion de NaCl. Resultados si-
milares fueron reportados para los extractos alcalinos de
los peces sardina real (Sardinops melanostictus) y pez gato
(Klomklao et al. 2008, Vannabun et al. 2014).

Khaled et al. (2011) han sugerido que la disminucion
en la actividad proteolitica de las proteasas de peces frente
al NaCl se debe al efecto de salting-out. Es posible que al
incrementar la fuerza ionica del medio el NaCl compita con
la enzima en la union del agua, generando una interaccion
proteina-proteina mas fuerte que conduce a su precipitacion.

El interés industrial en estudiar el efecto de elevadas
concentraciones de NaCl sobre la actividad de las enzimas
proteoliticas radica en evaluar la factibilidad de emplearlas
como aditivos para acelerar la fermentacion en productos
con alto contenido de sales, por ejemplo, en la salsa de pes-
cado (20-25% de NaCl) (Vannabun et al. 2014). Asi, los
resultados aqui obtenidos demuestran que ET tendria mas
potencial que EP para ser utilizado en estos procesos.
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80
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Figura 2. Efectos del NaCl en la actividad proteolitica
de los extractos con actividad pepsina - EP- (@) y tripsina
-ET- (o) de pacu (Piaractus mesopotamicus) luego de ser
incubados durante 2 h en las condiciones seleccionadas uti-
lizando hemoglobina acida y BApNA como sustratos, res-
pectivamente. Los resultados se presentan como la media +
SD (n =3, * p<0,05: EP, 1p<0,05: ET).

Efecto de iones e inhibidores. En general, la pre-
sencia de los cationes divalentes Cay Mg incrementa
la capacidad proteolitica de las proteasas digestivas, tanto
alcalinas como acidicas (Zhao et al. 2011, Bougatef 2013,
Lassoued et al. 2015, Younes et al. 2015). No obstante, en

el presente trabajo se observo una disminucion significa-
tiva en la actividad de EP y ET (aproximadamente 10%),
luego de ser pre-incubadas por 30 min con 5 mM de Ca*
y Mg** (Tabla 1). Un efecto similar se ha reportado para
el extracto con actividad pepsina del pez cojinta amarilla
que redujo el 16 y 18% de su capacidad proteolitica al ser
incubado con 10 mM Ca™?y Mg", respectivamente (Silva
et al. 2022b). Si bien el mecanismo por el cual la actividad
de las proteasas digestivas disminuye en presencia de algu-
nos iones metalicos no se ha dilucidado completamente, se
estima que influyen en la interaccion de la enzima con el
sustrato en el sitio activo (Silva et al. 2022a).

Los extractos de visceras de peces pueden contener
una gran diversidad de proteasas por lo que el uso de inhi-
bidores especificos sobre estos proporciona datos valiosos
sobre la naturaleza de las enzimas que se encuentran ac-
tuando en ellos.

La pepstatina A es un pentapéptido que inhibe especi-
ficamente las proteinasas asparticas al unirse de forma no
covalente con la hendidura del sitio activo de estas enzi-
mas, bloqueando la accesibilidad del sustrato a esta region
(Nalinanon et al. 2010). Este inhibidor no tuvo efecto en
la actividad proteolitica del ET, en cambio practicamente
inhibio la actividad del EP (1,02% de actividad residual),
Tabla 1. Este resultado confirma la presencia de proteasas
acidicas tipo pepsina en el EP de pact y es coincidente con
lo reportado para extractos gastricos acidos de diferentes
especies de peces, asi como para las pepsinas aisladas de
esta fuente (Nalinanon et al. 2010, Candiotto et al. 2017,
Acevedo Gomez et al. 2018, Kuepethkaew et al. 2022,
Silva et al. 2022b).

El SBTI y el PMSF son inhibidores especificos de
tripsinas y serino proteasas, respectivamente. Luego de in-
cubar los extractos enzimaticos con estas moléculas se ob-
servo un efecto marcado en la disminucion de la actividad
del ET, no asi en la del EP (Tabla 1). En efecto, la actividad
proteolitica del ET fue inhibida completamente por SBTI
y disminuyé aproximadamente un 34% en presencia del
PMSF. Estos resultados confirman la presencia de protea-
sas alcalinas tipo tripsina en el ET de pacu. Lassoued et al.
(2015) y Nasri et al. (2015) reportaron inhibiciones simila-
res para los extractos alcalinos de raya espinosa, y el serra-
no (Serranus scriba). En consonancia, las tripsinas purifi-
cadas de los peces dorado comun (Coryphaena hippurus)
y lisa comtn (Mugil spp) mostraron inhibiciones cercanas
al 100% al ser expuestas a SBTI y PMSF (Pavlisko et al.
1999, Cardoso et al. 2020).

El EDTA es un agente quelante de iones metalicos,
por lo que se lo emplea como inhibidor de metaloproteasas.
En este trabajo, la actividad del EP se vio reducida parcial-
mente por este inhibidor, en cambio, su efecto sobre EP
generod una reduccion del 50% de su capacidad proteolitica
(Tabla 1).

Resultados similares fueron publicados por Chong
et al. (2002) quienes caracterizaron los extractos de pro-
teasas alcalinas y acidicas del pez disco y encontraron que
en presencia de EDTA su actividad proteolitica se inhibia
aproximadamente un 50% y 5%, respectivamente. En con-
sonancia, los extractos alcalinos de proteasas de los peces

El SDS (dodecilsulfato de sodio) es un surfactante i6-
nico ampliamente utilizado para la produccion de agentes
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limpiadores y en multiples aplicaciones biotecnologicas.
En este trabajo se determino la influencia del SDS a 0,05-
0,10% (P/V) en la actividad enzimatica de los extractos de
pacu (Tabla 1).

EP disminuy6 un 6% su actividad enzimatica luego
de ser incubado con SDS 0,005% y fue completamente in-
hibido con SDS 0,1% (P/V). Resultados similares fueron
reportados para extractos gastricos de atin de diferentes
especies con SDS 0,1%, (Nalinanon et al. 2008). La reduc-
cion de la actividad de las enzimas en presencia del SDS
podria deberse a la alteracion de sus estructuras debido a la
interaccion con este surfactante.

Por otra parte, el SDS en las concentraciones ensa-
yadas ocasion6 una disminucién maxima de un 5% de la
actividad enzimatica inicial del ET. Estos resultados con-
cuerdan con los reportados para diversos extractos alcali-
nos con actividad tripsina de peces que han demostrado una
resistencia similar a la presencia de este detergente idnico.
En efecto, los extractos con actividad tripsina de los peces
escorpion rojo y atun blanco mantuvieron el 73 y 99% de
su actividad inicial luego de ser pre-incubados con SDS
0,1% (Younes et al. 2015, Poonsin et al. 2019).

La estabilidad que muestran las proteasas alcalinas
recuperadas de los desechos de pescado frente a agentes
tensioactivos es lo que las convierte en potenciales aditivos
para detergentes comerciales. En este sentido la economia
en la produccion/obtencion de estas enzimas, asociadas al
procesamiento y reutilizacion de los residuos de procesa-
miento de pescado, haria que estos productos sean de bajo
costo para la industria (Bougatef 2013).

Potenciales aplicaciones industriales

Recuperacion de placas radiograficas. El stripping
enzimatico emplea proteasas para reciclar placas radiogra-
ficas usadas mediante la hidrolisis de la capa de gelatina
que las recubre, recuperando asi las placas de polietilengli-
col (PET) y la plata en solucion (Nakiboglu et al. 2001).
En este estudio, se evaluo la capacidad de los extractos de
los ciegos pildricos de pact preparados con agua potable
(ETaq-Ml), solucion fisiologica (ET, -M2) y buffer Tris-
HC150 mM, NaCl 0,5 mM, CaCl, 20 mM, pH 7,8 (ET-M3)
para hidrolizar el recubrimiento de placas radiograficas
desechadas. Todos los extractos fueron capaces de degra-
dar la capa de gelatina, siendo mas eficiente el preparado
con agua potable (Figura 3 A). El ET, logrdé remover com-
pletamente la capa de gelatina en 10 min, mientras que ET_
y ET requirieron 3 y 10 veces mas de tiempo para lograrlo
(29 min y 104 min, respectivamente). Se constatd también,
que los medios en los que se prepararon los extractos no
fueron capaces per se de remover la capa de gelatina que
recubre las placas de PET (Figura 3 B).

Son escasos los estudios reportados de stripping en-
zimatico para el reciclado de placas radiograficas con pro-
teasas alcalinas de peces. Geethanjali (2016) reporto el uso
del extracto de proteasas alcalinas del pez rhou (Labeo ro-
hita) a pH 8 y 40°C para recuperar placas de 2 x 2 c¢cm, sin
embargo, sin reportar el tiempo requerido para la hidrolisis
completa.

Estos resultados son alentadores para el desarrollo de
biorrefinerias combinadas de residuos, empleando proce-
sos simples y de bajo costo.

Tabla 1. Efecto de iones e inhibidores en la actividad proteolitica de los extractos con actividad pepsina (EP) y tripsina
(ET) de pacu (Piaractus mesopotamicus) utilizando hemoglobina adcida y BApNA como sustratos, respectivamente.

Actividad relativa (%)!

Iones Inhibidores? Concentracion Extracto con actividad pepsina  Extracto con actividad tripsina
Control 100 100
lones
Ca2 1 mM 92,58 + 1,68 96,8 5,92
SmM 92,91 + 3,55 95,9 +5,48
M2 1 mM 90,77 + 6,09 86,4 +1,77
g 5 mM 88,21+ 5,01 91,4 +3,53
Inhibidores
Pepstatina A 10 uM 1,02 +0,10 100 + 0,35
PMSF 1 mM 100 £+ 5,90 66,1 £4,99
SBTI 0,05 Mm 100,89 + 1,96 ND
EDTA 2 mM 93,92 + 5,56 50,2 + 3,77
SDS 0,10% (P/V) ND 95,0 +£2,97
0,005% (P/V) 93,67 +£0,47 97,6 £1,77

"Los resultados se presentan como la media £ SD (n = 3).

2 PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo. SBTI: inhibidor de la tripsina de soja. EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

SDS: dodecilsulfato de sodio ND: no detectable.

Hidrdlisis de inmunoglobulinas. La pepsina porcina
es utilizada a escala industrial para la obtencion de produc-
tos terapéuticos basados en anticuerpos dada su capacidad
de escindir las inmunoglobulinas tipo G (IgG) generando

fragmentos F(ab’), que retienen la capacidad de reconoci-
miento del antigeno (Kittipongwarakarn et al. 2011)pepsin
was highly effective at digesting all unwanted serum com-
ponents to low molecular weight (<13 kDa.
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Figura 3. Remocion de la pelicula de gelatina que recu-
bre las placas rayos X por el extracto con actividad tripsi-
na (ET) preparado con diferentes medios. A) Cinética de
la hidrélisis de la capa de gelatina seguida de medidas de
turbidez a 620 nm. Siendo M1 (e): extracto con actividad
tripsina preparado con agua potable -ET, -; M2(#): extracto
con actividad tripsina preparado con solucion fisiologica
-ET, -; M3 (m):extracto con actividad tripsina preparado
con Tris-HCI 50 mM, NaCl 0,5 mM, CaCI2 20 mM, pH
7,8; B1 (%): blanco de ensayo de agua; B2 (I): blanco de
ensayo de solucion fisiologica - NaCl 0,9 % (P/V) -; B3 (x):
potable blanco de ensayo de Tris-HCl 50 mM, NaCl 0,5
mM, CaCl, 20 mM, pH 7,8. B) Placas de rayos X antes y
después del tratamiento de hidrolisis enzimatica.

Hasta el momento no existen estudios que hayan re-
portado el uso de extractos gastricos de peces con actividad
pepsina o de pepsinas aisladas de estos organismos para
este fin. En este estudio, se puedo constatar mediante SDS-
PAGE la capacidad del EP para obtener estos fragmentos a
partir de un pool de IgG equinas (Figura 4).

En la electroforesis (linea 1) se muestra que, en el
control negativo (pool de IgG incubado por 24 h con PBS)
no se produjeron cambios observandose la banda corres-
pondiente a la IgG (150 KDa). Por el contrario, en el con-
trol positivo (linea 2), constituido por IgG incubada por 24
h con pepsina porcina, se puede observar un patron de ban-
das que indican que la enzima clivo las IgG produciendo
un fragmento F(ab’), estable de 100 kDa y fragmentos con
pesos moleculares inferiores a 50 kDa. Esto es coincidente
con lo reportado por Morais y Massaldi (2005) al digerir
IgG purificada de suero equino con pepsina porcina (1 g
L'-600Umg')apH3y37°C por 24 h.

