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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue realizar una revision de los efectos derivados del uso de monensina como
alternativa para afrontar con mayor éxito el periodo de transicién en vacas lecheras. En las vacas de leche,
la transicion de la prefiez al inicio de la lactacidn es un periodo critico que se caracteriza por presentar una
mayor incidencia de enfermedades. En este periodo, el riesgo de que se presenten trastornos metabdlicos y
enfermedades estd relacionado con el balance energético negativo en el que se encuentra la vaca, hecho que
conlleva una movilizacién de nutrientes desde las reservas tisulares. Una de las posibles soluciones para
mejorar el balance de nutrientes durante el periodo de transicién consiste en administrar ionéforos como la
monensina que actdan modificando la poblacién microbiana del rumen. Los efectos beneficiosos de la mo-
nensina se han asociado a la produccién de precursores gluconeogénicos a nivel ruminal, lo que originaria
mayor disponibilidad de glucosa y la consiguiente mejora del estatus energético. Con el uso de monensina, a
nivel sanguineo se ha observado un descenso de B-hidroxibutirato, y d4cidos grasos no esterificados. También
han sido atribuidos efectos beneficiosos sobre la funcionalidad hepdtica, la absorcion de ciertos minerales, la
funcién inmune y la excrecién de metano.

I.S.S.N.: 0213-5434
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En definitiva, el efecto positivo de la MON sobre el balance energético y la utilizacién de nutrientes reduci-
ria la movilizacién de reservas tisulares, minimizando el riesgo de desérdenes metabdlicos, mejorando la salud
y por tanto el rendimiento de la vaca lechera.

Palabras clave: ion6foros, metabolismo ruminal, vacas de leche.

ABSTRACT

The aim of this research was to carry out a review of the use of monensin in dairy cows as a choice to ap-
proach more successfully the transition period. In dairy cows, the transition for the pregnancy to the beginning
of lactation is a critical period which is characterized by display a higher incidence of diseases. The risk of
metabolic disorders and other diseases during this time is allied to the state of negative energy balance in which
the cow is, fact that involves a mobilization of nutrients from the tissue reserves. One of the possible solutions
to improve the nutrient balance during the transition period is based on dispense ionophores such as monensin
who modify the microbial population of the rumen. The beneficial effects of monensin have been associated
with the production of gluconeogenic precursors at the ruminal level which would lead to greater availability of
glucose and the consequent improvement of the energetic status. At the blood level it has been noted a decrease
of B-hydroxybutyrate and non-esterified fatty acids. Beneficial effects have also been attributed to liver func-

tion, absorption of certain minerals and immune function.
In brief, the positive effect of monensin on the energy balance and the use of nutrients would reduce the
mobilization of tissue reserves, playing down the risk of metabolic disorders, improving the health and there-

fore the performance of the dairy cow.

Key words: ionophores, ruminal metabolism, dairy cow.

INTRODUCCION

El sector ldcteo europeo y nacional, se en-
cuentra actualmente en una dificil situacion,
consecuencia del desequilibrio del mercado y
de la caida de los precios pagados a los produc-
tores. Desde el 1 de abril de 2015, con el final
de la cuota lactea, la produccién se encuentra
liberalizada, no existiendo una restriccion de
la produccion en los estados miembros de la
Unién Europea que corrija el desequilibrio exis-
tente entre la oferta y la demanda de leche. Por
tanto, el sector lacteo tiene que hacer frente a
una gran volatilidad del precio de la leche, ade-
mds del impacto de la variabilidad del precio
de la energia y de las materias primas (MARM,
2016). Asi, los productores necesitan abordar
estrategias que mejoren su competitividad. En
este sentido, la salud de las vacas es crucial para
la rentabilidad de una explotacién, ya que va a
determinar su produccién y su longevidad, y
por tanto el periodo en el que el ganadero podra
amortizar su inversion.

DESAFIOS METABOLICOS DURANTE
EL PERIODO DE TRANSICION

Uno de los momentos mas criticos en el ciclo
productivo de la vaca lechera es el periodo de
transicion, definido como el periodo entre las tres
semanas previas al parto y las tres semanas pos-
teriores (Grummer, 1995). En el periodo de tran-
sicién se combinan condiciones que comprome-
ten la salud de la vaca, como son: una disminu-
cién de la ingesta de alimento que coincide con
un aumento de los requerimientos de nutrientes
(Ingvartsen & Andersen, 2000); un aumento en
la demanda de calcio con el inicio de la lacta-
cién (Horst, 1986); el estrés asociado al parto y
cambios del lote; cambios endocrinos asociados
al inicio del parto, lactogénesis y reanudacién de
la ciclicidad ovdrica; y cambios en la dieta y en
el comportamiento asociado al consumo de ali-
mento (Kessel, Strohel, Meyer, Hiss, Sauerwein,
Schwarz & Bruckmeyer, 2008).

La importancia de este periodo se ha reco-
nocido en numerosos articulos, ya que es donde
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se presenta una mayor incidencia de enferme-
dades (mastitis, cetosis, trastornos digestivos,
cojeras, etc.) (Ingvartsen, Dewhurst & Friggens,
2003). Ademds, los problemas de salud de la
vaca normalmente no son eventos aislados, sino
que un trastorno primario de salud suele desen-
cadenar una secuencia de trastornos en cascada.
Por ejemplo, las vacas con excesiva condicién
corporal en el periodo seco tienen mds probabi-
lidad de desarrollar higado graso (Bobe, Young
& Beitz, 2004) o de sufrir hipocalcemia (Houe,
Ostergaard, Thilsing-Hansen, Jorgensen, Lar-
sen, Sorensen, Agger & Bloom, 2001; Oster-
gaard, Sorensen & Houe, 2003). A su vez, la
hipocalcemia exacerba la inmunosupresién (Du-
cusin, Uzuka, Satoh, Otani, Nishimura, Tanabe
& Sarashina, 2003; Kimura, Reinhardt & Goff,
2006), y puede afectar a la eficiencia reproduc-
tiva, ya que las vacas que experimentan hipocal-
cemia presentan un mayor riesgo de enfermedad
uterina y un retraso en la primera ovulacién pos-
parto (Witheford & Sheldon, 2005).

Por tanto, el éxito con el que la vaca atra-
viese el periodo de transicién va a condicionar
su productividad durante la lactacién. Sin em-
bargo, dicha productividad no solo se debe al
descenso de la produccién sino también a la
eliminacién de animales a causa de la presenta-
cion de enfermedades durante este periodo tan
critico. Por otro lado, para lograr el objetivo
econdémico de prefiez dentro de los 120 dias
tras el parto, se debe restablecer un ciclo estral
regular, el cual es el resultado de un complejo
de interacciones y de sefializaciones endocrinas
entre cerebro, higado, ovarios y utero (Wathes,
Fenwick, Cheng, Bourne, LLewellyn, Morris,
Kenny, Murphy & Fitzpatrick, 2007). Por ello,
los trastornos que tienen lugar en el periodo de
transicién tienen consecuencias sobre la renta-
bilidad del productor mucho después de que
esta fase finalice.

Durante la lactacién temprana, la glandula
mamaria exige un requerimiento de nutrientes
superior al que es capaz de obtener a través
de la ingestién de alimento, originando una si-

tuacién de balance energético negativo. Como
consecuencia, la deficiencia de nutrientes se
satisface mediante la movilizacién de reser-
vas corporales (lipidos, proteinas, glucégeno
y minerales) (Sovani, Heuer, Van Straalen &
Noordhuizen, 2000). Actualmente, existe una
fuerte seleccidon genética en las vacas de leche
a favor de su capacidad para aumentar su pro-
duccién convirtiéndolas en verdaderas “atletas
metabdlicas”, como las denominan Chalupa y
Harrison (1996).

Segun la curva de produccién de leche es-
tandar en la vaca (Figura 1), tras el parto, se es-
pera que la produccién aumente hasta alcanzar
el pico de maxima produccién, momento a par-
tir del cual comienza a descender. Por ello, la
condicién corporal (CC) va disminuyendo du-
rante los primeros 2-3 meses, hasta el punto en
que la vaca empieza a consumir suficiente para
la produccién y la CC comienza a recuperarse
(Coffey, Simm, Hill & Brotherstone, 2003).

La repercusién del balance energético nega-
tivo puede verse reflejado en las concentracio-
nes circulantes de dcidos grasos no esterificados
(NEFA) y PB-hidroxibutirato (BHB) (LeBlanc,
2010). La concentracién de NEFA refleja la
magnitud de movilizaciéon de grasa desde los
dep6sitos corporales y el nivel de ingesta de
alimento (Adewuyi, Gruys & Van Eerdenburg,
2005). Los cuerpos ceténicos (BHB, acetona
y acetoacetato) son los metabolitos intermedia-
rios de la oxidacién de 4cidos grasos a ace-
til CoA; asi, el BHB refleja en qué grado se
completa la oxidacién de grasa en el higado
(LeBlanc, 2010). Conforme el aporte de NEFA
al higado supera la capacidad del higado para
oxidar completamente los 4cidos grasos para
aportar energia, la produccién de cuerpos ceto-
nicos aumenta (LeBlanc, 2010).

La dificultad en la adaptacién al balance
energético negativo puede predisponer a una
variedad de enfermedades (Herdt, 2000), a una
reduccion de la eficiencia reproductiva (Buc-
kley, O’Sullivan, Mee, Evans & Dillon, 2003;
Leroy, Vanholder, Mateusen, Christopher, Op-
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Figura 1. Variacion en el consumo de ma-
teria seca, produccion de leche y peso vivo
durante la lactacion de una vaca. (Adaptado
de Chamberlain y Wilkinson, 2002)

somer, De Kruif, Genicot & Van Soom, 2005;
Leblanc, 2008), y a una exacerbacién de la
inmunosupresién en el periparto (Van Kneg-
sel, De Vriesreilnigh, Meulenberg, Van Den
Brand, Dijkstra, Kemp & Parmentier, 2007).
Asi, segin LeBlanc (2010), la cetosis subcli-
nica (considerada cuando la concentracion sé-
rica de BHB es mayor a 1200 gmol/l) en la
primera o segunda semana después del parto
estd asociada con: un incremento de 3 a 8 ve-
ces el riesgo de desplazamiento de abomaso a
la izquierda (Oetzel, 2004); un riesgo 3 veces
mayor de metritis y de 4 a 6 veces mayor de
cetosis clinica (Duffield, Lissemore, Mcbride
& Leslie, 2009); una mayor probabilidad de
endometritis subclinica (Hammon, Evjen, Dhi-
man, Goff & Walters, 2006); y una duracién
y severidad incrementadas de mastitis (Suri-
yasathaporn, Heuer, Noordhuizen-Stassen &
Schukken, 2000).

Por otro lado, en cuanto al efecto de la ce-
tosis subclinica sobre la eficiencia reproductiva,
Walsh, Kelton, Duffield, Leslie, Walston y Le-
blanc (2006) observaban que vacas con niveles
de BHB en leche mayores a 1000 gmol/l en
la primera semana posparto tenian 1,5 veces
mds probabilidades de ser anovulatorias a las 9
semanas posparto. Estos mismos investigado-
res posteriormente, mostraban como vacas con

cetosis en la primera o segunda semana pospar-
to aumentaban el intervalo medio hasta quedar
gestantes, e incluso podia alargarse mas (hasta
130 dias) en vacas que tuvieron cetosis subcli-
nica tanto en la primera como en la segunda
semana de lactacion (Walsh, Leslie, Leblanc,
Kelton, Walton & Duffield, 2007).

UTILIZACION DE MONENSINA PARA
MEJORAR LA EFICIENCIA PRODUCTI-
VA EN VACAS DE LECHE

Una manera de ayudar a aliviar el balance
energético negativo de la vaca en el periodo de
transicion es mediante el uso de ionéforos, que
actian modificando la poblacién microbiana del
rumen (Bergen & Bates, 1984). Los iondforos
como la lasalocida y la monensina (poliéteres
carboxilicos) se han usado como aditivo ali-
mentario en vacuno desde la década de 1970
para mejorar la eficiencia alimentaria (Jerez,
Chihuailaf, Gai, Noro & Wittwer, 2014), entre
ellos, la monensina (MON) producida por una
cepa natural de Streptomyces cinnamonensis es
el mas cominmente utilizado (Duffield, Rabiee
& Lean, 2008). Sin embargo, con la entrada
en vigor del Reglamento 1831/2003 de 22 de
septiembre de 2003 sobre los aditivos en la ali-
mentacién animal, su uso como aditivo promo-
tor del crecimiento en pienso quedé prohibido
partir del 1 de enero de 2006. Actualmente la
MON es catalogada como sustancia antiinfec-
ciosos/antibidticos y su uso estd aprobado por la
Comisién Europea para su utilizacién en vacas
(Reglamento 37/2010 relativo a las sustancias
farmacolégicamente activas y su clasificacion
por lo que se refiere a los limites maximos de
residuos en los productos alimenticios de origen
animal). Debido a sus propiedades fisico-qui-
micas, la MON no se transfiere a la leche, por
lo que a las dosis recomendadas de utilizacidn,
no es detectada en la misma (Jerez et al., 2014).

La MON inhibe selectivamente el creci-
miento de bacterias mediante la alteracion de la
transferencia de iones a través de la membrana
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celular, siendo las bacterias Gram positivas mas
sensibles que las Gram negativas. De esta forma
provoca una disminucién de la microflora pro-
ductora de acetato y butirato, y un incremento de
la microflora que produce propionato, un percur-
sor gluconeogénico, resultando en un incremento
de la gluconeogénesis hepdtica. Asi, el mayor su-
ministro de glucosa se asume como el principal
beneficio de la suplementaciéon con MON (Mu-
1lins, Mamedova, Brouk, Moore, Green, Perfield,
Smith, Harner & Bradford., 2012). De hecho, en
vacas tratadas con MON se ha observado un au-
mento de la eficiencia del propionato para produ-
cir glucosa y un disminucién de la oxidacioén de
glucosa en los tejidos corporales (Markantonatos
& Varga, 2017). Este efecto es importante en las
vacas de leche en el periodo de transicién, ya
que experimentan un incremento en la demanda
de glucosa y un descenso de su disponibilidad
(Petersson-Wolfe, Leslie, Osborne, Mcbride,
Bagg & Vessie, 2007). Por otro lado, observa-
ciones de algunos estudios han sugerido que los
efectos beneficiosos de la MON pueden ser in-
dependiente a los cambios en la gluconeogénesis
(Mullins et al., 2012). Asi, Markantonatos, Aha-
roni, Richardson & Varga (2009) observaron que
la MON no afectaba la produccién de propionato
en el rumen al medir su cinética durante el perio-
do del periparto.

Otros efectos atribuidos a la MON han sido
la menor digestién de la proteina en el rumen
con el consiguiente incremento de la disponibi-
lidad de la proteina alimentaria en el intestino
delgado (McGuffey, Richardson & Wilkinson,
2001), aunque se ha sugerido que estos efectos
pueden verse mds o menos limitados en fun-
cion del tipo de dieta (Tedeschi, Fox & Tylutki,
2003). También se ha observado una influencia
de la MON sobre las concentraciones séricas de
urea, produciendo un aumento en sus niveles
séricos (Duffield, Sandals, Leslie, Lissemore,
Mcbride Lumsden, Dick & Bagg, 1998) y se
sugiere que estd relacionado con su potencial
de incrementar la absorciéon de aminodcidos
en el intestino para su metabolismo hepatico

(Plaizier, Martin, Duffield, Bagg, Dick & Mc-
bride, 2000), aunque otra hipdtesis es que la
MON podria tener efectos beneficiosos sobre
la funcionalidad hepdtica y por tanto mejorar la
habilidad del higado para la produccién de urea
(Petersson-Wolfe et al., 2007).

Otras investigaciones sobre la vaca de tran-
sicion indican un efecto beneficioso de la MON
en la curva de ingesta de materia seca (IMS)
posparto (Shah, Schroeder, Strang & Green,
2008), lo que también contribuiria a mejorar la
salud, ya que el balance energético negativo en
las vacas en lactacién temprana con IMS mads
elevadas no es tan severo como en las vacas
con IMS inferiores (Bertics, Grumme, Cador-
niga-Valino & Stoddard, 1992). Sin embargo,
Duffield et al. (2008) tras la realizacion de un
meta analisis sobre los efectos de la MON con-
cluyen que el tratamiento de MON en vacas
lecheras disminuye la ingestion de materia seca,
y Peterson-Wolfe, Leslie, Osborne, McBride,
Bagg, Vessie, Dick & Duffieldet (2007) no en-
contraron diferencias en la ingestién de materia
seca entre vacas tratadas con MON Yy sin tratar,
por lo que el efecto de la MON sobre la inges-
tién no es muy claro.

Segtin Spears, Schricker y Burns (1989), el
tratamiento con MON también puede incremen-
tar la absorcion de Ca desde el intestino, asi
como la absorcion de Se (Costa, Gleed, Sanson,
Symonds & Allen, 1985) y Cu (Van Ryssen,
1991); estos minerales tienen un papel impor-
tante en los mecanismos de acciéon antioxidan-
tes. Deficiencias en selenio se han asociado con
un incremento en la incidencia de infeccién ute-
rina (Harrison, Hancock, Pierre, Conrad & Har-
vey, 1986), por lo que una mayor disponibilidad
de estos minerales podria modificar el riesgo de
enfermedad en el periparto.

Diferentes estudios han indicado efectos be-
neficiosos del tratamiento con MON sobre me-
tabolitos sanguineos, y pardmetros productivos
y reproductivos de la vaca en periodo de tran-
sicién, aunque los resultados entre estudios son
variables, dependiendo, entre otros factores, de
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la forma o el momento de administracién. Por
ejemplo, la MON puede aportarse en forma de
premezcla, que se aflade directamente al ali-
mento, o en forma de una cdpsula de liberacién
continua (CLC) como dispositivo intrarruminal
que se administra 3-4 semanas antes del parto.
Se ha especulado que la forma de premezcla
no pueda proporcionar los mismos beneficios
que la CLC, debido a la fluctuacién en la can-
tidad de principio activo en el rumen al dismi-
nuir el consumo de alimento en torno al parto
(Petersson-Wolfe et al., 2007). El dispositivo
intrarruminal libera lentamente el principio ac-
tivo en el rumen durante aproximadamente 100
dias (McGuffey et al., 2001), influyendo en el
metabolismo ruminal de la vaca durante la fase
de preparto y posparto.

En el caso de la MON suministrada en forma
de CLC, los estudios que se han llevado a cabo
para evaluar sus efectos sobre metabolitos san-
guineos, concluyen principalmente que produce
una reduccién en las concentraciones séricas de
BHB y NEFA (Duffield, Leblanc, Bagg, Leslie,
Ten Hag & Dick., 2003a; Peterson-Wolfe et al.,
2007; Mullins et al., 2012), mientras que los re-
sultados acerca de otros metabolitos como glu-
cosa, urea, y bilirrubina no son tan consistentes
(Duffield et al., 2008). También existen diferen-
tes estudios que indican que el uso de MON en
forma de premezcla reduce las concentraciones
séricas de BHB y NEFA (Thomas, Poe, Mcgu-
ffey, Mowrey & Allrich, 1993; Heuer, Schukken,
Jonker, Wilkinson & Noordhuizen, 2001; Valli-
mont, Varga, Arieli, Cassidy & Cummins, 2001)
y mejora la disponibilidad de glucosa (Arieli,
Vallimont, Aharoni & Varga, 2001).

El efecto positivo de la MON sobre el ba-
lance energético y la utilizacién de nutrientes
reduciria la movilizacion de reservas tisulares,
minimizando el riesgo de desérdenes metabo-
licos, mejorando la salud y por tanto el ren-
dimiento de la vaca. Por ello, diferentes auto-
res han indicado que el tratamiento con MON
tiene el potencial de reducir el riesgo de en-
fermedad posparto y aumentar la produccién

de leche (Duffield et al., 2008; Arieli, Dicken,
Dagoni, Spirer & Zamwel, 2008). Si bien, en
otros estudios se han encontrado una asociacién
negativa entre la utilizacién de MON y algunos
componentes de la leche como el porcentaje de
grasa (Duffield, Bagg, Kelton, Dick & Wilson,
2003b).

Algunos ensayos atribuyen un efecto bene-
ficioso de la MON sobre el sistema inmune, al
encontrar mayor tasa de anticuerpos especificos
de la diarrea virica bovina en vacas vacunadas
y tratadas con MON frente a las no tratadas
(Drong, Meyer, von Soosten, Frahm, Rehage,
Schirrmeier, Beer & Danicke, 2016). Reciente-
mente, en estudios realizados in vitro sobre la
fermentacién ruminal, Capelari, Johnson, La-
tack, Roth & Powers (2018) observaban una
disminucion de la produccién de metano al in-
corporar MON a la dieta de vacas lecheras.

A pesar de los posibles beneficios del uso
de MON, existen otros estudios en los que no
se han encontrado estos efectos beneficiosos
del tratamiento con MON, sobre pardmetros
productivos o reproductivos (Salar, Calisici,
Calisici, Bastan & Bastan, 2017), ni sobre ex-
crecién y utilizacién de nitrégeno, fésforo ni
azufre (Morris, Kim, & Lee, 2018). Esta dis-
cordancia entre resultados puede atribuirse a la
heterogeneidad de las condiciones en las que se
llevan a cabo los estudios y a la influencia de
numerosos factores, como la dieta, el manejo, o
la genética, entre otros.

En conclusién, aunque el tratamiento con
MON parece ser beneficioso para el sector va-
cuno lechero, la variacion de resultados entre
algunos de estudios realizados, hace necesario
ampliar el nimero de ensayos y el tamaiio de la
poblacién estudiada para poder evaluar eficaz-
mente la influencia de tratamientos con MON
autorizadas que puedan resultar de gran interés
para los productores, ya que un exitoso periodo
de transicion es fundamental para un adecuado
desarrollo del potencial productivo de la vaca
de leche y por tanto condiciona en gran medida
su rentabilidad.
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RESUMEN

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) actiian como regulador intracelular cuando se generan de forma
controlada en puntos concretos de la célula. Modifican la funcién de proteinas mediante la oxidacion reversible
de cisteinas. Hay quinasas y fosfatasas de proteinas, factores de transcripcion y canales iénicos que estdn regu-
lados por ROS. Estrés oxidativo y dafio celular aparecen cuando los mecanismos antioxidantes de proteccion
son incapaces de mantener bajo el nivel intracelular de ROS. En estas condiciones, ROS inducen pérdida de
viabilidad celular en patologias degenerativas de corazén y cerebro y promueven proliferacion celular ilimitada
en procesos tumorales. La alteracién de la funcién mitocondrial juega un papel clave en la generacion del estrés
oxidativo y por tanto es una diana terapéutica preferente para evitar o aminorar los dafios oxidativos producidos
por ROS.

Palabras clave: regulacion redox, estrés oxidativo, miocardiopatias, cancer, neurodegeneracion.

1 Esta revision es un resumen de informacién bdsica sobre ROS y un esbozo de su implicacién en las patologias que
se describen. El conocimiento actual es todavia muy incompleto.

I.S.S.N.: 0213-5434
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ABSTRACT

Reactive oxygen species (ROS) act as intracellular regulator when they are generated under control in
specific cell spots. They modify proteins function by cysteine reversible oxidation. There are protein kinases
and phosphatases, transcription factors and ionic channels that are regulated by ROS. Oxidative stress and cell
damage arise when the protection antioxidant mechanisms are unable to keep low the intracellular ROS level.
Under these conditions, ROS induce cell viability loss in heart and brain degenerative pathologies and promote
unlimited cell proliferation in tumor processes. Alteration of the mitochondrial function is a key player in the
oxidative stress generation and therefore it is preferential therapeutic target for prevention or attenuation of the

ROS-induced oxidative damage.

Key words: redox regulation, oxidative stress, cardiomyopathies, cancer, neurodegeneration.

INTRODUCCION

Moses Gomberg (1898) descubre la forma-
cién del radical trifenilmetilo y se considera
el padre de la quimica de los radicales libres.
Rebeca Gerschman (1954) propone que los
radicales superéxido (O,*) e hidroxilo (*OH)
son responsables del mecanismo de toxicidad
por oxigeno. Denham Harman (1956) postula
la teorfa del envejecimiento basada en la toxici-
dad de los radicales libres. Joe McCord e Irwin
Fridovich (1969) descubren la enzima superéxi-
do dismutasa (SOD). Chandra Mittal y Ferid
Murad (1977) prueban que O,*" induce activa-
cion de la enzima guanilato ciclasa y se forma
monofosfato de guanosina ciclica. Helmut Sies
(1985) acufia el concepto de “estrés oxidativo”
como el desequilibrio producido por el aumen-
to de especies oxidantes o la disminucion de
sistemas antioxidantes. A principios del siglo
XXI se comprueba que hay especies reactivas
de oxigeno (ROS) que intervienen en mecanis-
mos fisiolégicos (Buetler et al., 2004; Rhee,
2006). El interés por los temas relacionados con
ROS ha ido en aumento durante los dltimos
afios dada la importancia que tienen en diversos
campos relacionados con la Biomedicina.

RADICALES LIBRES Y ROS

Un radical libre es una especie quimica que
posee un electrén (e”) desapareado en la capa de
valencia de alguno de sus dtomos. Esto le otor-

ga una configuracion electrénica inestable que
lo hace muy reactivo porque tiende a reaccio-
nar con otras especies para estabilizarse. Tienen
una vida media corta (microsegundos) y actdan
en un sitio cercano al que se forman. Los radi-
cales libres de mayor interés biol6gico son de-
rivados de oxigeno o nitrégeno que poseen una
estructura de Lewis con nimero impar de e". El
acrénimo ROS se utiliza para referirse tanto a
radicales libres que contienen oxigeno como a
derivados que sin ser radicales libres son muy
reactivos como ellos. Es el caso de: anién pe-
roxido (O,7), peréxido de hidrégeno (H,0,) y
anién hidroxilo (OH") (Figura 1).