Respecto a la capacidad de EP para la generacion de
fragmentos F(ab”),, se determino su eficacia a distintos pe-
riodos de incubacion. En la electroforesis (lineas 3 a 6) se
observa, para los distintos tiempos, la disminucion en la
intensidad de la banda correspondiente a la IgG (150 KDa),
la aparicion de bandas compatibles con F(ab”), (100 kDa)
y con fragmentos de tamafo variable provenientes de la
region Fc (< 50 kDa). Luego de 3h de reaccion las IgG
se degradan completamente y la intensidad de las ban-
das compatibles con los fragmentos F(ab’), es maxima. A
mayores periodos de incubacion la intensidad de los frag-
mentos F(ab’), disminuye, como consecuencia de la accion
proteolitica del EP que genera un aumento en la intensidad
de las bandas de menor peso molecular. De acuerdo a los
perfiles electroforéticos, el 6ptimo para la obtencion de los
fragmentos F(ab”), en las condiciones ensayadas es 3 h.

Si bien el clivado con pepsina se debe optimizar para
cada tipo de anticuerpo, estos resultados preliminares son
alentadores para una nueva aplicacion de estas enzimas de
peces.
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Figura 4. Digestion de inmunoglobulinas G (IgG) por
accion del extracto con actividad pepsina (EP) de pact
(Piaractus mesopotamicus) evaluado por SDS-PAGE en
condiciones no reductoras (gel separador 10%). Siendo
MPM: marcadores de peso molecular; linea 1: control ne-
gativo de IgG incubado con PBS 24 h; linea 2: control po-
sitivo de IgG degradado con pepsina porcina (0,5 mg ml! -
Sigma-Aldrich) 24 h a pH 2; linea 3: IgG incubadas con EP
durante 1 h a pH 2; linea 4: IgG incubadas con EP durante
3 h a pH 2; linea 5: IgG incubadas con EP durante 12 h a
pH 2; linea 6: I1gG incubadas con ET durante 24 h a pH 2.

CONCLUSIONES

En conclusion, este estudio muestra que los desechos
viscerales del pact contienen proteasas acidas y alcalinas
con actividad enzimatica que los vuelve aptos para un po-
tencial uso industrial. Su aprovechamiento para obtener
productos con alto valor agregado podria representar un
doble beneficio, econdémico y ambiental, contribuyendo a
resolver los problemas de polucion resultantes de su inade-
cuada disposicion final. Se constato que los extractos EP y
ET contienen enzimas del tipo pepsina y tripsina, respec-
tivamente. Estos poseen potencial aplicacion en procesos
en los que se desea la maxima actividad a temperatura mo-
derada y baja concentracion de NaCl, la recuperacion de
plata metalica y celuloide de placas radiograficas reveladas
y la obtencion de productos terapéuticos. Estos resultados
abren nuevas perspectivas para la economia circular de las
explotaciones acuicolas del pact.
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Resumen

En el presente trabajo se exponen los resultados obtenidos en el estudio comparativo del crecimiento y la
fertilidad de ratones Balb/C y CF-1 del Bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional del
Nordeste, al modificar las condiciones ambientales de cria y reproduccion de los animales previa y poste-
riormente al traslado del Centro a sus nuevas instalaciones. Las caracteristicas estudiadas en ambas cepas
fueron: numero de crias, peso segin sexo previo y posterior al destete, hasta la semana 15 de vida y tasa
de fertilidad. Los resultados obtenidos muestran que el traslado causo estrés en ambas cepas murinas, cuyo
efecto se manifestd en la disminucion de las tasas de crecimiento y fertilidad en estos animales experimenta-
les. Estos valores resultaron no significativos estadisticamente, lo que nos permite concluir que el enriqueci-
miento del habitat en las nuevas instalaciones ayudo a paliar de alguna manera el estrés de la mudanza. Este
es el primer estudio sistematico realizado a este efecto y sienta las bases de otros para el seguimiento de la
adaptacion y produccion en las nuevas instalaciones.

Palabras clave: Bioterio, Curvas de crecimiento, Tasa de fertilidad, Adaptacion, Estrés.

Preliminary study of some growth and fertility variables of
bioterium mice

Abstract. In the present work, the results obtained in the comparative study of the growth and fertility of
Balb/C and CF-1 mice from the Bioterium of the Faculty of Medicine of the National University of the
Northeast are exposed, by modifying the environmental conditions of breeding and reproduction of the
animals before and after the moving of the Center to its new facilities. The characteristics studied in both
strains were: breeding number, weight according to sex before and after weaning, until to the 15th week of
life, and fertility rate. The results obtained show that the moving caused stress in both murine strains, and
the effect was manifested in the decrease of growth and fertility rates observed in the animals. These values
were not statistically significant, which allows us to conclude that the enrichment of the habitat in the new
facilities helped to alleviate in some way the stress of the move. This is the first systematic study carried
out for this purpose and lays the foundations for others for monitoring the adaptation and production in the
new facilities.

Key words: Bioterium, Growth curve, Fertility rate, Adaptation, Stress.

INTRODUCCION

La experimentaciéon con animales de laboratorio
comprende un pilar fundamental en la investigacion den-
tro de las areas biomédicas, como una herramienta enfo-
cada al descubrimiento de nuevas técnicas para prevenir,
aliviar y curar enfermedades en el hombre y otras especies

Recibido: Marzo 2023. Aceptado: Mayo 2023.

animales, y desarrollar productos mas inocuos para la so-
ciedad (Navarro Hernandez et al. 2012).

Dentro de los animales de laboratorio, €l raton es el
mas utilizado en investigacion debido a su pequefio tama-
flo, vida relativamente corta y facil adaptacion al medio, y
el amplio conocimiento de su anatomia, fisiologia y gené-
tica (Ayala 2021).
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En la actualidad, los ratones utilizados con fines cien-
tificos provienen principalmente de bioterios, los cuales se
definen como recintos construidos y habilitados con los
requisitos técnicos y equipamiento suficiente para criar,
mantener y experimentar con animales, garantizar su bien-
estar y obtener datos validos y reproducibles (Maschi y
Rogers 2021).

Las nuevas instalaciones optimizadas del Bioterio de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional del
Nordeste (Bioterio Med-UNNE) fueron puestas en marcha
en mayo de 2022 (Figura 1). De acuerdo a lo organizado
previamente, unos dias mas tarde se trastaladaron los ani-
males en sus jaulas.

Las caracteristicas y el periodo de adaptacion a este
traslado y al nuevo ambiente dependen de la adaptabili-
dad de los organismos al medio, y de sus interacciones.
La adaptacion comprende dos conceptos: 1) resistencia,
la cual se relaciona con la tolerancia hacia ambientes ex-
tremos que tienen los organismos, tejidos o enzimas, y se
correlaciona con los limites naturales de las especies, y 2)
capacidad adaptativa, que permite la actividad normal en
una escala ambiental alterada, pero tolerable. Ambos fe-
némenos permiten la supervivencia y reproduccion en un
medio alterado y se pueden estimar mediante pruebas de
estrés (Saravia y Cruz 2003).

Entre las diferentes especies, ¢ incluso entre los di-
ferentes individuos de una especie, se presenta una consi-
derable variacion en su capacidad de ajuste al estrés am-
biental. Los animales bien adaptados se caracterizan por a)
pérdida minima de peso durante la exposicion a un estrés;
b) alto indice reproductor; ¢) gran resistencia a enfermeda-
des, y d) longevidad y bajo indice de mortalidad (Saravia
y Cruz 2003).

En el Bioterio Med-UNNE se mantienen actualmente
tres cepas murinas: ratones CF-1 y Balb/C y ratas Wistar.
La linea Balb/c es una de las mas conocidas y utilizadas en
el mundo. Comenzo6 a utilizarse como cepa consanguinea
en 1920, permitiendo resultados exactos y repetibles con
poca cantidad de animales (De la Guardia y Frias 1991).

En cuanto a la cepa CF-1 proviene de una poblacion de
ratones albinos no suizos obtenidos en 1935 en Estados Uni-
dos, endocriados durante 20 generaciones. En la generacion
21 fueron reducidos a una sola pareja de la que descienden
todos los animales CF-1 actuales (Chia et al. 2005).

El aumento de masa corporal de un animal ocurre en
una secuencia temporal: prenatal, posnatal hasta el destete,
destete hasta la pubertad y, pubertad hasta la madurez, don-
de cada fase presenta diferente velocidad o tasa de desarro-
llo. Datos provenientes de medidas longitudinales del peso
corporal pueden ser relacionados con la edad para describir
la curva de crecimiento (Posadas et al. 2011).

Las curvas de crecimiento en estos roedores muestran
patrones caracteristicos dependiente de la cepa, que pueden
ser utilizados en el control de situaciones de salud de los
animales, permitiendo reflejar el estado nutricional e iden-
tificar caracteristicas del crecimiento de los mismos (acele-
rado, normal o lento) (Cossio-Bolafios 2013).

La hembra del raton suele producir entre 10 a 12 crias
por parto, aunque si cuenta con las condiciones necesarias
tanto ambientales y de manejo podra llegar a tener hasta 20
crias por camada. Sin embargo, a mayor numero de crias,
menor peso y tamaflo de las mismas (Molina Paez 2020).

Adicionalmente, el bienestar y la supervivencia de los indi-
viduos se ven amenazados por cambios ambientales; para
restablecer la homeostasis y lograr adaptarse, se ponen en
marcha respuestas colectivas de estrés (Koscinczuk 2014).

A fin de optimizar la calidad y los resultados de las
investigaciones que se realizan en distintos centros del
NEA con las cepas criadas en el Bioterio de la Facultad de
Medicina-UNNE (Bioterio Med-UNNE), se hace necesa-
rio realizar un monitoreo sistematico de sus caracteristicas
fisiologicas, y llevar a cabo la trazabilidad de los factores
bidticos y abioticos (luz, temperatura, ruido, nutricion,
comportamiento, entre otros) que influyen en su reproduc-
cién y crecimiento.

De acuerdo a lo anterior, el objetivo de este estudio ha
sido evaluar el crecimiento y la tasa de fertilidad de las ce-
pas Balb/c y CF-1 pertenecientes al Bioterio Med-UNNE,
previa y posteriormente al traslado de los animales a las
nuevas instalaciones.

MATERIAL Y METODOS

Se realizd un estudio observacional descriptivo del
crecimiento de los ratones (Mus musculus) de las cepas
Balb/c y CF-1 del Bioterio Med-UNNE, en el periodo com-
prendido entre febrero y agosto del afio 2022, correspon-
diente a la mudanza de los nucleos fundacionales y repro-
ductivos desde la Sede Central a las nuevas instalaciones
optimizadas del Bioterio (Campus Sargento Cabral).

Para los procedimientos se contd con protocolos
de pesaje, sexado y control de los animales avalados por
Resolucion N° 0009/21 del CICUAL Med-UNNE.

Los ratones se ubicaron en la Sala de Tratamiento 1
del Bioterio Med-UNNE, a aproximadamente 23°C duran-
te todo el dia, en jaulas de plastico reforzado (de 43 x 33 x
14 cm), con tapa de acero inoxidable con comedero y sitio
para bebedero incorporados a la estructura de red, con cama
de viruta de pino esterilizada, con recambio 2 veces por se-
mana. Los animales fueron alimentados ad libitum, con ex-
trusado para rata-raton (ACA Nutricion Animal) cuyo valor
nutricional se expone en Tabla 1. Se les suministro el agua
de bebida en frascos esterilizados con reposicion cada 48 h.

Tabla 1: Valor nutricional del alimento utilizado para el
crecimiento de los animales del Bioterio de la Facultad de
Medicina-UNNE.

Parametro Porcentaje (%)
Humedad (Max) 12
Proteina bruta (Min) 23
Extracto etéreo (Min) 5
Fibra cruda (Max) 6
Minerales totales (Max) 10
Calcio (Min - Max) 1,0-1,4
Fosforo (Min - Max) 0,5-0,8
Cloro 0,3
Sodio 0,2
Potasio 0,7
Magnesio 0,2
Azufre 0,16
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Un tnico técnico capacitado en la manipulacion de
animales registro el peso vivo desde el nacimiento de las
crias (semana 0) hasta la semana 15 de desarrollo de los
animales. Este registro se realizé semanalmente durante el
horario matutino (7:00 am — 8:00 am) a través de una ba-
lanza de precision marca Redwag modelo WTC-600, con
aproximacion a la centésima de gramo.

De la semana 0 hasta la 5 inclusive, se tomo el pro-
medio de peso de las crias de cada madre. Luego del pesaje
en la semana 5 se realiz6 el destete y sexado, separando los
animales en estudio segun cepa, camada y sexo. La distri-
bucion se detalla en la Tabla 2.

Tabla 2: Distribucion de animales seglin cepa, camada y
sexo a partir de la semana 5 de la experiencia.

Cantidad de N° de
Cepa  N°total ratones/camada animales Jaula
4 2 (machos) Blm
2 (hembras) Blh
3 (machos) B2m
Balb/c 19 4
1 (hembras) B2h
10 4 (machos) B3m
6 (hembras) B3h
1 7 (machos) Clm
5 (hembras) Clh
CF-1 24
1 7 (machos) C2m
5 (hembras) C2h

El andlisis descriptivo observacional determino el
peso promedio y la desviacion estandar para cada valor y
se obtuvieron las primeras curvas de crecimiento “antes del
destete”. A partir de la semana 5 y hasta el final del periodo
de control se midio el peso por animal individualmente.

Paralelamente, se calculd la Tasa de Fertilidad para
cada cepa. Se tomo6 un periodo de 6 meses desde la mudanza
del Bioterio a las nuevas instalaciones mejoradas, comparan-
do estos valores con los registrados durante 6 meses del afio
2021, seglin la férmula: nimero de crias/apareo.

Los apareos de la cepa CF-1 se realizaron en siste-
ma 2 x 1 (2 hembras/1 macho), en cambio los Balb/c en
sistema 1 x 1 (1 macho/1 hembra), durante todo el tiempo
estudiado, segtin practicas optimizadas en el Bioterio.

Los datos fueron recabados manualmente y luego
trasladados a hojas de calculo de Excel (Microsoft 2013).
El analisis estadistico se realizé con el soft GraphPad Prism
9. Para constatar la calidad de los registros tomados durante
el experimento, se realizo un ANOVA (analisis de varianza
de una via) para determinar si existen efectos significativos
sobre las variables.

Asimismo, con el objeto de determinar cual de los
lugares podria presentar una diferencia significativa entre
las medias de las variables de estudio se utilizé la prueba
Tukey, con un nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Curvas de crecimiento. El seguimiento del peso de
los animales de la cepa CF-1 desde el nacimiento hasta la

semana 5 de vida reveld que el peso promedio al nacer fue
de 1,5 g y el aumento se produjo a razén de aproximada-
mente 2 g por semana, a excepcion de la semana 5, en la
que se registro un fuerte aumento de peso.

Para la misma cepa posterior al destete, durante las
semanas 6 a 15 de vida, el peso en machos fue mayor al
de las hembras, siendo esta diferencia aproximadamente de
5 gramos, menor a la presentada en la literatura (Envigo
2008). Se observo un aumento de peso cercano a 0,80 g
por semana en machos y 0,65 g en hembras. El aumento
registrado a lo largo de todo el periodo fue de 11+1,18 y
6,4+0,96 g inferior al peso de los machos y hembras res-
pectivamente reportado (Envigo 2008) en ratones CF-1
criados con la dieta Teklad Global Rodent Diet 2018S con
un 18% de proteinas.

Por su parte, para la cepa Balb/C se registrd un peso
promedio al nacer de 1,63 g, siendo ligeramente mayor al
informado en la bibliografia (Sanchez Treto 1995). Este
peso se encuentra dentro del rango de normalidad de 1-2
g al nacimiento de esta cepa segun la ficha técnica pro-
vista por el National Laboratory Animal Center (National
Laboratory Animal Center-Mahidol University). Entre la
semana 0 y la semana 1 de vida se produjo un marcado
aumento de peso (4,7 g) que se estabilizo entre la semana 1
y 3 (aumento de aproximadamente 2 g), volviendo a regis-
trarse un aumento mayor (4,35 g) entre las semanas 4 y 5.

Figura 1. Imagenes de las instalaciones mejoradas del Bio-
terio Med-UNNE. Ingreso y sala de produccion de animales.

Posterior al destete, entre las semanas 6 a 15 de vida
los datos recabados de la cepa Balb/c revelaron que el peso
de los machos se mantuvo por encima del de las hembras
durante todo el periodo, siendo en promedio 5,2 g ma-
yor, menor a la diferencia de peso promedio segiin sexo
presentada por la literatura (Envigo 2008). Se observo un
aumento promedio de 0,82 y 0,42 g por semana para los
machos y las hembras respectivamente. Por tltimo, el peso
promedio registrado a lo largo de todo el trayecto, fue 1,1
y 1,6 g menor en machos y hembras respectivamente en
referencia a la curva tomada como control (Envigo 2008).

Los resultados mostraron que a partir de la semana 10,
los ratones obtuvieron el peso suficiente para ser considera-
dos adultos, y aptos para su uso en los estudios requeridos.

El peso alcanzado tanto por la cepa CF-1 como la
Balb/c del Bioterio Med-UNNE es ligeramente menor al
esperado para la cepa, estableciendo como patrén de ca-
lidad a las curvas de crecimiento provistas por los gran-
des laboratorios que crian, mantienen y comercializan
esta cepa a nivel mundial (Sanchez Treto 1995, National
Animal Laboratory Center-Mahidol University 2008).

En las Figuras 2 y 3 puede observarse que no existen
diferencias significativas entre las series de valores, tanto
para la cepa Balb/c como para la CF-1. Esto puede deberse,
al decir de Kunz (2004), a que en las nuevas instalaciones
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los animales se encuentran en sitios mas controlados evi-
tando el gasto energético por factores ambientales, logran-
do asi destinar la energia restante a los procesos de recupe-
racion del estrés.

Los pesos corporales medios de ambas cepas tanto
para los valores de animales del control y los del Bioterio
Med-UNNE se fueron modificando en el tiempo de desa-
rrollo de los animales, con efectos no significativos a las
diferencias de alojamiento en las instalaciones enriqueci-
das. Algunos estudios previos han informado que los ra-
tones enriquecidos, es decir, animales de laboratorios que
cambian sus habitats, que tenian pesos corporales o pesos
de los organos significativamente mas pesados o mas lige-
ros en valores medios en comparacion con los animales no
enriquecidos (Thiessen et al. 1962, Peters y Festing 1990).
Esta variacion en los resultados sugiere que los efectos del
enriquecimiento pueden verse influidos por el tipo de enri-
quecimiento, la duracion de los experimentos y el sexo y la
raza de los animales examinados.

Balb/c

Machos control comercial Balb/c
Machos Bioterio Med Balb/c
Hembras Control comercial Balb/c

e
.
.
—¥— Hembras Bioterio Med Balb/c
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Figura 2. Comparacion de la curvas de crecimiento de la
cepa CF-1. Bioterio Med-UNNE versus cepa control

501 CF-1
—=— Machos Control comercial CF-1
40— —=— Machos Bioterio Med CF-1
—_—
@ 30 —— Hembras Bioterio Med CF-1
2
& 20
10
0 T T T T
6 8 10

Semanas
Figura 3. Comparacion de la curvas de crecimiento de la

cepa CF-1. Bioterio Med-UNNE versus cepa control

Calculo de tasa de fertilidad. Los datos recabados
correspondientes a la tasa de fertilidad seglin cepa, de dos
periodos de 6 meses, uno anterior a la mudanza y otro pos-
terior, se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Tasa de fertilidad por cepa durante 6 meses pre-
vios y posteriores al cambio de ambiente en el Bioterio
Med-UNNE.

Tasa de

Cepa Apareos Crias fertilidad
Periodo mayo-septiembre 2021

CF-1 40 428 10,7

Balb/c 28 130 4,6
Periodo mayo-septiembre 2022

CF-1 28 255 9,1

Balb/c 18 64 3,6

Los resultados confirman lo esperable con respecto
a la adaptacion de los animales a las nuevas condiciones
del ambiente (en donde las condiciones de ruido, control
de olores, temperatura y humedad fueron mejorados), ya
que la tasa de fertilidad disminuyd en ambas cepas. Esto
concuerda con lo estudiado sobre el estrés causado por la
modificacion de las condiciones ambientales y la necesidad
de los animales de adaptarse a las mismas (Saravia y Cruz
2003, Koscinczuk 2014).

Estos datos son de gran utilidad tanto para futuras in-
vestigaciones en murinos como para la toma de decisiones
en lo que respecta a la crianza de los mismos en el estable-
cimiento, a fin de mejorar la trazabilidad y las condiciones
de trabajo.

En cuanto a la tasa de fertilidad, los resultados de este
estudio indicaron que la misma disminuy6 como era es-
perable, con el movimiento de la mudanza y el tiempo de
adaptacion de los animales a las condiciones del ambiente.
Se requieren nuevos estudios para confirmar la relacion de
estas variables.

Paralelamente, este estudio sienta las bases de la
importancia de un registro sistematico de las condiciones
de cria y mantenimiento en el Bioterio de la Facultad de
Medicina-UNNE, tendiente a la optimizacion de la calidad
y bienestar de los animales experimentales.
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Resumen

Los cambios fisiologicos en la prefiez inducen alteraciones profundas en las propiedades farmacocinéticas
de muchos medicamentos. Estos cambios afectan la absorcion, la distribucion, el metabolismo y la excre-
cion de los farmacos y, por lo tanto, pueden afectar sus propiedades farmacodinamicas. Es necesario com-
prender tanto la fisiologia de la prefiez como la farmacologia especifica de los diferentes agentes para lograr
un tratamiento eficaz y limitar el riesgo materno y fetal. Desafortunadamente, la mayoria de los estudios de
medicamentos excluyen a las hembras prefiadas, atin cuando existen entidades patologicas que requieren
ser tratadas durante la prefiez (dolor, procesos infecciosos, etc). Esta revision se inicia con un recordatorio
de los conceptos basicos de farmacocinética y su relevancia clinica. Se describen los cambios fisiologicos
durante la prefiez y sus consecuencias en las propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas de muchos
medicamentos. Como cierre, se analizan de manera particular las categorias terapéuticas mas cominmente
indicadas en hembras prefiadas.

Palabras clave: prefiez, caninos, terapéutica, modificaciones fisiologicas, ADME.

Use of drugs in pregnant canine

Abstract. Physiological changes during pregnancy induce profound alterations in the pharmacokinetic pro-
perties of many drugs. These changes affect the distribution, absorption, metabolism, and excretion of drugs
and therefore may affect their pharmacodynamic properties. An understanding of both the physiology of
pregnancy and the specific pharmacology of the different agents is necessary to achieve effective treatment
and limit maternal and fetal risk. Unfortunately, most drug studies exclude pregnant females, even when
there are pathological entities that need to be treated during pregnancy (pain, infectious processes, etc).
This review begins with a reminder of the basic concepts of pharmacokinetics and their clinical relevance.
Physiological changes in pregnancy and their consequences on the pharmacokinetic and pharmacodynamic
properties of many drugs are described. As a closure, the therapeutic categories most commonly indicated
in pregnant females are discussed.

Key words: pregnancy, canines, therapeutic, physiological alterations, ADME.

INTRODUCCION

Desde el punto de vista terapéutico las hembras prefia-
das, al igual que los gerontes y neonatos, son consideradas
una poblacion especial. Su terapéutica es una preocupacion
y un desafio para los profesionales médicos, tanto veteri-
narios como humanos.

Lo que transforma en especiales a estas poblaciones
son las caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas propias
que conducen a cambios en la farmacocinética de los far-

Recibido: Marzo 2023. Aceptado: Mayo 2023.

macos administrados que pueden afectar de manera signif-
icativa su eficacia terapéutica.

Es importante remarcar que la bibliografia sobre este
tema en veterinaria es muy escasa, especialmente en lo ref-
erente a los cambios en la farmacocinética de los farmacos
administrados a la hembra prefiada. Si bien existen reportes
sobre los efectos clinicos de farmacos administrados du-
rante la prefiez se refieren a casos individuales y se enfocan
exclusivamente a la evolucion de la patologia involucra-
da. Esta situacion nos obliga a recurrir a bibliografia de
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medicina humana, la cual no siempre es extrapolable a las
situaciones clinicas observadas en la clinica veterinaria.

La farmacodinamia es la rama de la farmacologia
que estudia los cambios que los farmacos son capaces de
provocar en los organismos vivos. Si bien estos pueden
ser extensos, son cambios fundamentalmente cuantitativos
(estimular o inhibir una funcién bioldgica) y en ningun
caso cualitativos (no existe ningin compuesto que induzca
a una célula a realizar una funcion que no le es propia).

La farmacocinética estudia los cambios que el organ-
ismo induce en los farmacos. Permite estudiar y cuantifi-
car el transito de las moléculas a través del organismo y
engloba basicamente 4 procesos: absorcion, distribucion,
metabolismo y excrecion (ADME).

A efectos de cuantificar los procesos farmacocinéticos
se generan los llamados parametros cinéticos que reflejan
la extension o cuantia de cada uno de los procesos durante
la disposicion plasmatica de farmacos.

Los parametros mas descriptivos y utilizados para los
calculos de dosis o para la construccion de los regimenes
de dosificacion son:

Biodisponibilidad (F). Es el porcentaje de la dosis
que accede a la circulacion sistémica tras la administracion
extravascular. Se asume que las administraciones intravas-
culares tienen una biodisponibilidad del 100%.

Area bajo la curva concentracién plasmaitica de
farmaco vs tiempo (AUC). Refleja la exposicion sistémi-
ca de farmaco y permite evaluar la biodisponibilidad y la
eficacia.