La produccién de pequeias cantidades de
ROS forma parte del metabolismo celular que
actiia como regulador de procesos activados por
hormonas, factores de crecimiento, citoquinas
y otros estimulos. Sin embargo, la produccién
incontrolada de ROS altera o destruye compo-
nentes celulares y modifica la expresion de ge-
nes (Droge, 2002; Lushchak, 2014; Schieber y
Chandel, 2014).

PAPEL DEL O, COMO FUENTE DE ROS

Los organismos superiores utilizan O,
para obtener la mayor parte de la energia que
precisan aunque esa necesidad de O, es po-
tencialmente toxica. La alta reactividad del
02, que le permite formar ROS, se debe a su
estado triplete (O,) cuya configuracién elec-
trénica es la de un birradical (¢O-Oe 6 bien
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Figura 1. Principales ROS de interés bioldgico. El O, en estado triplete tiene 2 e~ desapareados
en la capa de valencia. La reduccidn secuencial por la adicién de e~ da lugar a: radical supe-
roxido, anién peroxido, peréxido de hidrégeno, radical hidroxilo y anién hidroxilo. (tomado de:
Held, 2015).

O,) con capacidad para aceptar e". El O, en
estado singlete ('O,) es menos reactivo porque
no tiene e~ desapareados en la capa de valencia
(0=0). La situacién habitual en los procesos
de oxidacion-reduccion (redox) es la transfe-
rencia de 2e” del donador (reducido) al aceptor
(oxidado). Cuando el donador solo cede le™ al
aceptor O, se forma el radical O, que es muy
inestable y tiende a reaccionar. Si reacciona
con 6xido nitrico se forma anién peroxinitrito
que es otra especie muy reactiva. Si O,* cede
le™ a otro radical O se forma O, y O,° que
en presencia de 2H* genera H,O,. Hay una
reaccion toxica de descomposicion de H,O,
que se produce cuando hay niveles elevados.
H,0O, recibe le~ de Fe**a través de la reaccién
de Fenton: H O, + Fe** — *«OH + OH™ + Fe'*.
Se genera *OH que es un radical muy reactivo
con capacidad para oxidar proteinas, lipidos
y material genético de forma indiscriminada
(Lushchak, 2014).

REGULACION O ESTRES

Los efectos producidos por ROS dependen
de la intensidad, la duracién y el microentorno.
Un pequefio aumento transitorio en un punto
concreto de la célula sirve como regulador in-
tracelular para activar alguna funcién biolégica.
Sin embargo, una elevacién transitoria o créni-
ca de mayor entidad desencadena una respuesta
oxidativa que es propia de estados patolégicos.
Por eso, las células disponen de eficientes meca-
nismos antioxidantes que protegen de la poten-
cial toxicidad de ROS. Un antioxidante es una
molécula que impide la acumulacién de ROS en
cantidades perjudiciales o estimula mecanismos
endégenos para su eliminacién. Cuando el equi-
librio entre ROS y los sistemas antioxidantes
se desplaza a favor de las sustancias oxidantes
aparece el estrés oxidativo. El dafio oxidativo
es el efecto que se observa cuando los sistemas
antioxidantes de la célula son insuficientes para
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neutralizar la elevacién de ROS (Winterbourn y
Hampton, 2008; Lushchak, 2014).

FUENTES ENDOGENAS DE ROS

Los mecanismos de produccién de ROS en
los seres vivos se basan en la transferencia de
e y estdn fundamentalmente asociados al me-
tabolismo celular del O,.

NADPH oxidasa (NOX)

Es un complejo enzimadtico cuya funcién es
producir radical O,* a través de la reaccion:
NADPH + 20,7 — NADP* + 20,» + H*. El
producto de reaccion O,*” se transforma répi-
damente en H,O, que es mds estable y es la
especie que actda en la mayoria de casos. La
activacién de NOX puede inducirse por diver-
sos estimulos incluyendo: angiotensina II, en-
dotelina-1, interleuquina-1, factor a de necrosis
tumoral, factor 3 transformante del crecimiento,
factor de crecimiento del endotelio vascular, al-
teraciones metabdlicas, hipoxia-reoxigenacion
y estimulos mecdnicos. Las caracteristicas bio-
quimicas de NOX y su presencia en casi todo
tipo de células sugieren que es la principal fuen-
te productora de ROS cuando éstas intervienen
en procesos de regulacion redox (Dworakowski
et al.,2006). NOX en mamiferos constituye una
familia de 7 proteinas cuya expresion depende
del tipo de célula y de la localizacién subcelu-
lar. NOX?2 fue la primera isoforma descubierta,
se identific6 en leucocitos y es responsable de la
respuesta microbicida de las células fagociticas.
En algunos tipos de células hay co-expresion de
isoformas, asi células de musculo liso vascular
co-expresan NOX1 y NOX4 mientras que car-
diomiocitos y células endoteliales co-expresan
NOX2 y NOX4 (Bedard y Krause, 2007).

Cadena respiratoria mitocondrial

Un pequefio % del O, que entra en la mito-
condria para producir energia forma ROS como

producto no deseado. El poder reductor proce-
dente de la oxidacion de glucosa fluye en forma
de e a través de la cadena respiratoria siendo
los complejos I 'y III los mayores productores de
ROS. El primer radical que se forma es O,y
se genera cuando O, recibe le~ del donador lo
que supone una reduccién incompleta: O,” +
le- — O,*". La inestabilidad de O~ permite la
posterior formacién de H,0,, *OH y OH™ (Lus-
hchak, 2014).

Otras fuentes secundarias de produccién
de ROS incluyen: xantina oxidasa, monoami-
no oxidasa, 6xido nitrico sintasa desacoplada,
citocromo P450 oxidasa, ciclooxigenasa y li-
pooxigenasa.

FUENTES EXOGENAS DE ROS

La generacion de ROS puede proceder de
fuentes ajenas al metabolismo aerobio como
son: humo de tabaco, alcohol, contaminacion
ambiental, radiacion ultravioleta, radiaciones
ionizantes, exposicion a pesticidas, agentes qui-
micos, algunos farmacos, etc.

DEFENSAS FRENTE A ROS

Las células cuentan con mecanismos antioxi-
dantes tanto enzimaticos, que actdan directamen-
te sobre la especie téxica, como no enziméaticos
que reaccionan para dar otra especie mds estable
que se metaboliza o excreta. También se les co-
noce como atrapadores (scavengers en inglés).

Eliminacion de O

SOD estd presente en citosol (Cu/Zn-SOD)
y matriz mitocondrial (Mn-SOD) de las células
de todos los organismos animales y vegetales
que viven en condiciones aerobias. Cataliza la
dismutacién de O, a través de la reaccion:
20, + 2H'*— H,0, + O,. El coenzima Q,,
(CoQH,) de la cadena respiratoria también eli-
mina O, a través de la reaccion: CoQH, +
0,> — CoQ* + H0,.
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Eliminacién de H,0,

Glutatién peroxidasa cataliza la descompo-
sicion de H,O, cuando la concentracion es baja.
Requiere la presencia del tripéptido glutation
(GSH) que se transforma en glutatiéon oxida-
do (GSSG) a través de la reaccion: 2GSH +
H,0, — GSSG + 2H,0. Cuando la concentra-
cion de H,O, es alta interviene catalasa median-
te la reaccion: 2H,0, — 2H,O + O,. Peroxi-
rredoxina también descompone H,O, en H,O
estando su actividad regulada por cambios en
la fosforilacién y el estado redox del enzima.
Es responsable de los aumentos transitorios y
locales de H,O, (sefiales de H,0,) que actian
como regulador redox.

Eliminacion de *OH y peréxilo (ROOv)

Se consigue a través del antioxidante hi-
drosoluble vitamina C (4cido ascérbico) cuan-
do se oxida a 4dcido deshidroascorbico. La es-
pecie activa es el radical ascorbilo que es un
intermedio de la reaccion reversible de oxida-
cion. La eliminacidén a través del antioxidante
liposoluble vitamina E (tocoferoles) conlleva
la donacién de H y la pérdida irreversible de
moléculas de vitamina. CoQH, también impi-
de la peroxidacién de lipidos de membrana y
de lipoproteinas.

Tiorredoxina/tiorredoxina reductasa, gluta-
tion/glutation reductasa y glutarredoxina son
necesarias para mantener el equilibrio redox de
la célula.

IMPLICACION EN REGULACION
REDOX

El efecto regulador de ROS suele produ-
cirse a través de H,O, y se basa en la capaci-
dad para oxidar alguna cisteina de proteinas
diana. Hay cisteinas (Cys-SH) en determina-
das proteinas que se oxidan con facilidad por-
que el grupo tiol a pH fisiolégico estd como
anién tiolato (Cys-S°). Niveles bajos de H,O,

transforman reversiblemente Cys-S~en grupo
sulfénico (Cys-SOH) que es inestable y pro-
voca la formacién de puentes disulfuro inter-
e intramoleculares. En condiciones de estrés
oxidativo, Cys-SOH evoluciona a sulfinico
(Cys-SO,H) y sulfénico (Cys-SO,H) en un
proceso irreversible que provoca modificacio-
nes y dafios permanentes. Hay un mecanismo
indirecto que utiliza sensores redox que son
proteinas que se oxidan por ROS y al reducir-
se permiten la oxidacién de proteinas diana.
Cambios en la funcién de proteinas asociados
a la oxidacion reversible de Cys-S- constituyen
un mecanismo fisiolégico de regulacién redox.
La fuente productora de H,O, suele estar junto
a la proteina diana para que la accién sea ra-
pida y eficaz. Por otro lado, la acumulacién de
H,0, es transitoria porque se produce cuando
peroxirredoxina estd momentdneamente inac-
tiva por oxidacién o fosforilacién. El efecto
oxidativo sobre la proteina diana es igualmen-
te transitorio y desaparece por mecanismos
enzimdticos de reduccién que recuperan los
residuos Cys-S-. El mecanismo de regulacion
redox mds conocido es la inhibicién de fos-
fatasas de proteinas con tirosinas fosforiladas
que regulan numerosas rutas de transduccién
de sefiales. Las fosfatasas tienen una secuencia
conservada en el centro activo con Cys-S™ que
cuando se oxida origina pérdida de la acti-
vidad enzimadtica. La inhibicion reversible de
la actividad fosfatasa por oxidacién de Cys-S~
eleva el nivel de la quinasa correspondiente y
por tanto activa de forma indirecta la ruta de
transduccion. También puede darse activacion
directa de una quinasa por oxidacién de Cys-
S~ como ocurre en la quinasa Src, la actividad
quinasa del receptor de insulina o las quinasas
A, G y C de proteinas. Otros ejemplos inclu-
yen el efecto directo o indirecto sobre factores
de transcripcion como: HIF-1, Nrf2, NF-kB,
AP-1, STAT y la regulacion de canales i6nicos
(Winterbourn y Hampton, 2008; Finkel, 2011;
Schieber y Chandel, 2014).
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IMPLICACION EN MIOCARDIOPATIAS

Es un hecho constatable que la elevacién de
ROS indicativa de estrés oxidativo estd implica-
da en el desarrollo de algunas patologias graves
del miocardio.

Efectos de ROS en isquemia-reperfusion

La consecuencia mds grave de la isquemia
es la induccién de muerte celular que es in-
evitable e inmediata en el niicleo isquémico.
La region en riesgo que rodea al nticleo que-
da en situacién de hipoxia y es mds resisten-
te. Sin embargo, las maniobras de reperfusion
para mejorar la funcién cardiaca generan una
sobreproduccién de ROS en las mitocondrias
de los cardiomiocitos que es nociva. El origen
estd en la activacion de NOX y el mal funcio-
namiento de la cadena respiratoria que provoca
la isquemia y se potencian al reintroducir O, en
la reperfusion. El estrés oxidativo produce da-
flos directos en los cardiomiocitos tales como:
modificaciones irreversibles de componentes
celulares y activacién de enzimas proteoliticas.
También induce la apertura irreversible del poro
mitocondrial de permeabilidad transitoria que
da lugar a muerte celular por apoptosis y ne-
croptosis. La reperfusion aumenta la respuesta
inflamatoria de la isquemia activando la forma-
cion de mediadores proinflamatorios y molécu-
las de adhesién que contribuyen a la activacién
e infiltraciéon de leucocitos para generar mads
estrés oxidativo. La propia alteracién redox ac-
tiva factores de transcripcién que tienen efecto
cardioprotector. Uno de ellos es el factor de
hipoxia HIF-1 que en presencia de ROS activa
la transcripcién de genes que protegen de dafios
causados por la isquemia-reperfusion. El fac-
tor Nrf2 también protege del estrés oxidativo
que crea la isquemia-reperfusién activando la
transcripcion de genes relacionados con el equi-
librio redox de la célula. Los niveles bajos de
ROS que se generan después de la reperfusion
tienen una funcién protectora activando facto-

res de crecimiento que inducen proliferacién,
diferenciacién y migracién celular. Hay proce-
sos de reparacién que producen angiogénesis y
mejoran la funcién del 6rgano pero hay otros
que activan la formacién de tejido fibrético y
dependiendo de su extensién pueden originar
pérdida de contractilidad. El preacondiciona-
miento cardiaco es un mecanismo experimental
de cardioproteccion a través del cual periodos
breves de isquemia-reperfusion previos a una
isquemia prolongada proporcionan proteccién.
El efecto se atribuye a la apertura del canal
mitocondrial de K* sensible a ATP que permi-
te la entrada de K* a la mitocondria y dismi-
nuye el potencial de membrana mitocondrial.
Resultados experimentales de proteccion frente
a la isquemia-reperfusion al tratar con antioxi-
dantes dirigidos a las mitocondrias y el propio
mecanismo protector del preacondicionamiento
sitdan a la mitocondria como diana terapéutica
preferente para evitar o aminorar los dafios de
la isquemia-reperfusion (Kalogeris et al., 2014;
Cadenas, 2018).

Efectos de ROS en hipertrofia e insuficiencia

La hipertrofia patolégica es una respuesta
compensatoria dindmica para normalizar la fun-
cidén cardiaca. Acompaiia a otras cardiopatias y
puede activarse por isquemia-reperfusion. Hay
estimulos crénicos de tipo neurohormonal (an-
giotensina II, endotelina-1, catecolaminas), in-
flamatorio (citoquinas) o estiramiento mecani-
co que activan rutas de transduccidn de sefiales
y elevan los niveles de ROS. La produccién
de ROS implica principalmente a la actividad
NOX2 que estd en la membrana plasmdtica
y NOX4 que estd en mitocondrias. Estas iso-
formas desempefian funciones distintas en los
procesos de hipertrofia y fibrosis que estdn sin
caracterizar. El estrés oxidativo crénico que
crea ROS afecta a multiples dianas molecula-
res. Se activan factores de transcripcién como:
NF-kB, NFAT, GATA4 y MEF2 que estimulan
la hipertrofia. Se produce reprogramacion ge-
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nética con la expresion de genes fetales que
modifican estructuras y funciones celulares. Se
activan quinasas de proteinas con accién pro-
apoptética (ASK1, INK y p38MAPK) y se al-
teran otras quinasas con accién anti-apoptética
(PI3K, Akt, ERK1/2). Se produce estrés mito-
condrial que induce muerte celular por apop-
tosis. Los efectos de ROS alcanzan a compo-
nentes del ciclo de excitacion-contraccion, asi
activan por oxidacién a las quinasas A 'y CaM-
KII que ejercen funcién reguladora. También
oxidan al receptor de rianodina/canal de Ca**
que lo mantienen en estado abierto y provoca
la descarga del Ca** que almacena el reticulo
sarcoplasmico. La ATPasa dependiente de Ca?*
que bombea Ca?* al interior del reticulo sarco-
pldsmico se inactiva por niveles altos de ROS.
Transportadores de la membrana plasmadtica
como el intercambiador Na*/Ca?*, canales de
Ca? de tipo L y canales de Na* y proteinas
de la maquinaria contrictil también se afectan
por el estrés oxidativo. El proceso apoptético
lento que disminuye la viabilidad celular y las
alteraciones de la maquinaria contractil hacen
que la funcién del miocardio empeore progre-
sivamente. Los estimulos hipertréficos antes
descritos también contribuyen a la respuesta
adaptativa del miocardio provocando hiper-
trofia de cardiomiocitos y modificacién de la
matriz extracelular que da lugar a fibrosis.
Cuando los mecanismos de compensacién se
prolongan, la fibrosis llega a producir disfun-
cién ventricular que es tipica del remodelado
cardiaco y que en ultima instancia conduce a
la insuficiencia cardiaca (Maejima et al., 2011;
Sag et al., 2014).

IMPLICACION EN CANCER

Las células tumorales muestran un meta-
bolismo hiperactivo y mantienen niveles ele-
vados de ROS. Sin embargo, el papel de ROS
en la carcinogénesis y metdstasis estd todavia
por concretar. La sobreproduccién de ROS
origina dafios oxidativos directos. Concreta-

mente, alteraciones de distinta naturaleza en el
material genético (ruptura de cadenas, altera-
cién de bases, mutaciones, deleciones) pueden
iniciar o contribuir al desarrollo de un tumor.
Una caracteristica de muchos tumores es su
estado de hipoxia debido a que la velocidad
de proliferaciéon es mayor que la de angiogé-
nesis. La adaptaciéon a la hipoxia implica la
activacién del factor HIF-1 que activa genes
de la ruta glucolitica. Las células tumorales
utilizan glucosa para formar lactato en pre-
sencia de O, un fenémeno conocido como
efecto Warburg. Esta modificaciéon metabdlica
permite la adaptacién a la hipoxia y aumen-
ta la resistencia al tratamiento. Hay tumores
que mantienen activo el factor HIF-1 incluso
en condiciones de normoxia (Lennicke et al.,
2015; DeBerardinis y Chandel, 2016). Otra al-
teracion habitual inducible por ROS es la ac-
tivacion de oncogenes y seflales oncogénicas
que actdan en las distintas etapas de desarrollo
del tumor. Incluye la activacién permanente de
las proteinas Ras, Ber-ab y c-Myc implicadas
en proliferacién celular, inactivacién de genes
supresores de tumores, angiogénesis y disfun-
cion mitocondrial. La activacién constitutiva
de Ras y de factores de crecimiento por H,O,
promueven la ruta anti-apoptética PI3K-Akt-
mTOR que también se activa por inhibicién de
la fosfatasa de proteinas PTEN. La activacién
de c-Myc a través de la ruta Wnt/b-catenina
aumenta la capacidad de metdstasis (Kumari
et al., 2018). Otras dianas de ROS implicadas
en progresion del tumor y metdstasis son la
quinasa Src, la proteina RhoA y los factores
de transcripcién NF-kB y STAT-3 (Yang et al.,
2014). Los niveles de los antioxidantes SOD,
catalasa, GSH, glutatién peroxidasa y NADPH
son mayores en células tumorales que en célu-
las sanas para evitar la activacién de quinasas
relacionadas con apoptosis (JNK, p38SMAPK)
y reacciones indiscriminadas de oxidacién. A
ello contribuye el factor Nrf2 que potencia la
respuesta antioxidante. La expresién de Nrf2
estd reprimida en ausencia de estrés oxidativo
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por unién a la proteina citosélica Keapl que
induce su degradacidn. El estrés oxidativo oxi-
da a Keapl liberando Nrf2 que entra al nicleo
y se une al elemento de respuesta antioxidante,
un potenciador de genes que activa respuestas
antioxidantes y antiinflamatorias. Las metalo-
proteinasas de matriz son enzimas que degra-
dan proteinas de la matriz extracelular y son
necesarias para la curacién de heridas, la an-
giogénesis y el remodelado fisioldgico tisular
en general. Su activacién facilita la invasion
y metdstasis de las células tumorales en un
proceso relacionado con la transicién epitelio-
mesénquima y que se inhibe por N-acetilcis-
teina que es un atrapador de ROS. Las células
tumorales disponen de entornos especificos
en las mitocondrias con niveles altos de ROS
que activan por proximidad la ruta PI3K-Akt-
mTOR, oncogenes y factores de transcripcion
(HIF-1, NF-kB) necesarios para la formacién y
desarrollo del tumor. Al mismo tiempo tienen
niveles altos de antioxidantes para mantener
el equilibrio redox y evitar la activacién de la
respuesta apoptética. Esto es una prueba de
que la sefial redox de H,O, estd compartimen-
talizada (DeBerardinis y Chandel, 2016). La
observacién de que células tumorales tienen
mayor nivel de ROS y de antioxidantes que cé-
lulas sanas y que células tumorales con mayor
nivel de ROS tienen mds capacidad para desa-
rrollar metdstasis ofrece dos posibles alterna-
tivas de tratamiento. Disminuir la produccién
de ROS aumentando la capacidad antioxidante
deberia impedir la activacién de la respuesta
anti-apoptotica. Sin embargo, los tratamientos
experimentales y ensayos clinicos con antio-
xidantes no han proporcionado efectos benefi-
ciosos e incluso podrian ser perjudiciales. Hay
que tener en cuenta que los antioxidantes intra-
celulares no son los mismos en todos los tipos
de cdncer ni coinciden con los de las células
sanas. En cuanto al aumento de la produccién
de ROS deberia inducir la muerte selectiva de
células tumorales aunque existe el riesgo de
que activaran mds la proliferacién. Por tanto,

el tratamiento efectivo requeriria antioxidantes
especificos para cada tipo de céncer o el uso de
agentes pro-oxidantes dirigidos a los entornos
mitocondriales donde se genera ROS (Schie-
ber y Chandel, 2014).

IMPLICACION EN NEURODEGENERA-
CION

La elevacién intracelular de ROS es un
factor fundamental en el desarrollo de las
enfermedades neurodegenerativas aunque el
conocimiento actual sobre su papel es por el
momento insuficiente. La mayor vulnerabili-
dad de las neuronas al dafio oxidativo se debe
a que consumen mucho O, y tienen una menor
capacidad antioxidante. La principal fuente de
produccién de ROS en células del tejido ner-
vioso es la mitocondria siendo la cadena res-
piratoria y la actividad NOX los mecanismos
responsables. Se admite que el mal funciona-
miento de las mitocondrias es una caracteristi-
ca asociada al envejecimiento y a las enferme-
dades neurodegenerativas. La alteracion de la
cadena respiratoria mitocondrial que produce
estrés oxidativo y muerte celular por apopto-
sis es la causa mds evidente. Inflamacién y
edad son factores que favorecen la aparicion
de estrés oxidativo. Mutaciones en el mate-
rial genético mitocondrial o la interaccién de
proteinas mutadas con mitocondrias son otros
factores que alteran la funcién mitocondrial.
La abundancia de insaturaciones en los fosfo-
lipidos de las membranas es un condicionante
desfavorable para las neuronas porque ROS
generan productos de peroxidacién lipidica
que contribuyen a las alteraciones neurodege-
nerativas. También lo es la acumulacién de ca-
tiones metdlicos de transicién que intervienen
en procesos redox y permiten la formacién de
radical *OH a través de la reaccion de Fen-
ton. La escasa capacidad de regeneracion de
las neuronas de organismos adultos hace que
distintos efectores del estrés oxidativo activen
procesos de muerte celular que conducen a la
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pérdida de tejido nervioso (Lin y Beal, 2006;
Kim et al., 2015).

Efectos de ROS en enfermedad de Alzheimer
(EA)

La acumulacién extracelular de depdsitos de
amiloide-b (Ab) y de ovillos de proteina tau
dentro de la neurona son alteraciones caracte-
risticas de la EA. Tiene una clara relacién con
el mal funcionamiento de las mitocondrias. De
hecho, el estrés oxidativo que se observa desde
el comienzo de la enfermedad activa la forma-
cion de depdsitos de Ab y la fosforilaciéon de
tau. También se ha visto que la acumulacién
de depdsitos de Ab aumenta el estrés oxidativo
lo que podria constituir un circulo vicioso. Se
sabe que Ab también se acumula en mitocon-
drias alterando el metabolismo energético. La
disfunciéon mitocondrial inducida por Ab se ha
relacionado con la liberacién de citocromo ¢ y
otras proteinas mitocondriales pro-apoptéticas.
Por otra parte, la formacién de placas de Ab
libera citoquinas que inician la respuesta infla-
matoria y son una fuente generadora de ROS
que produce estrés oxidativo y dafio neuronal.
Ademds, las placas de Ab retienen cationes de
hierro y cobre que potencian el estrés oxidativo
al intervenir en la produccion del radical *OH.
La elevacién de ROS puede activar la ruta de
transduccién de JNK para inducir apoptosis. El
efecto patolégico de tau también parece guar-
dar relacién con el estrés oxidativo porque la
sobreexpresion de tau aumenta la sensibilidad
de las neuronas al estrés oxidativo. En la EA
se ha observado descenso en la capacidad an-
tioxidante de las neuronas que coincide con la
elevacion intracelular de ROS. El origen de la
alteracion mitocondrial en la EA estd también
sin aclarar. Se ha atribuido a alteraciones en
complejos enzimdticos relacionados con el ci-
clo de Krebs, en los complejos I, IIT y IV de
la cadena respiratoria y en el mecanismo de
fosforilacién oxidativa (Lin y Beal, 2006; Kim
et al.,2015; Liu et al., 2017).