Volumen de distribucion (Vd). Refleja la capacidad
de los farmacos de distribuirse a través del organismo; su
valor determina la concentracion maxima en sangre (Cmax).

Aclaramiento (Clearance (CLB). Refleja la capaci-
dad del organismo de deshacerse de los farmacos. Este
parametro no diferencia metabolismo y excrecion; Esta
determinado por la capacidad de metabolizar farmacos
(fundamentalmente del higado) asi como de la capacidad
de excretar del rifion. Es uno de los mas importantes para
calcular la dosis.

Vida media de eliminacion. Es un parametro hibrido
(refleja distribucion y eliminacion) generalmente sobresti-
mado tiene utilidad para calcular los intervalos interdosis.

Es importante recordar que para cumplir el objeti-
vo terapéutico planteado al seleccionar un tratamiento es
necesario diseflar un régimen de dosificacion. De acuer-
do al objetivo propuesto se podra requerir un tratamiento
monodosis o multidosis.

En ambos casos lo que permite predecir la eficacia es
la concentracion sanguinea del farmaco que debe ubicarse
en el interior de la llamada ventana terapéutica. Esta venta-
na esta delimitada por la concentracion minima efectiva y
la maxima tolerada. El tiempo de permanencia en ventana
refleja la duracion del efecto y determinara la seleccion del
intervalo interdosis (Figura 1).

80| Concentracién méxima
tolerada

Ventana terapéutica

CONCENTRACION PLASMATICA
3

20 1 P Concentraciénminima________““S _________
efectiva —
10) I
0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0

TIEMPO

Figura 1. Curva de disposicion plasmatica de un farmaco
tras su administraciéon monodosis por via extravascular.

En el caso de la administracion de dosis repetidas
(multidosis) quien permite predecir el efecto terapéutico
es la llamada concentracion en estado estacionario (C,)
(Figura 2).
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Figura 2. Curva de disposicion plasmatica de un farmaco
tras su administracion multidosis por via extravascular.

El tiempo requerido para llegar a la concentracion
en estado estacionario esta directamente relacionado con
la vida media del farmaco, requiriéndose 5 vidas medias
para alcanzarlo. Si la vida media del farmaco es larga, por
ejemplo 12 horas, se necesitaran 60 horas (12 x 5) para
lograr que la concentracion plasmatica se ubique en el inte-
rior de la ventana terapéutica. Para acortar este tiempo, que
dejaria al paciente sin la medicacion adecuada, se hace uso
de la llamada dosis de ataque, que permite alcanzar tras la
primera dosis la ventana terapéutica. Una vez logrado ese
objetivo el tratamiento se continta aplicando la dosis de
mantenimiento.

Al observar las Figuras, notamos que uno de los
parametros mas importantes es la concentracion maxima
(Cmax) que esta determinada por la dosis administrada y
el volumen de distribucion del farmaco. La capacidad de
un farmaco de distribuirse en mayor o menor grado es re-
flejo de su capacidad de atravesar membranas; por lo tanto
las moléculas liposolubles no ionizadas se distribuiran en
mayor grado. Por otro lado, como los farmacos cuando lle-
gan a la circulacion pueden unirse a las proteinas plasmati-
cas (principalmente albuminas) por lo que existiran 2 frac-
ciones, la libre y la conjugada a proteinas; dado que las
proteinas por su tamafio no pueden atravesar las membra-
nas normales (no inflamadas), solo la fraccion libre saldra
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del torrente sanguineo siendo considerada desde el punto
de vista farmacologico la fraccion activa.

La velocidad de disminucion de las concentraciones
en sangre refleja la capacidad del organismo de eliminar el
farmaco. Los farmacos son eliminados del organismo por
diferentes procesos. Los hidrosolubles, se eliminan fun-
damentalmente por filtracién y/o secrecion activa a nivel
renal, mientras que los liposolubles requieren metabolismo
que los transforma en compuestos (metabolitos) hidrosol-
ubles/polares. El metabolismo se lleva a cabo en muchos
organos y tejidos, sin embargo, el higado es el mas impor-
tante. Entre las diferentes reacciones metabolicas de farma-
cos la oxidacidn, a través de la familia de citocromos P450,
es la mas comun.

La hembra prefiada. Es importante remarcar que al
referirse a la terapéutica de la hembra prefiada en realidad
nos referimos a la unidad materno-fetal, ya que todo far-
maco que se administre a la hembra prenada va a provocar
efectos (mayores o menores, nocivos o inocuos) en el em-
bridn/feto (Cooper et al. 1999).

La terapéutica de la hembra prefiada es, como se
menciond previamente, un desafio. Ante la llegada de una
hembra prefnada al consultorio, hay ciertas preguntas que el
clinico debe hacerse; la primera: si es imprescindible tra-
tarla farmacologicamente y la segunda, si la patologia per-
mite (aplicando medidas de contencion) retrasar el inicio
del tratamiento hasta finalizada la preriez.

La hembra prefada, desde el punto de vista farma-
cocinético, es una paciente con importantes cambios fisi-
ologicos que modificaran de manera significativa el perfil
de disposicion de los farmacos (Pavek et al. 2009).

Cambios fisiolégicos durante la prefiez con efecto
sobre la farmacocinética de los farmacos. Los cambios
fisiologicos mas importantes (por sus consecuencias en los
procesos farmacocinéticos) se observan a nivel cardiovas-
cular (Pacheco et al. 2013). Estos tienen un ritmo tempo-
ral, siendo maximos al dia 40 de la prefiez; posteriormente
comienzan a descender hasta alcanzar los valores de la hem-
bra no prefiada el dia 20-30 postparto (Ward et al. 2020).

El cambio mas notorio es el aumento entre el 30 y el
40% del gasto cardiaco. Los mecanismos de este aumen-
to no son claros; por un lado existe evidencia de una dis-
minucioén de la resistencia vascular periférica inducida por
las hormonas gestacionales que activa el sistema renina-an-
giotensina-aldosterona, conduciendo al incremento en la
reabsorcion de sodio a nivel renal y por ende, al aumento
del volumen sanguineo (Pacheco et al. 2013, Costantine
2014, Almeida et al. 2017).

Asimismo, se observa un cambio en los flujos sangui-
neos regionales a los diferentes 6rganos, con un aumento a
nivel genitourinario y piel y una disminuciéon compensato-
ria en el musculo esquelético (Metcalfe et al. 1955).

El aumento del flujo sanguineo de la piel tiene el
objetivo de disipar el calor producido por el feto. El flujo
sanguineo hepatico no sufre modificaciones a diferencia
del renal que sufre un aumento importante, reflejado por el
incremento de la tasa de filtracion glomerular (Ginsburg y
Duncan 1967).

Otro cambio fisiologico importante, relacionado al
aumento del volumen sanguineo, es el cambio en la dis-
tribucion del agua corporal, con una expansion del espacio
extracelular y, en menor medida, del intracelular (Pavek et
al. 2009).

A nivel respiratorio, se observa una estimulacion del
centro respiratorio (inducida por progesterona) que conduce
al aumento en la presion parcial de oxigeno con una dis-
minucion en la presion parcial de CO, (para facilitar el pas-
aje del CO, del feto a la madre) (LoMauro y Aliverti 2015).
Para compensar, aumenta la excrecion renal de bicarbonato,
lo que conduce a una disminucion del bicarbonato sérico
con un leve aumento del pH sanguineo; es decir que hay un
estado de alcalosis respiratoria parcialmente compensada
(Pacheco et al. 2013). Es importante remarcar que los esta-
dos de alcalosis pueden afectar la union de los farmacos a las
proteinas plasmaticas (Tillement et al. 1978).

Con respecto a la concentracion plasmatica de al-
buminas hay caida neta por cambios en el ciclo de sintesis/
catabolismo hepatico (Papich y Davis 1986).

Es importante remarcar, que no todos estos cambios
tendran consecuencias clinicamente apreciables (Loebstein
et al. 1997). Se debe poner especial atencion en los far-
macos con ventana terapéutica estrecha, los cuales veran
modificado su efecto clinico (aumentado o disminuido) lo
que en muchos casos obligara a aplicar correcciones en el
régimen de dosificacion (Pavek et al. 2009).

Absorcion de farmacos en la hembra prefiada.

Vias enterales. A nivel gastrointestinal se observan
numerosos cambios fisioldgicos con potencial capacidad
de modificar la absorcion de farmacos

Por accion de progesterona se induce la disminucion
de la velocidad de vaciado gastrico (Alqudah et al. 2022) y
de la motilidad del intestino delgado (Lawson et al. 1985).
Estos cambios pueden provocar un aumento del tiempo de
aparicion de la concentracion maxima (Tmax), lo que se va
a traducir en un aumento del tiempo de latencia del efecto
(Pacheco et al. 2013).

A nivel gastrico disminuye la secrecion de hidroge-
niones lo que conduce a una elevacion del pH acompaifiado
por un aumento en la produccién de moco (Pavek et al.
2009). La consecuencia del cambio de pH va a afectar a los
farmacos acidos, que se van a absorber menos (porque van
a estar mas ionizados y por ende menos liposolubles), lo
contrario pasara con los basicos (Rowland y Tozer 2011).
Con respecto a los farmacos sensibles al pH acido (como
la eritromicina), la biodisponibilidad estara aumentada
(Cooper et al. 1999).

Vias parenterales. En el caso de la administracion
intramuscular, por la diminucién del flujo sanguineo local,
la absorcién sera lenta y escasa, lo que se reflejard en un
Tmax mas prolongado y una Cmax menor que la observada
en la hembra no prefiada (Krauer y Krauer 1977).

Lo contrario se observa a nivel subcutanco, ya que el
flujo sanguineo a este nivel esta aumentado, lo que conduce
a una absorcion mayor y mas rapida reflejada por un Tmax
mas corto y una Cmax mayor (Soldin y Mattison 2009).
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Distribucién de fAarmacos en la hembra prefiada.

Los cambios en el proceso de distribucion son con-
secuencia directa de los cambios a nivel cardiovascular y
de la redistribucion del agua corporal. Considerando el au-
mento del volumen plasmatico, con el consecuente aumen-
to del espacio vascular y extravascular, se creara un mayor
espacio para la dilucion de los farmacos. En consecuencia
el volumen de distribucion se vera aumentado (Pavek et al.
2009).

En el caso de los farmacos liposolubles con alta union
a proteinas plasmaticas, la baja concentracion de albtmi-
nas incrementara ain mas el volumen de distribucion
(Frederiksen 2001) incrementando el acceso del farmaco al
feto (Rebuelto y Loza 2010).

En un esquema de administracion monodosis, y con-
siderando que la dosis administrada es la indicada para la
hembra no prefiada, el aumento del volumen de distribu-
cioén conducira a una disminucion de la Cmax y del AUC,
lo que resulta en un acortamiento del tiempo durante el cual
las concentraciones plasmaticas estaran por encima de la
concentracion minima efectiva (Figura 3).
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Figura 3. Consecuencias de las alteraciones del proceso
de distribucion sobre la curva de disposicion plasmatica de
un farmaco tras su administracion monodosis por via ex-
travascular.

En un esquema de administracion multidosis, el mas
utilizado en la practica, el aumento del volumen de distri-
bucidn, conduce a la disminucion de la concentracion en
estado estacionario (Figura 4).
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Figura 4. Consecuencias de las alteraciones del proceso
de distribucion sobre la curva de disposicion plasmatica de
un farmaco tras su administracion multidosis por via extra-
vascular.

Una solucion para mantener las concentraciones
plasmaticas por encima de la minima efectiva seria el au-
mento de la dosis administrada. Sin embargo, la correccion
no es tan simple ya que, como se menciond previamente,
se podria generar toxicidad en el feto (Abdelwahab et al.

Landoni M.F. et al.: Uso de farmacos en la hembra canina preiada. Rev. Vet. 34: 1, 67-76, 2023

2022). En la segunda parte de la revision, se discutiran las
posibles soluciones a estas situaciones para los farmacos
mas indicados en las hembras gestantes.

Eliminacion de farmacos en la hembra prefiada.

Los farmacos se metabolizan con el objetivo de au-
mentar su excrecion, por lo que este proceso conduce a un
aumento de la hidrosolubilidad/polaridad de las moléculas.
Los farmacos altamente hidrosolubles no sufren un metab-
olismo importante; por el contrario cuanto mas liposolu-
ble es un farmaco mayor sera su metabolismo (Rowland y
Tozer 2011).

Las reacciones metabolicas se dividen en dos cate-
gorias: de fase 1 y de fase 2. La oxidacion es la mas impor-
tante dentro de la fase 1 debido a que es la mas comin, es
inducible y los metabolitos formados pueden resultar inac-
tivos, menos activos o mas activos que el farmaco madre.
Dentro de las reacciones de fase 2, también llamadas de
conjugacion, la mas importante es la glucuronoconjugacion
(Rowland y Tozer 2011).