Efectos de ROS en enfermedad de Parkinson
(EP)

El estrés oxidativo y el mal funcionamien-
to de las mitocondrias guardan relacién directa
con la pérdida de neuronas dopaminérgicas de
la sustancia negra del cerebro que caracteriza
a la EP. Una alteracién esencial que produce
estrés oxidativo y activa la ruta apoptdtica es
el descenso en la actividad del complejo I de
la cadena respiratoria mitocondrial. La altera-
cion puede estar ligada a alguna mutacién en
el material genético mitocondrial o a la acumu-
lacién y agregacién de la proteina a-sinucleina
en mitocondrias. En este sentido, la exposicion
a determinados toxicos ambientales, entre ellos
los pesticidas, parece que aumentan el riesgo
de sufrir la EP. Mutaciones genéticas en protei-
nas como PINKI1, DJ-1, a-sinucleina, parkina
y LRRK2 alteran la funcionalidad de las mito-
condrias y son caracteristicas de la EP. Otras al-
teraciones observadas en pacientes con EP son:
aumento en la acumulacién de catién hierro por
las neuronas, que es un factor potencialmente
muy toxico, presencia de subproductos de la pe-
roxidacion lipidica y descenso en el contenido
de antioxidantes que es especialmente signifi-
cativo en el caso de GSH. Otra diana del estrés
oxidativo que ve deteriorada su funcién es el
proteasoma lo que provoca la acumulacién de
agregados de proteinas mal plegadas cosa que
también ocurre en la EA (Lin y Beal, 2006; Kim
et al.,2015; Liu et al., 2017).

CONCLUSION

El efecto intracelular de ROS (concretamen-
te H,0,) es ambivalente. Puede ser regulador
redox o agente patolégico dependiendo de la
concentracién local, duracién y contexto celu-
lar. Ademds, el efecto patoldgico de H,O, puede
inducir respuestas contrarias como son prolife-
racién y muerte celular. Este comportamiento
demuestra la complejidad de la regulacién por
ROS y explica los decepcionantes resultados
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de los tratamientos antioxidantes. El conoci-
miento de la accion de ROS a nivel molecular
es esencial para entender su papel en procesos
patolégicos de tipo cardiovascular, tumoral y
neurolégico y es la garantia para encontrar tra-
tamientos mds efectivos.
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RESUMEN

Cronobacter sakazakii'y Salmonella enterica son considerados patégenos capaces de causar sepsis y menin-
gitis en lactantes. Se han descrito casos de infeccién por estos patégenos asociados al consumo de preparados para
lactantes contaminados. La inclusién de probiéticos en los preparados, ademds de su papel en la modulacién de la
microbiota intestinal, podria ser ttil para contrarrestar la contaminacién de microorganismos patégenos de estos
productos una vez reconstituidos y, por lo tanto, reducir el riesgo de infeccién. El objetivo de esta investigacion
fue evaluar el efecto antimicrobiano de una mezcla de probidticos (Lactobacillus rhamnosus 'y Bifidobacterium
infantis) frente a Cronobacter sakazakii y Salmonella enterica en preparados reconstituidos para lactantes. Las
muestras (con o sin probiéticos) se inocularon con C. sakazakii o S. enterica y se incubaron a 30 0 40°C durante
72 horas. Los resultados muestran que la presencia de probidticos en los preparados lacteos no tiene un marcado
efecto en el crecimiento de los patégenos. Sin embargo si se ve potenciado su efecto inhibitorio frente a C. saka-
zakii por la interaccion entre la temperatura de incubacion y los probiéticos. Los probidticos empleados fueron
viables durante todo el periodo de incubacién, por lo que el agotamiento de los nutrientes se descarté como posi-
ble mecanismo de inhibicién. La disminucién del pH en los preparados lacteos inoculados no explica de manera
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satisfactoria un comportamiento tan diferente entre ambos patégenos. Por lo tanto, se sugiere como posible me-
canismo inhibidor la liberacién de bacteriocinas especificas con accién contra C. sakazakii pero sin efecto contra
Salmonella. Se deben realizar estudios adicionales para probar esta hipotesis.

Palabras clave: Preparados para lactantes, Cronobacter sakazakii, Salmonella enterica, bacteriocinas, Bi-
fidobacterium infantis, Lactobacillus rhamnosus

ABSTRACT

Cronobacter sakazakii and Salmonella enterica have been implicated in outbreaks causing sepsis and me-
ningitis in infants. Several infection cases have been associated with the consumption of contaminated powde-
red infant formulae. Besides its role in modulating gut microbiota, the inclusion of probiotics in infant formulae
may be useful to counteract pathogen contamination in these products and thus to reduce the risk of infection.
The aim of this research was to evaluate the antimicrobial effect of a mixture of the probiotics Lactobacillus
rhamnosus and Bifidobacterium infantis against Cronobacter sakazakii and Salmonella enterica in reconstitu-
ted follow-on formulae. For that, infant formulae (with or without probiotics) were inoculated with either C.
sakazakii or S. enterica and incubated at 30 or 40°C for 72 hours. Overall, the results showed the presence of
probiotics inhibiting the growth of C. sakazakii together with incubation temperature (interaction between both
factors). Probiotics were viable throughout the incubation period so that nutrient exhaustion could be ruled
out as the mechanism of C. sakazakii inhibition. Thus, the acidification of media observed during the study
was hypothesized to be responsible for pathogen growth inhibition. However, since in the case of formulae
inoculated with Salmonella the behavior of probiotics and pH values was similar to C. sakazakii, the decrease
of pH does not satisfactorily explain such a different behavior. So, it is suggested that the production of specific
bacteriocins by probiotics against C. sakazakii but not against Salmonellla could be the underlying inhibitory
mechanism. Further studies should be carried out to test this hypothesis.

Keywords: Follow-on infant formula, Cronobacter sakazakii, Salmonella enterica, bacteriocinas, Bifido-
bacterium infantis, Lactobacillus rhamnosus

1. INTRODUCCION tes propiedades preventivas frente a diversas

patologias (Kopp-Hoolihan, 2001). Varias evi-

Los preparados para lactantes de continua-
cién son alimentos destinados a lactantes de
entre 5 meses y 3 afios que se introducen en
la alimentacién complementaria y constituyen
el principal elemento liquido en una dieta pro-
gresivamente diversificada (Comisién Europea,
2016). Con objeto de simular algunos de los
aspectos beneficiosos de la leche materna, exis-
ten férmulas de continuacién suplementadas
con simbidticos -una mezcla de probidticos y
prebidticos- capaces de beneficiar al huésped,
al mejorar la supervivencia y la implantacién
de los probidticos en el tracto gastrointestinal
(Braegger et al., 2011). La mayoria de los pro-
bidticos empleados son bacterias dcido lacticas
(BAL) pertenecientes a los géneros Bifidobac-
terium y Lactobacillus, que presentan excelen-

dencias demuestran que la suplementacién de
preparados para lactantes con una mezcla de
diferentes prebidticos induce una modificacién
significativa en la composicion de la microbiota
intestinal de recién nacidos y prematuros, au-
mentando el nimero de bacterias dcido l4cticas
en el colon (Markowiak and Slizewska, 2017).

Las férmulas en polvo no son un producto
estéril y pueden estar intrinsecamente contami-
nadas con microorganismos patégenos. Exper-
tos de la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacién y la Orga-
nizaciéon Mundial de la Salud concluyeron que
los microorganismos de mayor preocupacion
en los preparados para lactantes en polvo son
Cronobacter sakazakii y Salmonella entérica
(FAO/WHO, 2006), ya que se ha demostrado



AN. VET. (MURCIA) 34: 27-37 (2018). PROBIOTICOS EN PREPARADOS PARA LACTANTES. CANDEL-PEREZ, C. ET AL. 29

de manera convincente que estos alimentos
contaminadas con dichos patégenos son fuen-
te y vehiculo de infeccién para los lactantes.
De hecho, C. sakazakii y Salmonella enterica,
y otros bacilos Gram negativos pertenecientes
a la familia Enterobacteriaceae, se han visto
implicados en casos de meningitis, encefalitis,
septicemia y enterocolitis necrotizante en lac-
tantes (Usera et al., 1996; Drudy et al., 2006;
Park and Soo-Hwan, 2007; Simén et al., 2010;
Salimiyan et al., 2019).

Las posibles rutas por las que C. sakazakii
y Salmonella pueden estar presentes en los pre-
parados y llegar al lactante, puede ser a través
de los ingredientes utilizados para prepararlas o
por contaminacion cruzada durante su reconsti-
tucién o almacenamiento. Los principales fac-
tores contribuyentes al riesgo de infeccidn son
la inadecuada temperatura utilizada durante la
reconstitucién del preparado en polvo (<70 °C)
y el prolongado periodo de conservacion de los
biberones a temperaturas superiores a la mini-
ma de crecimiento (5,5 °C) de los patdgenos,
antes de su utilizacion (EFSA, 2004; WHO/
FAO, 2007).

La termo-resistencia de C. sakazakii y Sal-
monella, combinada con la capacidad de persis-
tir en ambientes secos, permite su supervivencia
y crecimiento en estos alimentos (Park and Soo-
Hwan, 2007; Dancer, 2009, Bai et al., 2019;
Kingsbury et al., 2019). Ademas, C. sakazakii
y Salmonella son capaces de multiplicarse ré-
pidamente en el producto reconstituido a tem-
peratura ambiente, incluso si se almacenan a
mds de 5 °C durante el tiempo suficiente (FAO/
WHO, 2006). Por tanto, un nivel bajo de conta-
minacién podria verse incrementado en funcién
de las condiciones higiénicas adoptadas durante
la reconstitucion, asi como por la duracién y la
temperatura de almacenamiento (Iversen et al.,
2004; Hurrell et al., 2009; Al-Nabulsi et al.,
2011; Ghassem et al., 2011).

Aunque la capacidad de C. sakazakii y Sal-
monella para crecer en preparados para lactan-
tes en polvo y reconstituidos ha sido estudia-

da por diversos autores (Iversen et al., 2004;
Kandhai et al., 2006; Lenati et al., 2008), su
comportamiento en preparados con probidti-
cos, y a diferentes temperaturas de conserva-
cion tras su reconstitucion, no se ha estudiado
completamente. El objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto antimicrobiano de una mez-
cla de probiéticos (Lactobacillus rhamnosus y
Bifidobacterium infantis) frente a Cronobacter
sakazakii y Salmonellla enterica en preparados
de continuacion reconstituidos para lactantes.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Preparados de continuacion para lactantes

Se prepararon cuatro muestras reconstitui-
das de 170 mL, en botellas de vidrio estériles,
suplementadas con probidticos a partir de un
preparado comercial para lactantes compuesto
por una mezcla de 2.0x10° UFC /100 g Lactoba-
cillus rhamnosus y 2.7x10% UFC /100 g Bifido-
bacterium infantis. Como control, se prepararon
otras cuatro muestras reconstituidas de 170 mL
con el mismo preparado comercial de conti-
nuacién sin probidticos (también disponible de
forma comercial). Ambos tipos de muestras, ad-
quiridas en una farmacia local, se prepararon de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (20
g por 150 ml de agua) utilizando agua destilada
estéril calentada a 40°C en un bafio de agua.

2.2. Medios de cultivo y microorganismos

Se prepararon los siguientes medios de cul-
tivo, de acuerdo con las instrucciones de los
fabricantes: agua de peptona (BPW) (Oxoid,
Reino Unido); agar Man Rogosa Sharpe (MRS)
(Oxoid, Reino Unido) suplementado con 0,25%
de L-cisteina (Sigma-Aldrich, EE. UU.); agar
VRBGA (Oxoid, Reino Unido); agar TSA
(Oxoid, Reino Unido); solucién salina tampo-
nada con fosfato (PBS) pH 7.4 (Sigma-Aldrich,
St. USA); caldo BHI (Scharlau, Scharlab, S.L.,
Italy). Se adquirieron los siguientes medios de
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cultivo listos para utilizar: agar E. sakazakii
(ESIA) (AES Laboratoire), caldo selectivo de
E. sakazakii (ESSB) (AES Laboratoire), Agar
Salmonellla-Shigella (SS) (BioMérieux, Fran-
cia) y caldo selenito (Difco, Espafia).

La cepa de Enterobacter sakazakii CECT
858, suministrada por la Coleccién Espaiiola de
Cultivos Tipo (lote 05-10-2006), se reconstitu-
y6 en caldo ESSB para posteriormente aislarse
en agar ESIA. Salmonella enterica serotipo D,
fue cedida por el Laboratorio de Microbiologia
del hospital Virgen de la Arrixaca, aislandose en
agar SS a partir de una muestra de heces.

2.3. Diserio experimental

Se realizaron cuatro ensayos para estudiar el
crecimiento y la supervivencia de Salmonella y
C. sakazakii a dos temperaturas de incubacion
diferentes. La Figura 1 muestra cémo los pre-
parados reconstituidos para lactantes (con o sin
probidticos) se inocularon con C. sakazakii o
con Salmonella enterica, y se incubaron a 30 o
40°C durante 72 h.

Los indculos se prepararon transfiriendo una
colonia bacteriana de C. sakazakii o Salmone-
lla enterica a 2 mL de solucién salina estéril.
Esta suspensién se ajusté a la escala McFar-
land de 0,5 puntos con un nefelémetro (600 nm)
(Densimat®, BioMérieux, Francia), equivalente
a una concentracién de aproximadamente 108
UFC / mL y se diluyé con agua de peptona
estéril hasta obtener una concentracién de 10°
UFC/mL. Las muestras reconstituidas (170 mL)
se inocularon con 1,7 mL de esta suspension.
El nivel inicial de C. sakazakii y Salmonellla
enterica en la preparacién reconstituida fue de
aproximadamente 10° UFC/mL.

Se tomaron alicuotas de cada muestra re-
constituida a las 0, 4, 16, 24, 48 y 72 horas de
incubacién a 30 y 40°C. Una alicuota de 1 mL se
empled para realizar diluciones seriadas 1:10 en
PBS hasta 10°. De cada dilucién se sembraron
0,1 mL en agar TSA, VRBG y MRS mediante
la técnica de extension en superficie. Las placas

de TSA'y VRBG se incubaron 24 horas a 37 °C,
mientras que las placas de MRS se incubaron
durante 48 horas a 37°C en una jarra hermética
que contenia un sobre de anaerobiosis (Oxoid,
Reino Unido). Transcurrida la incubacién, se
realizé visualmente el recuento bacteriano de
enterobacterias en VRBG y de los probidticos
en MRS. El agar TSA se empleé para descar-
tar la contaminacion extrinseca de las muestras
reconstituidas durante el estudio. Ademas, una
alicuota de 100 uL de los preparados se sembrd
en ESIA o SS para confirmar el crecimiento de
C. sakazakii o Salmonella, respectivamente, en
el reconstituido (limite de deteccion de 10 UFC/
mL). Para completar los ensayos, otra alicuota
de las muestras (10 mL) se emple6 para realizar
una medida de pH (microPH 2000, Crison Ins-
truments S.A., Barcelona, Espafia). Todos los
ensayos se realizaron por duplicado.

2 4. Identificacion bacteriana

Las colonias azuladas en agar ESIA, suscep-
tibles de ser C. sakazakii, y las colonias negras
en SS, potencialmente de Salmonella spp., se
identificaron por su perfil bioquimico con una
galeria API20E (bioMérieux Reino Unido), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Mediante la base de datos apiweb ™ (version
4.0) se identificaron las presuntas colonias de
Cronobacter al nivel de especie como Ente-
robacter sakazakii con identificacién “buena-
excelente” (98.4%), y se identificé Salmonella
con identificacién “buena-excelente” (99.9 %).
La confirmacion seroldgica de Salmonella se
llevé a cabo mediante aglutinacién en portaob-
jetos con antisueros de agrupamiento de Salmo-
nella D (Difco Salmonella O Antiserum Factor
9, Becton Dickinson, EE. UU.), de acuerdo con
las instrucciones del fabricante.

La identificacién fenotipica de los probid-
ticos se baso en las caracteristicas macroscépi-
cas de las colonias en el medio MRS y por su
morfologia microscopica tras realizar la tincion
de Gram.
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Fon 'Z’“If sin Férmula con
probioticos probidticos
(control)
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C. sakazakii
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anaerobiosis MRS + Cisteina

Figura 1. Disefio experimental: los preparados para lactantes (con o sin probio-
ticos) se inocularon con C. sakazakii o con Salmonella enterica, y se incubaron a 30
0 40°C durante 72 h
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2.5. Andlisis estadistico

Los datos se analizaron con el paquete es-
tadistico SPSS (versién 15.0) para Windows.
Para estudiar el efecto de la presencia de pro-
bidticos, el tiempo de incubacién y la tempera-
tura de incubacion sobre el crecimiento de los
patégenos, se realiz6 un andlisis de varianza
(ANOVA) utilizando el modelo lineal general
(GLM), considerando P <0,05 como el nivel de
significancia estadistica.

3.RESULTADOS

La Tabla 1 y 2 muestran los valores de pH
y recuentos de C. sakazakii y probiéticos obte-
nidos a partir de los preparados reconstituidos
almacenados a 30 y 40 °C respectivamente. Los
recuentos de C. sakazakii sufrieron variaciones
en funcién a las condiciones de estudio. En las
muestras con probidticos, tras la incubacién a
30 °C durante 72 horas, la concentracion de
C. sakazakii fue de 3.3 log UFC/mL (p <0,05)

Tabla 1. Valores de pH y recuentos de Cronobacter sakazakii y probioticos de los
preparados reconstituidos para lactantes y almacenadas a 30 °C

Tiempo de Preparados sin probidticos Preparados con probidticos

incubacion pH C. sakazakii pH Probiéticos(log C. sakazakii
(horas) (log UFC/mL) UFC/mL) (log UFC/mL)
0 6.87 2.70 6.64 700 2.45

4 6.79 4.00 663 704 4.00

16 551 7.86 542 709 8.60

24 5.26 8.78 526 748 9.20

48 448 9.18 484 791 8.41

72 433 9.30 446 9.8 5.90

Tabla 2. Valores de pH y recuentos de Cronobacter sakazakii y probioticos en los preparados
reconstituidos para lactantes y almacenadas a 40 °C

Tiempo de Férmula sin probidticos Férmula con probidticos

incubacion pH C. sakazakii(log pH Probidticos(log C. sakazakii(log
(horas) UFC/mL) UFC/mL) UFC/mL)

0 6.81 2.15 6.67 7.00 2.62

4 6.83 4.00 6.71 7220 4.00

16 4.98 8.78 4.74 7.56 7.69

24 4.50 7.86 437 7.71 741
438 435 6.00 3.88 8.13 nd

72 4.29 nd 3.84 8.79 nd

nd: no detectado
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menor que en la muestra sin probidticos. Esto
supone una disminucién del 36.5 % en los re-
cuentos de C. sakazakii, sugiriendo el posible
efecto antimicrobiano de los probidticos frente
a C. sakazakii a 30 °C a partir de las 48 horas.
Los recuentos de C. sakazakii no se recuperaron
en las muestras con probidticos a las 48 horas
de incubacién a 40 °C, mientras que si se aisld
la bacteria en ausencia de las bacterias l4cticas.
Por tanto, el efecto inhibitorio de los probidticos
frente C. sakazakii se ve potenciado por la tem-
peratura de incubacién. Tal y como se observa
en la Tabla 1 y 2, los valores de pH de los pre-
parados de continuacién disminuyeron significa-
tivamente (p <0,05) durante la incubacién, con
independencia de las condiciones de estudio.

La Tabla 3 y 4 muestran los valores de pH
y recuentos de Salmonella y probidticos ob-
tenidos a partir de las muestras reconstituidas
almacenadas a 30 y 40 °C respectivamente.
Los recuentos bacterianos de Salmonella no
disminuyeron durante las 72 horas de incuba-
cion, independientemente de las condiciones de
estudio. Al igual que C. sakazakii, los valores
de pH de los preparados para lactantes dismi-
nuyeron significativamente (p <0,05) durante la
incubacion a 30 y 40 °C.

La Figura 2 ilustra la evolucién del creci-
miento de la mezcla de probidticos presente en
las muestras reconstituidas. Durante las 72 ho-
ras de incubacion, se observa un aumento cons-
tante de la poblacién de las bacterias lacticas

Tabla 3. Valores de pH y recuentos Salmonella enterica y probiéticos de los preparados re-
constituidos para lactantes y almacenadas a 30 °C

Tiempo de Preparados sin probiéticos Preparados con probidticos

incubacion pH Salmonella pH Probidticos Salmonella
(horas) (log UFC/mL) (log UFC/mL) (log UFC/mL)
0 6.82 1.65 6.62 7.00 2.08
4 6.79 2.00 6.67 7.08 5.00
16 5.54 8.86 545 7.12 8.45
24 5.08 8.78 5.14 7.11 8.60
48 448 10.30 4.52 7.59 8.00
72 4.29 6.04 4.39 8.92 8.65

Tabla 4. Valores de pH y recuentos Salmonella enterica y probioticos de los preparados re-
constituidos para lactantes y almacenados a 40 °C

Tiempo de Preparados sin probidticos Preparados con probidticos

incubacién pH Salmonella pH Probiéticos Salmonella
(horas) (log UFC/mL) (log UFC/mL) (log UFC/mL)
0 6.80 2.04 6.65 7.00 1.90
4 6.78 2.00 6.58 7.26 2.70
16 5.16 8.39 5.06 7.46 8.41
24 4.71 8.60 4.52 749 8.13
48 449 7.30 371 8.20 891
72 4.35 nd 3.70 9.94 nd

nd: no detectado
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Figura 2. Evolucion del crecimiento de la mezcla de probioticos presente en los preparados
para lactantes reconstituidas bajo las condiciones de estudio

del preparado, con independencia de la tempe-
ratura de incubacidn y de las variaciones de pH.

4. DISCUSION

Nuestros hallazgos sugieren que la mezcla
de probidticos presente en el preparado para
lactantes fue capaz de inhibir el crecimiento de
C. sakazakii, efecto que se vio incrementado
por la temperatura de incubacion. Al igual que
en este experimento, Shaker et al. (2008) in-
formaron de la inhibicién de C. sakazakii du-
rante el procesamiento y almacenamiento de
yogur natural con Lactobacillus bulgaricus y
Streptococcus thermophilus. La competencia
por los nutrientes en la matriz alimentaria po-
dria contribuir a la disminucién de la poblacion
de C. Sakazakii. Sin embargo, los probidticos
continuaron creciendo a lo largo del periodo
de incubacién, por lo que el agotamiento de
nutrientes se descarta como mecanismo de in-
hibicién del crecimiento de C. sakazakii. En
nuestro estudio los valores de pH mds bajos se
observaron a las 48 y 72 h, coincidiendo con los
recuentos mas bajos de C. sakazakii, sugiriendo

que la acidificacién del medio por la produccién
dcidos orgdnicos u otros metabolitos -peréxido
de hidrégeno, diéxido de carbono y diacetilo-,
derivados del crecimiento de las bacterias aci-
doldcticas, podria desempefiar un papel clave
en la inhibicién de C. sakazakii.

Por otra parte, la sintesis de péptidos con
actividad antimicrobiana -nisina, lactobrevina,
acidofilina- por parte de los probidticos pue-
de inhibir el crecimiento de una amplia gama
de patdgenos transmitidos por los alimentos,
dependiendo de su especificidad (Mishra and
Lambert, 1996; O"Connor et al., 2020). L. aci-
dophilus DPC 6026 produce sustancias protei-
cas derivadas de la caseina capaces de inhibir
el crecimiento de bacterias como E. coli y E.
sakazakii (Hayes et al., 2006, 2009). Igualmen-
te, otros autores han demostrado el potencial
inhibidor de diversas cepas de BAL sobre el
crecimientos de C. sakazakii (Kim et al., 2018;
Campana et al., 2019; Jamwal et al., 2019),
aunque otros estudios han demostrado resulta-
dos contradictorios (Al-Holy et al., 2009). La
actividad antibacteriana del probidtico L. aci-
dophilus ha sido examinada y los resultados
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han demostrado que este probidtico no ha sido
efectivo para inhibir C. sakazakii en prepara-
dos para lactantes en polvo o reconstituidas.
Del mismo modo, otro estudio mostré que el
probidtico Bifidobacterium breve no redujo la
concentracion de C. sakazakii en férmulas in-
fantiles reconstituidas a mas de 30 °C, incluso
fue capaz de estimular el crecimiento del pato-
geno tras 2 horas de incubacién a 37 °C (Osaili
et al., 2008). Estos hallazgos concuerdan con
los resultados de nuestro estudio en los que la
presencia de probidticos en los preparados re-
constituidos para lactantes no tiene efecto in-
hibitorio sobre el patégeno Salmonella en las
condiciones probadas. Por tanto, las posibles
bacteriocinas secretadas por los probiéticos du-
rante su crecimiento podrian explicar el efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de C. sakazakii
pero no frente a Salmonella. Sin embargo, la
posibilidad de que, frente a pH mads dcidos, C.
sakazakii sea mds sensible que Salmonellla no
deberia descartarse, requiriéndose mas estudios
para corroborar estas hipdtesis.

Los probidticos mantuvieron su viabilidad
en las muestras reconstituidas durante las 72
horas de estudio. Este dato es de interés ya que
proporciona informacién sobre la estabilidad de
los componentes funcionales de los preparados
para lactantes durante su vida ttil. Esta super-
vivencia de los probidticos puede ser muy ttil
frente a la posible contaminacién con microor-
ganismos patégenos, aunque la actividad anti-
microbiana del probidtico -o accién simbidtica
de pre y probidticos- se espera que se produzca
principalmente en el tracto gastrointestinal.