El proceso de oxidacion es mediado por diferentes
enzimas. Las mas importantes son las citocromo P450, una
familia amplia de enzimas que se diferencian por sus sus-
tratos.

Estas citocromo son modificadas de distinta manera
y en distinto grado por los estrogenos y la progesterona
(Noyola-Martinez et al. 2019). La mayoria son inducidas,
como la 2D6, que corresponde en el perroala2D15,1a3Ay
la 2C9, que corresponde en el perro al 2C21/41 (Antonovic
y Martinez 2011, Feghali et al. 2015). La induccion de estas
enzimas conduce al aumento del aclaramiento (clearance)
y por lo tanto, a la disminucién de la vida media (Ryu y
Hebert 2022). Algunos ejemplos de farmacos que se me-
tabolizan por citocromos son fenobarbital, cloranfenicol,
doxiciclina, dexametasona, clorpromacina, diazepam.

Si bien la mayoria de las citocromo son inducidas
durante la prefiez, una de ellas la 1A2 es inhibida; por lo
tanto para los farmacos que son sustrato de esta via me-
tabdlica, como naproxeno, paracetamol o las metilxanti-
nas, se observara una disminucion del aclaramiento, con el
correspondiente alargamiento de la vida media (Noyola-
Martinez et al. 2019, Pariente 2016).

Las consecuencias de la induccién enzimatica en
la eficacia de los farmacos son complejas y solo pueden
predecirse si se conoce la actividad farmacologica de los
metabolitos (Lynch y Neff 2007). Como se menciono pre-
viamente, los metabolitos formados pueden tener mayor,
menor o ninguna actividad farmacologica en relacion a la
droga madre, por lo tanto una induccion del metabolismo
puede resultar en mayor (enrofloxacina) o menor actividad
terapéutica (lincomicina) (Lynch y Neff 2007).

En la hembra prefiada la excrecion también estara
profundamente modificada. Los estrogenos reducen el flu-
jo biliar, entonces para aquellos farmacos que se excretan
por bilis y sufren ciclo enterohepatico habra un retraso en la
excrecion, es el caso de las tetraciclinas (Anderson 2005).

A nivel renal, el importante aumento del flujo renal
y de la filtracion glomerular (que llega al 160% al final de
la gestacion) conducird a un aumento neto de la excrecion,
en especial de los farmacos hidrosolubles (por ejemplo los
aminoglucoésidos) (Frederiksen 2001).



Landoni M.F. et al.: Uso de farmacos en la hembra canina prenada. Rev. Vet. 34: 1, 67-76, 2023

Los cambios en la eliminacion de farmacos en la
hembra prefiada ya sea, por induccion /inhibicion del me-
tabolismo o incremento de la excrecion conducird a dos
escenarios, el aumento y la disminucion significativa del
aclaramiento. Estos cambios, como se muestra a continu-
acion conducen a la modificacion del perfil plasmatico de
los farmacos (Figura 5 y 6).
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Figura 5. Consecuencias de las alteraciones del proceso
de eliminacion sobre la curva de disposicion plasmatica
de un farmaco tras su administracion monodosis por via
extravascular.
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de farmaco dentro de la ventana terapéutica, ya sea por el
aumento del volumen de distribucién o del aclaramiento
podria ser corregido aumentando la dosis (Mehvar 1998).
Sin embargo, no es aconsejable por el riesgo de aumentar
la llegada de farmaco al feto.

En los esquemas multidosis la situacion es mas com-
pleja, aunque debemos recordar que la correccion de do-
sis o intervalo solo es necesaria cuando la concentracion
plasmatica escapa de manera significativa de la ventana
terapéutica (Thummel et al. 2006).

Un aumento en la eliminacién o en la distribucion se
refleja en concentraciones por debajo de la minima efecti-
va. Mientras que, en el caso de una disminucion en la elim-
inacion las concentraciones superaran a la maxima tolerada
(Mehvar 1998) (Figura 7).
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Figura 6. Consecuencias de las alteraciones del proceso
de eliminacion sobre la curva de disposicion plasmatica
de un farmaco tras su administracién multidosis por via
extravascular.

La inhibicion del metabolismo se va a reflejar como un
aumento de la vida media; las concentraciones plasmaticas
estaran por encima de la minima efectiva aproximadamente
por el doble de tiempo que en la hembra vacia (Pavek et al.
2009). Es importante ser cuidadosos al extraer conclusiones
sobre este cambio ya que, si el farmaco tiene metabolitos
activos, el resultado sobre la eficacia es la disminucion de
la misma (Lynch y Neft 2007).

La induccion de los sistemas enzimaticos oxidativos
o el incremento en la excrecion renal (en caso de farma-
cos hidrosolubles que no sufren metabolismo) resulta en un
acortamiento de la vida media. Sin embargo, si el farma-
co en cuestion tiene metabolitos mas activos que la droga
madre el cambio se reflejara en un aumento de la eficacia
(Feghali et al. 2015).

Correccion de los regimenes de dosificacion.

Existen dos estrategias para intentar reubicar el perfil
de disposicion plasmatica del farmaco dentro de la ventana
terapéutica: modificar la dosis o modificar el intervalo in-
terdosis (Thummel et al. 2006).

En los disenos de dosificacion monodosis, la reduc-
cion del tiempo de permanencia de las concentraciones

Figura 7. Alteraciones de la curva de disposicion plasmati-
ca de un farmaco tras su administraciéon multidosis por via
extravascular que requieren correccion.

La seleccion del método de correccion dependera del
origen del cambio en el trazado. En el caso de una paciente
con la eliminacién aumentada es preferible reducir el inter-
valo interdosis, ya que como muestran las Figuras 8 y 9 la
fluctuacion de las concentraciones es menor comparado con
el aumento de la dosis. Esto es consecuencia de que la fluctu-
acion de las concentraciones depende de la relacion intervalo
interdosis/vida media (Mehvar 1998).

En pacientes con la eliminacioén disminuida por el con-
tario, es aconsejable disminuir la dosis ya que la fluctuacion
sera menor (Figuras 8 y 9).

Sin embargo, las generalizaciones no son siempre ap-
ropiadas, por esa razén en las siguientes secciones se dis-
cutird la necesidad y el método de correccion mas adecua-
do para cada farmaco en particular.

1.2

NO PRERADA

Concentracién maxima tolerada

(eliminacién disminuida
PRERADA  uccién de dosis)
PRENADA (eliminacién/distribucién
aumentada
incremento de dosis)

0.8 -+

0.6 -+

0.4 -+ Concentracién minima efectiva

0.2

Concentracion (mg/L)

60 100
Tiempo (h)

80 120

Figura 8. Modificacion de la curva de disposicion plasmati-
ca de un farmaco tras su administracion multidosis por via
extravascular aplicando correccion de dosis.
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12 5 ———— NO PREFIADA

1 Concentracién maxima tolerada
*a

aumentada

08 -+

0.6 —

04 Concentracion minima efectiva
.

0.2

Concentracion (mg/L)

o + t
0 20 40 60 80 100 120

Figura 9. Modificacion de la curva de disposicion plasmati-
ca de un farmaco tras su administracion multidosis por via
extravascular aplicando correccion de intervalo interdodis.

La unidad materno-fetal. La placenta, independien-
temente de su tipo (en el caso de la perra endoteliocorial),
no se considera una barrera de amplia capacidad para el
pasaje de farmacos al feto (Papich y Davis 1986, Audus
1999). Aln cuando posee enzimas metabolizadoras de
fase 1 y 2 y transportadores del tipo P-glicoproteina y de
aniones y cationes (que reforzarian su capacidad de bar-
rera) con concentraciones circulantes de farmacos altas
y/o sostenidas estos sistemas son rapidamente saturados
(Rebuelto y Loza 2010).

Los farmacos liposolubles van a atravesarla facil-
mente mientras que, los hidrosolubles, ionizados, polares
o altamente unidos a proteinas plasmaticas lo van a hacer
con mayor dificultad (Langston 2001). En general, lo unico
que limita el pasaje de farmaco desde la sangre de la madre
al feto es el flujo sanguineo y éste se incrementa de manera
importante a medida que aumenta el tiempo de gestacion
(Ward 1989, Flaherty 2013).

Los farmacos que atraviesan la placenta van a llegar
al feto a través de la sangre venosa umbilical; el 50% de
la misma ingresa a la circulacion hepatica fetal y el resto
atraviesa el ducto venoso (Dawes y Chowienczyk 2001).
De esta manera, la mitad del farmaco podria ser metabo-
lizado en el higado fetal, ya que el feto a la semana 8 posee
capacidad metabolica tanto de fase 1 y 2 (aunque mas baja
comparado con el feto humano) (Mathews 2008).

Tanto los metabolitos como los farmacos sin metabo-
lizar difunden de regreso a la sangre materna. Sin embargo,
como los metabolitos son hidrosolubles su eliminacion por
difusion a la sangre materna es significativamente mas baja
que la de los farmacos sin metabolizar (Langston 2001).

A partir del dia 40 el rifion fetal tiene desarrollo sufici-
ente para comenzar a excretar sustancias (incluidos metab-
olitos) al liquido amnidtico (Langston 2001). Es importante
remarcar que los metabolitos tanto los de fase 1 (desmetil-
diacepam, desmetiltramadol, etc) como los de fase 2 (mor-
fina-6-glucuronido, tetraciclina glucurénido, etc) quedaran
retenidos en el liquido amnidtico lo que es una de las fuen-
tes de acumulacion de farmacos en los compartimientos
fetales (Mathews 2008). Por otro lado, dado que el pH del
feto es levemente mas acido que el de la madre, los farma-
cos liposolubles de naturaleza bésica no van a difundir y
también se acumularan en el feto (Mathews 2008).

Categorias terapéuticas utilizadas cominmente en la
hembra prefiada.

Es importante remarcar que solamente se debe ini-
ciar un tratamiento cuando es indispensable. Como se

reduceidn de intervalo)

menciond previamente, en los casos que se pueda, se debe

smensoalcimnasnasminaiaa_10tENEAr evitar por todos los medios el tratamiento farma-

incremento de intervalo)

prefiapa [efiminacicn/distribucin col(’)gico sistémico.

La Food and Drug Administration (FDA) ha estab-
lecido, basado en estudios controlados en embarazadas y
estudios en animales, cinco categorias (A, B, C, D, X) para
indicar el nivel de riesgo de los farmacos de producir tera-
togenicidad (FDA 1979) (ver Tabla 1).

Existen contados grupos de farmacos que podrian re-
querirse de manera inexorable ain durante la prefiez, ellos
son: los antiepilépticos, los analgésicos y los antimicrobianos.

Antiepilépticos. Si bien es un tema importante en
medicina humana, en veterinaria su importancia es relati-
va. En primer lugar, porque ante una prefiez en una hembra
epiléptica la decision mas racional es el aborto. Sin em-
bargo, existen situaciones en las cuales los tutores deciden
continuar la prefiez y en otros casos, hasta la buscan. Como
sea, la obligacion del médico veterinario es intentar llevar a
término la prefiez con el minimo riesgo para la madre y la
cria (en muchos casos, el veterinario se puede negar, pero
los tutores la contintian sin apoyo médico, lo que en defini-
tiva es mas peligroso para la hembra y la cria).

Si bien existen numerosos farmacos antiepilépticos en
el mercado, los mas comunmente utilizados (y estudiados)
en caninos son la fenitoina, el fenobarbital y su pro-droga,
la primidona. La complicaciéon mas importante del uso de
antiepilépticos en la hembra prefiada es que, excepto los
bromuros, todos estan clasificados como clase X, o sea
con alto riesgo de provocar efectos deletéreos en el feto.
Asimismo, y con la misma excepcion, sufren metabolismo
oxidativo hepatico a través de las enzimas citocromo P450
las cuales, como se menciond, son modificadas por los es-
trégenos y progesterona. Esta situacion, sumada a la pro-
pia capacidad de estos farmacos de inducir el metabolismo
hepatico, genera situaciones clinicas dificiles de predecir,
sobre las cuales los reportes son contradictorios (Dupont y
Vercueil 2021).

Existen dos estrategias a seguir, la primera, cada vez
mas comun en medicina humana, es reducir la dosis al min-
imo posible y en algunos casos interrumpir el tratamien-
to hasta el parto (Barut 2021); la segunda es utilizar los
bromuros, especialmente de potasio (mas potente) (Beghi
2011). Los bromuros tienen la ventaja de no ser teratogéni-
cos y no sufrir metabolismo hepatico (HPRA 2019). Si bien
se eliminan por rifidén y su eliminacion estaria aumentada
(Baird-Heinz et al. 2012), los reportes empiricos sugieren
que no es necesario modificar la dosis. Los bromuros tienen
vida media muy larga (25 dias), lo que implica que el ti-
empo necesario para alcanzar el estado estacionario es de
alrededor de 4 meses, por lo tanto es imprescindible aplicar
una dosis de ataque (Bhatti et al. 2015). Si bien hay dis-
tintos esquemas el mas reportado consiste en la adminis-
tracion oral de 400 a 600 mg kg™ dia” divididos en 2 o tres
administraciones, siempre con el alimento. Esta dosis se
administra por alrededor de 5 dias (se debe monitorear la
concentracion plasmatica) y luego se continua con la dosis
de mantenimiento que es de 20 a 30 mg kg dia’ (Bhatti
et al. 2015). Este esquema implica que los responsables de
la mascota deberan planificar con antelacion la prefiez e
iniciar el tratamiento al menos 1 mes antes del servicio.