Las condiciones utilizadas en nuestro estu-
dio son improbables siempre y cuando se apli-
quen las recomendaciones en la reconstitucion
de preparados para lactantes (EFSA, 2004;
WHO/FAO, 2007)PIF can become contamina-
ted with harmful bacteria, such as Enterobacter
sakazakii and Salmonella enterica. This is be-
cause, using current manufacturing technology,
it is not feasible to produce sterile PIF. During
the preparation of PIF, inappropriate handling

practices can exacerbate the problem. Recog-
nizing the need to address such hazards in PIF,
Codex Alimentarius decided to revise the Re-
commended International Code of Hygienic
Practice for Foods for Infants and Children. In
doing so it requested specific scientific advice
from the Food and Agriculture Organization of
the United Nations (FAO. El enfoque experi-
mental utilizado en este estudio sirve para crear
un hipotético ambiente en el cual se puede re-
velar el posible efecto antimicrobiano de los
probidticos frente a C. sakazakii y Salmonella
enterica.

5. CONCLUSIONES

Este estudio demuestra la estabilidad de los
probidticos de los preparados para lactantes su-
plementados durante su vida util. La presencia
de probidticos no mostré ninguna actividad in-
hibitoria frente a Salmonella, mientras que la
actividad inhibitoria contra C. sakazakii puede
deberse a la produccién de bacteriocinas espe-
cificas contra este enteropatégeno que actian en
funcién de la temperatura.
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RESUMEN

La liebre ibérica (Lepus granatensis) es un mamifero ubicuo en la peninsula ibérica con importantes impli-
caciones ecoldgicas y econdmicas. Para conocer el estatus sanitario de esta especie, se han estudiado la cavidad
abdominal y érganos del aparato digestivo de 85 liebres ibéricas procedentes del Altiplano de la Region de
Murcia (sureste de Espafia). La prevalencia total de helmintos hallada fue del 87,7%, siendo la prevalencia de
nematodos del 82.2%, la de metacestodos del 44,7% y, en el caso de las formas adultas de cestodos, del 5,9%.
Las especies de nematodos encontradas fueron Nematodiroides zembrae (78.8%), Passalurus ambiguus (9.4%)
y Trichostrongylus retortaeformis (2,4%), en tanto que las especies de cestodos detectadas fueron Cittotaenia
denticulata (59%) y Cysticercus pisiformis (44,7%). Los resultados obtenidos demuestran la existencia de una
relacién positiva entre la intensidad de parasitacion de N. zembrae y la presencia de C. pisiformis.

Palabras clave: Lagomorfo, nematodos, cestodos, Murcia, Espafia.

ABSTRACT
The abdominal cavity and digestive organs of 85 Iberian hares (Lepus granatensis) from the Altiplano
of the Region of Murcia (southeastern Spain) were studied. The overall prevalence of helminths was 87.7%,

including nematodes (82.2% of prevalence), metacestodes (44.7%) and adult cestodes (5.9%). Three nema-
tode species were found: Nematodiroides zembrae (78.8%), Passalurus ambiguus (9.4%) and Trichostron-
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gylus retortaeformis (2.4%), while two cestode species were detected: Cittotaenia denticulata (5.9%) and
Cysticercus pisiformis (44.7%). Our results show a positive relationship between N. zembrae intensity and

the presence of C. pisiformis.

Key words: Lagomorph, nematodes, cestodes, Murcia, Spain.

INTRODUCCION

La liebre ibérica (Lepus granatensis) es un
mamifero autoctono de la peninsula ibérica. Es
una de las especies cinegéticas mds importantes
desde un punto de vista econdmico en Espa-
fia (Sanchez-Garcia, Alonso, Bartolomé, Pérez,
Larsen & Gaudioso, 2012). De hecho, la media
anual de liebres cazadas en Espafia supera el
millén de animales, lo que supone un conside-
rable recurso como carne de caza (Fernandez-
Aguilar, Alzaga, Villanta, Cabez6n, Garcia-
Bocanegra, Dubey y Almeria, 2013). Ademds,
la liebre ibérica tiene un papel relevante en la
cadena tréfica, ya que forma parte de la dieta de
muchas especies depredadoras, tanto aves como
mamiferos carnivoros (Gil-Sanchez, Molino,
Valenzuela y Mole6n, 2000; Moleén y Gil-Séan-
chez, 2003; Padial, Avila y Sdnchez, 2004; Gil-
Sanchez, Ballesteros y Bueno-Segura, 2006).

Durante las dltimas décadas se han realiza-
do varios estudios acerca de la liebre ibérica,
abarcando aspectos relacionados con la repro-
ducciéon (Alves, Gongalves, Santos y Rocha,
2002; Ferndndez, Soriguer, Castién y Carro,
2008; Fernandez, Soriguer, Carro y Castién,
2010), la dindmica poblacional (Carro y Sori-
guer, 2002; Gortdzar, Milldn, Acevedo, Es-
cudero, Marco y Ferndndez de Lucio, 2007)
y la seleccién del hdbitat (De la Calzada y
Martinez, 1994; Farfan, Duarte, Vargas y Fa,
2011; Sanchez-Garcia et al., 2012). Sin em-
bargo, existen muy pocos estudios referentes
a los agentes infecciosos y parasitarios de esta
especie de lagomorfo. Esta falta de conoci-
miento sobre los patégenos que afectan a la
liebre ibérica provoca que, a la hora de hacer
propuestas de gestion sanitaria de sus pobla-
ciones, se tenga que recurrir a los estudios que

se han realizado sobre la liebre europea (Lepus
europaeus) (Duarte, Vargas y Farfan, 2002).

La liebre ibérica comparte hdbitat con la lie-
bre europea y el conejo de campo (Oryctolagus
cuniculus), con las implicaciones epidemioldgi-
cas que ello conlleva en la posible transmision
interespecifica del virus de la mixomatosis y
de la enfermedad virica hemorrdgica (Lopes,
Marques, Silva, Magalhies, Pinheiro, Alves, Le
Pendu, Esteves, Thompson y Abrantes, 2014;
Bertagnoli y Marchandeau, 2015). Por otra par-
te, se ha demostrado que las liebres pueden tener
un papel relevante como reservorio de determi-
nados agentes zoondsicos y, en consecuencia,
con importancia desde un punto de vista de la
salud publica, tal y como se ha confirmado en
el caso de Leishmania infantum y Toxoplasma
gondii, entre otros (Treml, Pikula, Bandoucho-
va y Horakova, 2007; Molina, Jiménez, Cruz,
Iriso, Martin-Martin, Sevillano, Melero, Bernal,
2012; Fernandez-Aguilar et al.,2013). También
se han descrito otros agentes infectocontagio-
sos, entre los cuales destacan los helmintos, de-
bido a que pueden provocar en los lagomorfos
silvestres un efecto negativo sobre la condicién
corporal del hospedador (Newey, Shaw, Kirby,
Montieth, Hudson y Thirgood, 2005; Eira, To-
rres, Miquel y Vingada, 2007; Alzaga, Vicen-
te, Villanda, Acevedo, Casas y Gortdzar, 2008;
Townsend, Newey, Thirgood y Haydon, 2011)
y posiblemente sobre la dindmica de las pobla-
ciones de liebre ibérica (Segovia, Vila, Vargas,
Fuentes y Feliu, 2014).

Debido a la falta de informacién que se tie-
ne sobre los pardsitos que afectan a la liebre
ibérica del sureste de la peninsula ibérica, el
objetivo del presente trabajo ha sido describir
las comunidades parasitarias y analizar la aso-
ciacion existente entre las especies parasitarias
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halladas en liebres cazadas en la comarca del
Altiplano de la Region de Murcia (SE Espaia).

MATERIAL Y METODOS

Durante el periodo comprendido entre los
afios 2000 y 2004 se recibieron en el Departa-
mento de Sanidad Animal de la Universidad de
Murcia un total de 43 caddveres de liebres ibéri-
cas cazadas durante el periodo oficial de caza de
cada temporada en distintos cotos de la comarca
del Altiplano (noreste de la Regién de Murcia,
Espafia). También se recibieron los paquetes
gastrointestinales de otras 42 liebres, de la mis-
ma drea de estudio, que fueron evisceradas por
los propios cazadores inmediatamente después
de ser abatidas. El drea de estudio tiene una
extensién aproximada de 1580 km? (38°30°N-
38°45°N; 1°00’E-1°30°E), con una altitud que
en la mayoria del territorio estd comprendida
entre 400 y 700 m sobre el nivel del mar. El
clima es mediterraneo continental seco, con una
temperatura media anual de 14,4-15,5°C, y una
precipitacion media anual de 300-350 mm (Co-
nesa Garcia, 2007).

De las 43 liebres a las que se les pudo reali-
zar la necropsia, 13 eran machos y 30 hembras,
todas ellas adultas. Cuando se contaba exclusi-
vamente con el paquete gastrointestinal, la Uni-
ca informacién de la que se disponia era que los
animales eran adultos, sin haberse determinado
el sexo.

En el caso de los animales a los que se les
hizo la necropsia, se extrajo el paquete gas-
trointestinal y se examinaron cuidadosamente
todas sus serosas con el fin de detectar la pre-
sencia de cisticercos, los cuales fueron conser-
vados en formalina al 10% para su posterior
identificacion. Cuando solo se disponia del pa-
quete gastrointestinal, este se examind de igual
forma a la antes indicada, previamente a su
procesado.

El tubo digestivo se abri6 en su totalidad,
procesando por separado el estémago, el intes-
tino delgado y el intestino grueso, con el obje-

tivo de filtrar el contenido de cada una de estas
porciones a través de un tamiz de luz de malla
de 150 um. Tras el lavado con agua corriente, el
filtrado fue depositado en una copa de sedimen-
tacién y, tras media hora en reposo, el sedimento
fue examinado mediante un estereomicroscopio.
Los pardsitos recogidos fueron conservados en
etanol al 70% hasta su identificaciéon. Con el fin
de detectar trematodos en el higado, se examiné
el contenido de la vesicula biliar, asi como el
parénquima mediante cortes del mismo que per-
mitfan visualizar los conductos biliares.

Para la identificacién de los cestodos del
tracto intestinal se utilizé la tinciéon de Carmin
Acido de Semichon, tras lo cual fueron mon-
tados en preparaciones permanentes con DPX.
La identificacién se realizé siguiendo las claves
morfométricas de Euzéby (1966), Khalil, Jones
y Bray (1994) y Schmidt (2000). En el caso de
los nematodos, se procedié a su montaje en lac-
tofenol de Amman (Pritchard y Kruse, 1982), y
se identificaron en base a las claves de Danheim
y Ackert (1929), Durette-Desset (1979) y An-
derson (2000).

La prevalencia y la intensidad de parasita-
cion de cada especie de helminto fue calculada
siguiendo los criterios establecidos por Bush,
Lafferty, Lotz y Shostak (1997). La normalidad
de la distribucién de los helmintos en las liebres
parasitadas se estudi6 mediante la prueba de
Shapiro-Wilks.

Para comprobar si existia una asociacién en-
tre el sexo del hospedador y la presencia de los
pardsitos mas frecuentes se empled la prueba
de Chi-cuadrado corregida de Yates o, cuando
era necesario, el test exacto de Fisher. Ademas,
se comprobd la asociacién entre la presencia
de cisticercos en serosas abdominales y la in-
tensidad de parasitacién de las especies de ne-
matodos mds prevalentes mediante el test no
paramétrico de Wilcoxon (Kirkwood y Sterne,
2003). Los andlisis estadisticos se llevaron a
cabo mediante el programa estadistico R Studio
version 1.1.414 (R Studio Team, 2016), con un
nivel de significacién p-valor inferior a 0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La prevalencia total de helmintos hallada en
nuestro estudio fue del 87,7% y, en concreto,
con una prevalencia de nematodos del 82,2%,
la de metacestodos del 44,7% vy, en el caso
de las formas adultas de cestodos, del 5,9%.
No se encontré correlacién entre ninguna de
las especies parasitarias halladas y el sexo del
hospedador.