Landoni M.F. et al.: Uso de farmacos en la hembra canina prenada. Rev. Vet. 34: 1, 67-76, 2023 73

Tabla 1. Clasificacion de farmacos de acuerdo al riesgo de provocar efectos teratogénicos (FDA 1979).

Categoria

Descripcion

Ejemplos

A

Estudios controlados en animales y hu-
manos no demuestran riesgo para el feto.

Acido ascorbico; Calcifediol; Calcio (excepto acetato),
Calcitriol; Cianocobalamina; Colecalciferol ; Acido foli-
co; Folinato calcico ; Gluconato de hierro ; Levotiroxina ;
Piridoxina; Tirosina; Tocoferol

B Estudios no controlados en animales no Amoxicilina; Amoxicilina / Acido Clavulanico; Ampicilina;
indican riesgo. No existen estudios en hu- Anfotericina; Azitromicina; Bencilpenicilina; Carnitina;
manos. Se acepta su uso durante la prefiez Cefaclor; Cefadroxilo; Cefalexina; Cefalotina; Cefapirina;

Cefazolina; Cefoxitina; Cefpodoxima; Ceftazidima ;
Ceftriaxona;  Cefuroxima; Cimetidina;  Clindamicina;
Clotrimazol;  Cloxacilina;  Eritromicina;  Fosfomicina;
Metronidazol; Nitrofurantoina; Penicilinas G y V; Permetrina;
Sucralfato;

C Estudios no controlados en animales de- Acetazolamida; Albendazol; Amikacina;  Bacitracina;
muestran efectos adversos en el feto. Su Betametasona; Ciprofloxacina; Claritromicina;
utilizacion debe analizarse valorando el o .
costo beneficio Clonazepam; Dexametasona;, Espiramicina; Fentanilo;

Furosemida; Gabapentina; Gentamicina; Griseofulvina;
Itraconazol; Ketoconazol; Levofloxacina; Mebendazol;
Meloxicam; Neomicina; Norfloxacina; Ofloxacina; Omeprazol;
Rifampicina; Tramadol;

D Estudios controlados demuestran eviden- Acido acetilsalicilico; Alprazolam; Bleomicina; Diazepam;
cias de dano fetal. En ocasiones el benefi- Doxiciclina; Estreptomicina; Fenitoina; Fenobarbital ;
cio puede superar el riesgo. Utilizar cuan- Midazolam; Minociclina; Penicilamina; Tobramicina; Acido
do no existe otra alternativa Valproico.

X Estudios controlados demuestran evi- Torvastatina; Estradiol; Estrogeno conjugado; Finasterida;

dencias de dafio fetal. El riesgo poten-

Flurazepam; Fluvastatina; Isotretinoina;

cial supera ampliamente el beneficio.
Contraindicados durante la prefiez.

Lovastatina;

Misoprostol; Nandrolona; Raloxifeno;

Simvastatina

Analgésicos. El dolor es otra situacion clinica que
puede presentarse en la hembra prefiada y que debe ser
tratada. En casos de dolor severo, la primera eleccion son
los opioides (Mathews 2008). Dentro del grupo, los mas
estudiados en prefiez en humanos son morfina, metadona
¢ hidromorfona. Los reportes en caninos son escasos y se
refieren al periodo periquirtrgico de las cesareas.

Las dosis recomendadas durante la prefiez son, para
morfina 0,5-2 mg kg' IM, SC ¢ 3-4 h, para metadona (esta
en el pais una presentacion para humanos, laboratorios LIF)
1-1,5 mg kg' IV, IM o SC ¢ 4-6 h y para hidromorfona
(Dolonovag, importado) 0,05-0,2 mg kg IV, IM, SC ¢ 2-6 h.

Otros opioides, como fentanilo, meperidina, butorfa-
nol y nalbufina no estan indicados; son mas liposolubles y
alcanzan mayores concentraciones en el feto (Cooper et al.
1999, WSAVA 2014).

La 2da opciodn, cuando es posible, son los anestésicos
locales los mas seguros y no teratogénicos (WSAVA 2014).

Los AINEs, los alfa2 agonistas y la ketamina estan
contraindicados en la hembra prefiada. Los AINEs son tera-
togénicos e interfieren el desarrollo fetal (WSAVA 2014).
Los alfa 2 agonistas reducen el flujo sanguineo uterino y
pueden provocar muerte embrionaria (Flaherty 2013) y la
ketamina, aumenta el tono uterino (WSAVA 2014).

Antimicrobianos. De los numerosos grupos de los
que se dispone para tratar procesos infecciosos en caninos,
son pocos los indicados para el tratamiento de la hembra

prefiada.

Los antibioticos de primera linea en hembra prefiada,
son los betalactamicos (en especial, las penicilinas y las ce-
falosporinas de primera generacion (cefalexina, cefradoxil,
cefalotina y cefazolina) (Rebuelto y Loza 2010).

Los betalactamicos en general y las penicilinas en par-
ticular tienen un perfil cinético dptimo para uso en hembras
prefiadas (baja union a proteinas plasmaticas y ausencia de
metabolismo a nivel hepatico). Asimismo, para el grupo no
se reporta riesgo teratogénico (Mylonas 2011).

Las penicilinas se eliminan por secrecion renal y
si bien la eliminacion renal de farmacos en las hembras
prefiadas estd incrementada, no afecta en grado importante
la eficacia (excepto en infecciones por bacterias de alto
valor de CIM) (Heikkild y Erkkola 1994). Las penicilinas,
se clasifican como antimicrobianos con cinética de muerte
bacteriana tiempo dependiente. Esto significa que la mayor
eficacia se presenta cuando las concentraciones en sangre
estan por encima de CIM de la bacteria por al menos el
50% del intervalo interdosis. Es por esto, que solo en in-
fecciones por bacterias con alto valor de CIM es necesario
incrementar la dosis (Chow y Jewesson 1985, Einarson et
al. 2001). De las penicilinas, las mas estudiadas en hem-
bras prefiadas son la G y las bencilpenicilinas (amoxicilina
y ampicilina). En los casos en que la bacteria productora
de la infeccioén ha sido identificada como Gram + no pro-
ductora de betalactamasas, el compuesto de eleccion es la
penicilina G (la mas potente del grupo frente a bacterias
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Gram+) (Mylonas 2011). En casos de infecciones, como
las de las vias urinarias, en las cuales se desconoce si la
bacteria es Gram positiva o negativa, la eleccion es amox-
icilina. Ampicilina en caninos tiene una absorcion oral er-
ratica y reducida (Papich 2013).

Con relacion a la administracion de las asociaciones
amoxicilina-acido clavulanico o sublactam la evidencia
empirica indica que el riesgo de provocar efectos tera-
togénicos es bajo (Papich y Davis 1986, Rebuelto y Loza
2010).

El grupo indicado para infecciones por bacterias
Gram-negativas en hembras prefiadas es el de los amino-
glucosidos (excepto estreptomicina y neomicina).

Estos antimicrobianos tienen un perfil cinético sim-
ilar al de los betalactamicos; son moléculas polares, con
baja union a proteinas plasmaticas, distribucion exclusiv-
amente al espacio extracelular, carecen de metabolismo
hepatico y se eliminan por filtracion glomerular Desde el
punto de vista farmacodinamico son del tipo concentracion
dependiente, esto significa que la mayor eficacia se pre-
senta tras la administracion de dosis altas una vez al dia.
Asimismo, esta estrategia de administracion disminuye la
incidencia de efectos toxicos tanto a nivel del tabulo renal
como en el oido interno.

Su administracion en la hembra prefiada debe ser
cuidadosa, porque normalmente se requiere aumentar la
dosis (la eficacia se asocia con una Cmax alta, y en la hem-
bra prefiada ésta se reduce) (Briggs et al. 2005). En prefiec-
es avanzadas cuando el feto posee capacidad de filtracion
renal, el aminoglucosido se excretara al liquido amnidtico
y por su alta polaridad quedara retenido en el mismo con el
peligro de acumulacién y pasaje a todos los compartimien-
tos fetales (Briggs 2014). De todos los compuestos, el de
perfil mas seguro es gentamicina (Papich y Davis 1986,
Heikkila 1993).

Los macrolidos han sido utilizados en medicina hu-
mana por muchos afios, sin embargo, debido a reportes
contradictorios en referencia a su eficacia y seguridad, ya
no se los considera de lera eleccion (Fan et al. 2019, Fan et
al. 2020). Los macroélidos son farmacos basicos y de gran
tamaiio por lo que su pasaje a través de la placenta es bajo;
eritromicina es el compuesto que mayor pasaje reporta y no
supera el 20%. Azitromicina, claritomicina y telitromicina
no estan aconsejadas para usar en hembras prefiadas debido
a su potencial de provocar defectos en el feto.

Con respecto a las fluoroquinolonas, no estan indicadas
en ningun momento de la prefiez por su capacidad de reducir
la osificacion y provocar lesiones en el cartilago articular del
feto. Se ha reportado que altas dosis producen a aborto.

Cloranfenicol esta contraindicado en todas las espe-
cies por su capacidad de provocar parto prematuro acom-
pafiado del llamado sindrome del bebe gris, que refleja un
colapso cardiovascular por acumulacion del farmaco en los
compartimientos fetales.

Las tetraciclinas afectan la osificacion y el desarrollo
fetal y se las asocia con hepatopatias en el feto. Solo de-
ben utilizarse en casos donde no exista otra posibilidad de
tratamiento. Si se decide la administracion se aconseja no
modificar la dosis.

Consideraciones finales. La terapéutica de las
hembras prenadas es un desafio terapéutico debido a las
modificaciones fisioldgicas y bioquimicas de la prefiez que
conducen a cambios en la farmacocinética de los farmacos
administrados. Ante la llegada de una hembra prenada al
consultorio, no se deben olvidar las preguntas clave: jEs
imprescindible tratarla farmacologicamente? ;La patologia
permite (aplicando mediadas de contencion) retrasar el
inicio del tratamiento hasta el parto?.

De ser imprescindible el tratamiento, se deben buscar
las opciones mas seguras sin olvidar que todas ellas escon-
den un riesgo. Sin embargo, el conocimiento de las conse-
cuencias que los cambios fisiologicos de nuestra paciente
tendran en el comportamiento farmacocinético del farmaco
seleccionado reducira de manera significativa los riesgos e
incrementara el éxito terapéutico.
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Revista Veterinaria mantiene su indice de impacto

Noticias de Scimago Research Group (Scimago Journals & Country Ranks, Scopus-
Elsevier) comunican que la publicacion de nuestra casa, Revista Veterinaria, aumento6 su
indice de impacto. El indice SJR mide la influencia cientifica (impacto) del articulo de
una revista, expresando cuan importante es el “articulo promedio” de la publicacion en
la discusion cientifica global (sistema Thomson Reuters).

Para nuestra revista, tal indicador habia sido de 0,03 entre 2008 y 2011, aumentando a
0,05 en 2012, 2 0,11 en 2013, a2 0,100 en 2017 y a 0,14 en 2022, Gltimo periodo evalua-
do.Asimismo, surge para nuestra publicacién un sostenido descenso del indicador que
relaciona “citas versus autocitas”, demostrando que los autores de los articulos estan
abandonando la practica de citar sus propias publicaciones anteriores.

Por ultimo, se advierte que seglin este portal, nuestra “Revista Veterinaria” contintia
siendo la tinica publicacion de esta rama de la ciencia que posee indice de impacto en
Argentina. Para el resto del cono sur tal distincion recae en Brasil, Chile, Colombia y
Venezuela. En revistas de veterinaria, a nivel mundial el mayor indice de impacto (2,911
puntos) recae en Annual Review of Animal Biosciences (Estados Unidos).

Fuente: https://www.scimagojr.com/journalsearch.php?q=7200153136&tip=sid&clean=0. Metrics based on
Scopus® data as of April 2023.
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Instrucciones a los autores

El siguiente es un compendio de las normas de publicacion. Se recomienda
examinar la version completa en la pagina web http://www.vet.unne.edu.ar

1. Formay preparacion de manuscritos

a. Lea atentamente las instrucciones y sigalas rigurosa-
mente, esto ayudard a que la revision y publicacion del
trabajo sea lo mas rapida posible.

b. Envie sus manuscritos como documentos en formatos
editables, preferiblemente como archivo .doc o .docx;
escritos en hojas A4 (210 x 297 mm) numeradas correl-
ativamenteen la parte inferior derecha, utilizando tipo
de letra Times New Roman tamafio 12 p., texto justi-
ficado, una columna, interlineado doble y margenes
de 3 cm.

c. Los manuscritos no deberan ser presentados simultanea-
mente a otra/s revista/s.

d. Se recomienda a los autores examinar algun ejemplar re-
ciente de la Revista Veterinaria con el fin de adecuarse
a su estilo y formato.

e. Los manuscritos se revisan previamente para garantizar
que la presentacion se ajuste al alcance de la revista y
que se cumplan los requisitos de idioma y formato.

f. Los manuscritos enviados para publicacion son evalua-
dos por dos revisores, pertenecientes a instituciones ed-
ucativas y/o de instituciones de investigacion nacional
como internacional.

g. El Comité Editorial decide sobre la aceptacion o rechazo
del manuscrito al considerar las criticas recibidas y las
correspondientes correcciones sugeridas por los revi-
sores.

h. Se invita a enviar nombres y contactos de correo elec-
tronico de 2 revisores con experiencia y/o publicaciones
en el area tematica y sin conflicto de intereses (que no
sea miembro de su universidad, ni alguien con quien
haya publicado o colaborado en los ultimos 3 afios).

Los articulos podran estructurarse acorde a las siguien-
tes categorias:

Trabajos de Investigacion, Comunicaciones Breves y
Revisiones Bibliograficas.

2. Trabajos de Investigacion

Son aportes originales que por la magnitud de los nuevos
conocimientos generados requieren amplio desarrollo,
detallada descripcion metodologica, pertinente trata-
miento estadistico y adecuada discusion de los resulta-
dos. Las secciones del articulo responderan al siguiente
ordenamiento: titulo, autores, institucion (con direccion),
resumen, palabras clave, introduccion, material y mét-
odos, resultados, discusion (o resultados y discusion),
agradecimientos y referencias. Los subtitulos principales
(introduccion, material y métodos, resultados, discusion

y referencias) se escribiran sobre el margen izquierdo
(sin sangria), en negrita con letra inicial en mayuscula
y el resto ira en mintscula. Se recomienda que el niime-
ro de referencias bibliograficas no exceda las 30, que el
numero de autores no supere los 10 y que el nimero de
paginas, incluidas tablas y figuras, no sea superior a 25.

Titulo

El titulo debe ser conciso, pero suficientemente infor-
mativo del contenido del trabajo, no debiendo superar
los 150 caracteres, incluidos los espacios. Escriba en
minusculas, excepto la primera letra (tipo oracion), re-
saltado en negrita, sin abreviaturas, sin subrayar y cen-
trado. Géneros y especies, asi como vocablos latinos,
iran en cursiva. En el siguiente renglon, proporcione
un titulo abreviado de hasta 50 caracteres, incluidos los
espacios.

El apellido de los autores se consignara en minuscu-
las, excepto la primera letra, seguido de las iniciales
del nombre con punto. Separe a los coautores por una
coma. En el renglon siguiente escriba las institucion/
nes a la que pertenecen los autores, incluyendo direc-
cion postal, correos electronicos validos y nimeros
ORCID. Indique con nimeros (superindices) los lug-
ares detrabajo de cada uno de los autores. Use un aster-
isco (*) que identifique al unico autor de corresponden-
cia y proporcione su correo electronico. Se recomienda
que la cantidad de autores sea coherente con la magni-
tud e importancia de la investigacion. Se recuerda que
las normas internacionales establecen como autores a
aquellos cuya contribucion fue esencial en la concep-
cion del trabajo, disefio experimental, interpretacion de
los resultados y redaccion del articulo, por lo cual asu-
men la responsabilidad cientifica y legal de los con-
tenidos vertidos en el mismo. Las personasque hayan
colaborado en la toma de muestras, revision del
manuscrito, correccion idiomatica y otrostrabajos co-
laterales deben consignarse en Agradecimientos, con
indicacion de la labor realizada.

Resumen

Los articulos presentados en espafiol e inglés deberan
incluir resimenes en ambos idiomas (Resumen y
Abstract) y los trabajos escritos en portugués inclu-
iran resimenes en portugués (Resumo) ¢ inglés. Los
resimenes no deben exceder las 300 palabras y con-
tendran una sinopsis del objetivo, metodologia, resul-
tados y conclusiones (con expresiones numéricas y
significacion estadistica si correspondiere). Escriba
en forma corrida, sin puntos y aparte. Encabece cada
resumen con el titulo del trabajo en sendos idiomas y, a
renglon seguido, hasta seis palabras clave (key words,
palavras chave) o grupos de palabras, separadas por
comas. Evite el uso corriente de términos técnicos de
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significado restrictivo (significativo, correlacion, nor-
mal, aleatorio, muestra, etc). Los resiimenes no deben
contener citas bibliograficas, tablas o figuras.

Introduccion

Sera breve y en ella se detallara en forma concisa los
antecedentes, el origen del problema investigado y su
importancia, reservando el Gltimo parrafo para describir
el objetivo del trabajo. La introduccion debe asumir el
fundamento l6gico del estudio, sin incurrir en revisiones
extensas sobre el tema. Cada parrafo se iniciara con una
sangria de 12 mm. Toda sigla o abreviatura inusual que
se repita en el texto debera ser aclarada al usarla por
primera vez. Dentro del texto, coloque las citas en el
sistema nombre-afio, generalmente entre paréntesis,
como (Volkoff 2006). En caso de citas multiples dentro
de un solo paréntesis, ordene cronoldgicamente a partir
de la mas antigua a la mas reciente y si varias citas son
del mismo ano, ordénelas alfabéticamente. Dos o mas
articulos del mismo autor/es en el mismo afio deben dis-
tinguirse con letras (a, b, ¢, etc.) después del afio. Dos
autores: use “y” (“and” en textos sometidos en inglés)
entre apellidos, y en caso de tres o mas autores: use el
apellido del primer autor seguido de “et al.” (sin cursiva
y sin separar el afio de publicacion por una coma). Citas
multiples dentro de un solo paréntesis seran separadas
por coma. Ejemplo: (Hernandez et al. 2012a,b, Rovira
2012, Slanac et al. 2014, Mussart y Rosas 2022).

Material y Métodos

Describa los sujetos u objetos estudiados, asi como los
procedimientos efectuados, de tal manera que otro in-
vestigador pueda reproducir el experimento y obtener
resultados semejantes. Solo se describiran in extenso
los métodos nuevos o las modificaciones introducidas
a métodos preexistentes, pudiendo los restantes refer-
irse con la denominacion usual de la técnica o una cita
bibliografica. Podran utilizarse subtitulos, por ejemplo:
Sujetos experimentales, Toma de muestras, Técnicas
de laboratorio. Es importante que se indique el disefio
experimental y los analisis estadisticos realizados, con
el correspondiente nivel de significancia. Cuando cor-
responda, esta seccion debe indicar el Comité de Etica
que evalud las normas que fueron adoptadas para el
mantenimiento y tratamientos experimentales de ani-
males.

Resultados

Exprese los resultados en forma concreta, clara y
secuencial, siendo aconsejable el uso de tablas y figuras.
No incluya datos cuya obtenciéon no esté descrita
en la metodologia. No repita en el texto los datos
consignados en tablas y figuras. De resultar necesario,
incorpore subtitulos en el texto. Los datos numéricos
y las unidades de magnitud podran ser expresados con
su denominacion usual (sistema métrico decimal) o
aplicando el SI (sistema internacional de unidades). Se
recuerda que, salvo excepciones, la mayoria de las
unidades se escriben en mintsculas (excepto las
derivadas de nombres propios), sin punto y solamente
en singular. Los decimales se separaran con coma
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(espafiol, portugués) o con punto (inglés). Podra
optarse por la presentacion conjunta de “Resultados
y Discusion”. Gramaticalmente se sugiere el uso
del modo indicativo, tanto en tiempo presente (“este
hallazgo indica que...””) como pretéritos en voz pasiva
(“los animales fueron examinados...”), utilizando el
modo condicional cuando resultare necesario (“la
alteracion hallada seria similar a la descrita por...”).

Tablas y Figuras, de tamafio compatible con la caja de
la Revista, se numeraran correlativamente en arabigos,
con leyendas superior e inferior respectivamente, in-
sertadas en el lugar donde se desea que aparezcan. Se
confeccionardn con el mismo tipo de letra usado en el
texto, en blanco y negro, sin sombreado, sin marco. La
cantidad de tablas y figuras no debera ser excesiva y
guardara relacion con la indole del trabajo. Todas de-
beran estar citadas en el texto y sus leyendas deberan
ser suficientemente explicativas del contenido. Las tab-
las se estructurardn sin lineas verticales ni horizontal-
es interiores, remarcando las diferencias significativas
y evitando que el exceso de datos las torne confusas.
Para las notas al pie de la tabla, utilice letras minuscu-
las en superindice o asteriscos para indicar la signifi-
cacion estadistica. Las figuras seran graficos, dibujos o
mapas, asi como fotografias con buen contraste. Evite
fotografias aisladas agrupandolas en figuras. Las figu-
ras seran enviadas como archivos de formato estandar
(TIFF, JPEG, GIF) y de alta calidad (300 dpi). En la
edicion impresa las figuras seran reproducidas en escala
de grises mientras que en la edicion On-line las figuras
seran reproducidas en colores.

Discusion

La discusion debe girar en torno a la interpretacion
de los hallazgos, sin repetir datos consignados en
Resultados. Se centrard exclusivamente a confrontar
con objetividad los nuevos conocimientos en el con-
texto de los antecedentes previos, asi como a elaborar
predicciones que puedan dar lugar a nuevas hipotesis.
No deben omitirse los hallazgos contradictorios ni so-
slayarse las limitaciones del estudio. El ultimo parrafo
deberd contener la pertinente conclusion, donde se
resaltaran los aportes mas importantes de la inves-
tigacion, los cuales deberan guardar estrecha relacion
con los objetivos planteados. No emita conclusiones
que excedan el marco de los resultados.

Agradecimientos

Se mencionaran a las personas o entidades que colab-
oraron en el desarrollo del trabajo (apoyo financiero,
técnico o de otra indole), con expresa mencion del tipo
de ayuda proporcionada.

Referencias

Todas las referencias del cuerpo del trabajo deben estar
citadas en la bibliografia, y ésta no debera contener mas
referencias que las consignadas en el texto. Podran lis-
tar publicaciones periddicas, libros, tesis, anales de re-
uniones cientificas y trabajos On-line siguiendo las nor-
mas Citing Medicine (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
books/NBK7256/) y nombres abreviados en National
Library of Medicine (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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nlmcatalog/journals/) o (https://academic-accelerator.
com/Journal-Abbreviation-Search-Engine).

12. Ejemplos de Referencias:

Importante. Este es un cambio con respecto a nuestras
pautas anteriores y estara vigente a partir de enero de
2023.

Se listaran por orden alfabético de autores.

Articulo de revista:

Volkoft H. The role of neuropeptide Y, orexins, cocaine
and amphetamine-related transcript, cholecystokinin,
amylin and leptin in the regulation of feeding in fish.
Comp. Biochem. Physiol. Part A Mol. Integr. Physiol.
20006; 144: 325-331.

Volkoff H. The neuroendocrine regulation of food
intake in fish: a review of current knowledge. Front.
Neurosci. 2016; 10: 1-31.

Volkoff H, Canosa LF, Unniappan S, Cerda-Reverter
JM, Bernier NJ, Kelly SP, Peter RE. Neuropeptides
and the control of food intake in fish. Gen. Comp.
Endocrinol. 2005; 142(1-2): 3-19.

Libro:

Martin M. Small animal ECGs: an introductory guide.
3rd ed. Oxford (UK): John Wiley & Sons; 2015. p. 156.

Capitulo de libro:

Brooks M. von Willebrand disease. In: Feldman BF, Zinkl
JG, Jain NC, editors. Schalm’s veterinary hematology.
5th ed. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins;
¢2000. p. 509-15.

Tesis de Doctorado o Maestria:

Gutiérrez JE. Acciones de la leptina sobre la absorcion
de galactosa en el intestino del ternero. Tesis Doctoral
(o PhD o MSci), Universidad Nacional del Nordeste,
Corrientes, Argentina. 2003. p. 80-91.

Actas de congresos y conferencias:

Goémez HF, Candia RJ. Efectos del acido metacresol
sulfonico en las ulceras granulomatosas del caballo.
XXIIT Sesion de Comunicaciones Cientificas, Facultad
de Ciencias Veterinarias UNNE, Corrientes, Argentina.
2002. p. 72-73.

Recursos en internet:

Villagran EN. Estrategias de venta del ganado
bovino de los pequeiios y medianos productores
ganaderos del Dpto. Chamical. Tecnodrido. 2022;
4 (6): 57-61. Disponible en: http://hdl.handle.
net/20.500.12123/12759. Ultimo acceso #### 2022.

13. Comunicaciones Breves

Son reportes que requieren rapida publicacion (primer
hallazgo), o bien investigaciones cortas, informes de
avance de proyectos, descripcion de nuevas técnicas,
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datos de casuistica y -en general- abarcaran la difusion
de nuevos conocimientos factibles de ser compendia-
dos. Responderanen lo posible a la estructura del tra-
bajo de investigacion, aunque sin los titulos de las sec-
ciones (excepto para los resumenes en ambos idiomas
y referencias), pudiendo contener hasta una tabla y una
figura. Se recomienda que el nimero de referencias no
supere las 15, el numero de autores no supere los 10 y
que la extension maxima no supere las 3000 palabras.

Revisiones Bibliograficas

Son compilaciones actualizadas donde se contemplan
distintas opiniones sobre un mismo tema, implican-
do un exhaustivo examen de todos los conocimientos
publicados al respecto y la elaboracion de conclusiones
propias a partir de una discusion critica, requiriéndose
que el autor o los autores tengan amplia experiencia
en el tema. Contendran resimenes en ambos idiomas
y se dividiran en secciones que incluyan: objetivos,
subtitulos por temas (donde se efectiie la discusion de
los hallazgos y se elaboren predicciones en torno a la
cuestion), conclusiones y referencias (por lo menos
contendra 60 citas bibliograficas). Podran incluir has-
ta 5 tablas y 5 figuras, sin exceder 50 paginas dacti-
lografiadas. Tablas y Figuras deben ser originales, caso
contrario tendran que estar acompafiadas del permiso
escrito de los autores para su reproduccion.

Envio de manuscritos

Los manuscritos deberan enviarse a la Direccion de la
Revista Veterinaria, Facultad de Ciencias Veterinarias-
UNNE, Sargento Cabral 2139, Corrientes (3400),
Argentina. E-mail: revista@vet.unne.edu.ar. Debera
acompafiarse una solicitud de publicacion firmada en
conformidad por todos los autores del trabajo y una lis-
ta de verificacion (copyright), donde las publicaciones
pasan a ser propiedad de la revista. Los autores de-
beran retener copia de todo el material enviado ya que
la Revista NO seresponsabiliza por dafio o pérdida de
trabajos enviados.

En caso de tener inconvenientes por esta via contac-
tarse mediante correo electronico a: Administracion de
la Revista Veterinaria - secadm@vet.unne.edu.ar

Los autores deberan prestar preferencial atencion al
corregir la version final del articulo (prueba de impren-
ta), pues sera publicada textualmente.

Las copias podran ser obtenidas a partir de la pagina
web citada precedentemente.

No se aceptaran trabajos efectuados sobre animales
que no hayan respetado las normas éticas en vigen-
cia  (http://medicinabuenosaires.com/vol56-96/5/an-
imalesdexp.htm). Las afirmaciones vertidas en los
trabajos seran de exclusiva responsabilidad de los au-
tores.
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Instructions to authors

Instruction to authors (brief version)

Form and preparation of manuscripts

a. Please read the instructions carefully and follow them
strictly, this will help the review and publication of the
work to be as fast as possible.

b. Submit your manuscripts as documents in editable for-
mats, preferably as a .doc or .docx file; written on A4 sheets
(210 x 297 mm) numbered consecutively in the lower right
corner, using Times New Roman font, size 12 p., justified
text, one column, double spacing and 3 cm margins.

c. Manuscripts should not be simultaneously submitted to
another journal/s.

d. Authors are recommended to examine a recent issue of
the Revista Veterinaria in order to adapt to its style and
format.

d. Manuscripts are pre-reviewed to ensure submission fits
within the scope of the journal and that language and for-
mat requirements are met.

F. Manuscripts sent for publication are evaluated by two
reviewers from to educational institutions and/or national
and international research institutions.

g. The Editorial Committee decides on the acceptance or
rejection of the manuscript when considering the criticisms
received and the corresponding corrections suggested by
rewievers.

h. You are invited to submit names and email contacts of 2
reviewers with experience and/or publications in the sub-
ject area and without conflict of interest (who must not be a
member of your university, or someone you have published
or collaborated with in the last 3 years).

Articles may be structured according to the following cat-
egories:

Research Article, Short Communications and Bibliographic
Reviews.

Research Articles

They are original contributions that, due to the magnitude
of the new knowledge generated, require extensive devel-
opment, detailed methodological description, pertinent sta-
tistical treatment and adequate discussion of the results. The
sections of the article will respond to the following ordering:
title, authors, institution (with address), abstract, keywords,
introduction, material and methods, results, discussion (or
results and discussion), acknowledgments and references.
The main subheadings (introduction, material and methods,
results, discussion and references) will be written on the left
margin (without indentation), in bold with an initial capital
letter and the rest will be in lowercase. It is recommended
that the number of bibliographical references does not ex-
ceed 30, a maximum number of 10 authors per paper and
that the number of pages, including tables and figures, does
not exceed 25.

Title

The title must be concise, but sufficiently informative of the
content of the work, and must not exceed 150 characters,
including spaces. Type in lowercase, except for the first let-
ter (sentence type), bold highlighting, no abbreviations, no
underlining, and centered. Genres and species, as well as

Latin words, will be in italics. On the next line, provide an
abbreviated title of up to 50 characters, including spaces.

The authors’ last name will be entered in lower case, ex-
cept for the first letter, followed by the initials of the name
with a period. Separate co-authors by a comma. In the next
line write the institution(s) to which the authors belong, in-
cluding postal address, valid emails and ORCID numbers.
Indicate with numbers (superscripts) the workplace of each
author. Use an asterisk (*) to identify the sole author of
correspondence and provide their email. It is recommend-
ed that the number of authors be consistent with the mag-
nitude and importance of the research. It is recalled that
international standards establish as authors those whose
contribution was essential in the conception of the work,
experimental design, interpretation of the results and writ-
ing of the article, for which they assume the scientific and
legal responsibility of the contents poured into it. The peo-
ple who have collaborated in taking samples, reviewing the
manuscript, language correction and other collateral work
should be mentioned in Acknowledgments, indicating the
work done.

Abstract

Articles submitted in Spanish and English must include
abstracts in both languages (Resumen and Abstract) and
papers written in Portuguese will include abstracts in
Portuguese (Resumo) and English. The abstracts must not
exceed 300 words and will contain a synopsis of the objec-
tive, methodology, results and conclusions (with numerical
expressions and statistical significance if applicable). Write
in continuous form, without periods and asides. Head each
abstract with the title of the work in both languages and,
immediately after, up to six keywords or groups of words,
separated by commas. Avoid the common use of technical
terms with a restrictive meaning (significant, correlation,
normal, random, sample, etc). Abstracts should not contain
bibliographic citations, tables or figures.

Introduction

It will be brief and it will concisely detail the background,
the origin of the researched problem and its importance,
reserving the last paragraph to describe the objective of the
work. The introduction should assume the logical founda-
tion of the study, without incurring in extensive reviews on
the subject. Each paragraph will start with an indentation
of 12 mm. Any unusual acronym or abbreviation that is re-
peated in the text should be clarified when using it for the
first time. Within the text, place citations in the name-year
system, usually in parentheses, such as (Volkoff 2006). In
case of multiple citations within a single parenthesis, order
chronologically from oldest to most recent, and if multiple
citations are from the same year, order them alphabetical-
ly. Two or more articles by the same author/s in the same
year must be distinguished with letters (a, b, c, etc.) after
the year. Two authors: use “and” between last names, and
in case of three or more authors: use the last name of the
first author followed by “et al.” (without italics and without
separating the year of publication by a comma). Multiple
citations within a single parenthesis will be separated by
commas. Example: (Hernandez et al. 2012a,b, Rovira
2012, Slanac et al. 2014, Mussart and Rosas 2022).



Instructions to authors

Material and methods

Describe the subjects or objects studied, as well as the pro-
cedures carried out, in such a way that another researcher
can reproduce the experiment and obtain similar results.
Only the new methods or the modifications introduced to
pre-existing methods will be described in full, and the rest
can be referred to with the usual name of the technique or
a bibliographical citation. Subtitles may be used, for ex-
ample: Experimental subjects, Sampling, Laboratory
techniques. It is important to indicate the experimental
design and the statistical analyzes performed, with the cor-
responding level of significance. When applicable, this sec-
tion should indicate the Ethics Committee that evaluated
the standards adopted for the maintenance and experimen-
tal treatments of animals.

Results

Express the results in a concrete, clear and sequential way,
the use of tables and figures is advisable. Do not include
data whose collection is not described in the methodolo-
gy. Do not repeat in the text the data contained in tables
and figures. If necessary, incorporate subheadings into the
text. The numerical data and the units of magnitude may
be expressed with their usual denomination (decimal met-
ric system) or by applying the SI (international system of
units). Remember that, with few exceptions, most units are
written in lower case (except those derived from proper
names), without a point and only in the singular. Decimals
will be separated with a comma (Spanish, Portuguese) or
a period (English). You may opt for the joint presentation
of “Results and Discussion”. Grammatically, the use of
the indicative mood is suggested, both in the present tense
(“this finding indicates that...””) and past tense in the passive
voice (“the animals were examined...”), using the condi-
tional mood when necessary (“the alteration found would
be similar to that described by...”).

Tables and Figures, of a size compatible with the Journal
box, will be numbered consecutively in Arabic, with upper
and lower legends respectively, inserted in the place where
you want them to appear. They will be made with the same
font used in the text, in black and white, without shading,
without a frame. The number of tables and figures should
not be excessive and will be related to the nature of the
work. All must be cited in the text and their legends must
be sufficiently explanatory of the content. The tables will
be structured without interior vertical or horizontal lines,
highlighting the significant differences and avoiding that
the excess of data makes them confusing. For table foot-
notes, use superscript lowercase letters or asterisks to in-
dicate statistical significance. The figures will be graphs,
drawings or maps, as well as photographs with good con-
trast. Avoid isolated photographs by grouping them into
figures. The figures will be sent as standard format files
(TIFF, JPEG, GIF) and high quality (300 dpi). In the print-
ed edition the figures will be reproduced in grayscale while
in the online edition the figures will be reproduced in color.

Discussion

The discussion should revolve around the interpretation of
the findings, without repeating data recorded in Results.
It will focus exclusively on objectively confronting new
knowledge in the context of previous antecedents, as well
as making predictions that may give rise to new hypoth-
eses. Conflicting findings should not be omitted or lim-
itations of the study overlooked. The last paragraph must
contain the pertinent conclusion, where the most important
contributions of the research will be highlighted, which
must be closely related to the proposed objectives. Do not
draw conclusions that exceed the framework of the results.
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Short Communications

They are reports that require rapid publication (first finding),
or short investigations, project progress reports, descrip-
tion of new techniques, casuistry data and -in general- they
will cover the dissemination of new knowledge that can be
summarized.. The organization of Short Communications
will have the same structure as that of Research Articles
although the titles of the different sections may be avoided
(except for the abstracts in both languages, as well as refer-
ences). It can contain up to a table and a figure. It is recom-
mended that the number of bibliographical references does
not exceed 15, a maximum number of 10 authors per paper
and that the maximum length does not exceed 3000 words.

Bibliographic Reviews

They are updated compilations where different opinions on
the same subject are contemplated, implying an exhaustive
examination of all the knowledge published in this regard
and the elaboration of their own conclusions from a critical
discussion, requiring that the author or authors have exten-
sive experience in the subject. They will contain summa-
ries in both languages and will be divided into sections that
include: objectives, subtitles by topic (where the findings
are discussed and predictions are made around the issue),
conclusions and references (it will contain at least 60 bibli-
ographical citations). They may include up to 5 tables and
5 figures, without exceeding 50 typed pages. Tables and
Figures must be original; otherwise they must be accom-
panied by the written permission of the authors for their
reproduction.

Instructions to authors

Manuscript submission

Manuscripts should be sent to the E-mail: revista@vet.
unne.edu.ar A request for publication signed in accordance
by all the authors of the work and a checklist (copyright)
must be attached, where the publications become the prop-
erty of the journal. Authors should keep a copy of all the
material sent since the Journal is NOT responsible for dam-
age or loss of works sent.

In case of having inconveniences in this way, contact
by email to: Administration of the Revista Veterinaria -
secadm@yvet.unne.edu.ar

The authors should pay preferential attention when correct-
ing the final version of the article (print proof), since it will
be published verbatim. Copies may be obtained from the
aforementioned website.

Work carried out with animals without respecting current
ethical standards (http://medicinabuenosaires.com/vol56-
96/5/animalesdexp.htm) will not be accepted. The state-
ments expressed in the works will be the sole responsibility
of the authors.
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