Las especies de nematodos encontradas
fueron Nematodiroides zembrae (78,8%), Pas-
salurus ambiguus (9,4%) y Trichostrongylus
retortaeformis (2,4%), en tanto que las espe-
cies de cestodos detectadas fueron Cittotaenia
denticulata (59%) y Cysticercus pisiformis
(44,7%). Esta riqueza parasitaria (5 especies
de helmintos) coincide con la descrita por
Molina-i-Figueras (1998) en liebres ibéricas
de Navarra, y es menor a la encontrada por
Segovia et al. (2014) quienes, en 487 liebres
ibéricas cazadas en la provincia de Granada,
identificaron seis especies de helmintos. En es-
tudios realizados en liebres de otras zonas del
centro y sur de la peninsula ibérica, la rique-
za detectada fue de siete (Moreno-Montafiez,
Becerra-Martell y Navarrete Lépez-Cozar,
1979) y ocho especies de helmintos (Martinez-
Gomez, Herndndez-Rodriguez, Rey, Moreno-
Montafiez y Acosta, 1987; Garcia-Romero,
Corchero y Valcarcel, 2001). En todos estos

estudios, siempre han sido mds numerosas las
especies de nematodos que las de cestodos.
Ademads, cabe destacar que ninguno de los ani-
males examinados en nuestro estudio presentd
trematodos hepdticos, lo que coincide con los
resultados de casi todos los estudios previa-
mente realizados en liebre ibérica, en los cua-
les no se detecté ninguna especie de trematodo
(Moreno-Montafiez et al., 1979; Martinez-Go6-
mez et al., 1987; Bordes, Langand, Feliu y
Morand, 2007), salvo en el estudio de Molina-
i-Figueras (1998), quienes encontraron Dicro-
coelium dendriticum en liebres de Navarra.
La tnica especie de cestodo detectada en el
intestino delgado de las liebres ibéricas del Al-
tiplano de Murcia fue Cittotaenia denticulada,
con una prevalencia del 59% (Tabla 1), que
es similar a las halladas en otras dreas del sur
peninsular, como Cérdoba (4,4%) (Martinez-
Gomez et al., 1987), pero inferior a la detecta-
da en liebres del centro de la peninsula ibérica;
en concreto, en animales procedentes de Tole-
do y Ciudad Real se encontré una prevalencia
del 11,8% (Garcia-Romero et al., 2001) y del
16, 4% (Alzaga et al., 2008) respectivamente.
Recientemente, se ha descrito una prevalen-
cia de Mosgovoyia pectinata (17%) en liebres
ibéricas de la provincia de Granada (Segovia
et al., 2014). Segin se desprende de nuestros
resultados, y coincidiendo con la opinién de
los autores antes citados, la baja prevalencia

Tabla 1. Prevalencia (%) e intensidad de parasitacion de las especies de helmintos en las
liebres ibéricas del Altiplano de Murcia. La mediana y el rango estan calculados a partir de
las liebres parasitadas

E . Nematodiroides | Trichostrongylus Passalurus Cittotaenia Cysticercus

specie

P zembrae retortaeformis ambiguus denticulata pisiformis
Prevalencia 78.8% (67/85) 2.4% (2/85) 9.4% (8/85) 59% (5/85) | 44.7% (38/85)
Intensidad

17.76 +29.90 2+1 111.8 £268.2 1+£00 NC

media + SD

Mediana (rango) 18 (1-128) 2 (1-3) 10 (2-821) 1(1) NC

SD: Desviacion estandar; NC: no cuantificado.
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de cestodos observada, asi como la baja inten-
sidad de parasitacién y el buen estado corporal
de las liebres a las que se les realizé la necrop-
sia, indica que los cestodos posiblemente no
supongan un riesgo sanitario importante para
la liebre. No obstante, cabe mencionar que
Eira et al. (2007), en un estudio realizado en
conejos de campo de Portugal, detectaron que
los animales con mayor intensidad de parasita-
cién por M. pectinata presentaban una menor
condicién corporal.

En nuestro estudio, las fases larvarias de
cestodos presentes en las serosas abdomina-
les correspondieron a C. pisiformis, con una
prevalencia del 44,7%. Este pardasito ha sido
descrito en varias especies de lagomorfos, en-
tre los cuales estd la liebre ibérica, pero con
prevalencias mucho menores a la encontrada
en el Altiplano de Murcia. En concreto, Mo-
reno-Montdfiez et al. (1979) encontraron una
prevalencia del 2% en liebres de la provincia
de Cérdoba; Garcia-Romero et al. (2001) y
Alzaga et al. (2008), en dreas de Toledo y Ciu-
dad Real, detectaron que el 2,9% y el 17,6%
de las liebres presentaban cisticercosis visce-
ral, respectivamente. Es decir, los resultados
de nuestro estudio indican que las liebres del
sureste de la peninsula ibérica presentan la ma-
yor prevalencia descrita hasta el momento en
esta especie de lagomorfo. Segin Alzaga et
al. (2008), las liebres con mayor intensidad de
parasitaciéon de C. pisiformis tienen una me-
nor condiciéon corporal que aquellas que no
estdn parasitadas y, por tanto, se incrementa
el riesgo de que sean depredadas por perros
o zorros. Este factor, unido al hecho de que
en un estudio realizado en la misma drea de
estudio se detecté la presencia de zorros pa-
rasitados con Taenia pisiformis, indican que
el ciclo bioldgico de este cestodo se mantiene
en el Altiplano posiblemente con la partici-
pacién del zorro rojo (Vulpes vulpes) como
diseminador de huevos en el medio natural
(Martinez-Carrasco, Ruiz de Ybafiez, Sagar-
minaga, Garijo, Moreno, Acosta, Herndndez y

Alonso, 2007). Por otra parte, en nuestro es-
tudio no se encontré relacion estadisticamente
significativa entre el sexo de las liebres y la
presencia de cestodos, ya fuese en el estadio
de metacestodo o en el de cestodo adulto. Este
resultado estd en consonancia con lo descrito
en conejos de campo parasitados por los ces-
todos Andrya cuniculi'y Mosgovoyia ctenoides
(Mead-Briggs y Vaughan, 1973; Butler, 1994;
Molina, Casanova y Feliu, 1999; Eira et al.,
2007).

Las liebres del Altiplano presentaron una
elevada prevalencia del nematodo N. zembrae
(78,8%), pero con moderadas intensidades de
parasitacion. Esta prevalencia es mucho mayor
que las encontradas por Moreno-Montafiez et
al. (1979), Martinez-Gémez et al. (1987) y
Molina-i-Figueras (1998), que oscilan entre el
5yel 28%, segtin la zona de estudio. Nuestros
resultados estdn en consonancia con las preva-
lencias descritas por Bordes et al. (2007) en
liebres ibéricas del sur de Francia (71%), por
Garcia-Romero et al. (2001) en liebres ibéri-
cas del centro de la peninsula ibérica (preva-
lencia del 65,1%), asi como por Segovia et al.
(2014) en liebres de la provincia de Granada
(62%). Esta especie de nematodo del intes-
tino delgado es endémica de lagomorfos de
la peninsula ibérica, habiéndose descrito tam-
bién en el conejo de campo con prevalencias
que, en algunos casos, pueden ser elevadas; en
concreto, Molina et al. (1999) detectaron N.
zembrae con prevalencias comprendidas entre
el 59.4% y 71.4% en conejos, dependiendo de
la edad de los individuos. Se trata por tanto, de
un pardsito bastante distribuido en la peninsula
ibérica.

La prevalencia que hemos encontrado de P.
ambiguus (9,4%) es similar a la detectada por
Garcia-Romero et al. (2001) y Alzaga (2010) en
liebres ibéricas del centro de la peninsula ibérica,
con valores de 11,1% y 8,6%, respectivamente.
Sin embargo, Bordes et al. (2007) no encontra-
ron esta especie de oxiuro en liebres del sur de
Francia y, en liebres de la provincia de Granada,
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Segovia et al. (2014) solo hallaron una preva-
lencia del 1%. P. ambiguus es un nematodo que
se asienta en el ciego y colon de varias especies
de lagomorfos, y aunque la intensidad de para-
sitacion puede ser muy elevada en determina-
dos individuos, tanto en liebres como en conejos
(Garcia-Romero et al., 2001; Eira et al., 2007),
se considera que es un pardsito poco patégeno
para el hospedador. Este nematodo presenta un
ciclo biolégico directo en el que la forma infecti-
va es una larva que permanece dentro del huevo,
el cual es depositado por la hembra del pardsito
en la zona perianal del hospedador, de manera
que la transmision ocurre durante el acicalamien-
to o la cecotrofia de los lagomorfos. Las bajas
prevalencias de P. ambiguus en liebres pudieran
estar relacionadas con el hecho de que es un pa-
rdsito con una distribucién discontinua a lo largo
de las distintas dreas agro-climdticas (Segovia et
al.,2014), asi como debido a que las liebres son
menos sedentarias y con un cardcter menos gre-
gario que el conejo, en el cual las prevalencias
son mayores (Garcia-Romero et al., 2001).

Las liebres del Altiplano han presentado una
baja prevalencia de T. retortaeformis (2,4%), que
contrasta con las descritas en otras zonas de la
peninsula ibérica, con prevalencias del 214%
(Moreno et al., 1979) y 159% (Garcia-Romero
et al., 2001). Una razén que podria explicar la
escasa prevalencia encontrada en nuestro estudio
es que todas las liebres examinadas eran indivi-
duos adultos, ya que, segtin Boag, Lello, Fenton,
Tompkins y Hudson (2001), la prevalencia e in-
tensidad de T. retortaeformis se reducen con la
edad del lagomorfo, debido a la instauracién de
una respuesta inmunitaria por parte del hospeda-
dor. Por otra parte, hay autores que han sugerido
que los tricostrongilidos pueden influir en la di-
namica poblacional de varias especies del géne-
ro Lepus (Newey et al., 2005; Townsend et al.,
2011); en este sentido, la baja prevalencia de T.
retortaeformis en liebres ibéricas de la provincia
de Granada, segtin Segovia et al. (2014), podria
ser una de las razones por las cuales es alta la
abundancia de estos lagomorfos en el drea estu-

diada. Estos mismos autores sugieren, ademas,
que existe una interaccién entre 7. retortaeformis
y N. zembrae, de manera que se reduce la inten-
sidad de parasitacién del primero de ellos con la
presencia del segundo. Nuestros resultados, por
tanto, son coherentes con esta tltima hipdtesis.

Por ultimo, nuestros resultados permiten
proponer que la presencia de C. pisiformis en
las liebres ibéricas del Altiplano estd signifi-
cativamente relacionada con la intensidad de
parasitacion de N. zembrae. En este sentido, se
sabe que los agentes causantes de coinfecciones
crean interacciones positivas o negativas entre
ellos y el sistema inmunitario del hospedador,
facilitando la presencia de estas relaciones pa-
rasitarias (Cattadori, Boag y Hudson, 2007; Pe-
dersen y Fenton, 2007).

En definitiva, nuestro estudio aporta una no-
vedosa informacién acerca de la helmintofauna
gastrointestinal de la liebre ibérica en el sureste
de la peninsula ibérica, destacando la reducida
riqueza parasitaria detectada, pero de manera
notoria, la elevada prevalencia de C. pisifor-
mis, un parasito que es de los que mds impacto
puede tener sobre la condicién corporal de estos
lagomorfos y, en consecuencia, de los patdge-
nos que mds debe preocupar a los gestores de
esta especie cinegética.
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RESUMEN

En los humanos, las canalopatias del muisculo esquelético son entidades de base genética y de incidencia
muy baja. En relacién al canal de sodio en particular, las diferentes mutaciones SCN4A pueden dar lugar a
diversos fenotipos que van desde la pardlisis muscular (pardlisis periddica hipercalémica, pardlisis periddica
hipocalémica) a la hiperexcitabilidad muscular (paramiotonia congénita, miotonfas agravadas por potasio),
pasando por fenotipos combinados de las dos anteriores. Existe una estrecha interrelacién entre la pardlisis
periddica hipercalémica y las miotonias; ambas caracteristicas pueden coexistir en el mismo paciente.

Este trabajo describe un cuadro clinico que afecté a una camada de 7 cachorros Pastor Alemén y a una
camada de 4 cachorros Shi-Tzd, con episodios caracterizados por un fenotipo clinico de pardlisis muscular
combinado con hiperexcitabilidad muscular.

De acuerdo a los hallazgos clinicos (fenomenologia clinica, edad de aparicidn, recurrencia de los episo-
dios, ausencia de signos clinicos entre los episodios) y de laboratorio (hipercalemia), y a los resultados del
tratamiento con acetazolamida, el diagndstico presuntivo fue pardlisis periddica hipercalémica con miotonia/
paramiotonia por una canalopatia SCN4A.

Destacamos la importancia del diagndstico clinico para estas raras patologias. En ausencia de diagndstico
genético, los métodos de diagndstico complementario tiene valor limitado debido al cardcter funcional de estos
trastornos.

Proponemos esta comunicaciéon como la primera de este tipo en perros de raza Pastor Alemdn y Shi-Tzu.

Palabras clave: Perros; Neurologia; Canalopatias de Musculo Esquelético; Pardlisis Periddica Hipercalé-
mica; Miotonia/Paramiotonia.

I.S.S.N.: 0213-5434
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SUMMARY

In humans, skeletal muscle channelopathies are genetic disease with very low incidence. Regarding the
sodium channel in particular, the different SCN4A mutations can result in various phenotypes ranging from
muscle paralysis (hyperkalemic periodic paralysis, hypokalemic periodic paralysis) to muscle hyperexcitability
(congenit paramyotonia, myotonias aggravated by potassium), through combined phenotypes of the previous
two. There is a close interrelation between hyperkalemic periodic paralysis and myotonias; both characteristics
can coexist in the same patient.

This work describes a clinical picture affecting a litter of 7 German Shepherd puppies and a litter of 4 Shih-
Tzu puppies with episodes characterized by a clinical phenotype of muscular paralysis combined with muscular
hyperexcitability.

Based on clinical findings (clinical phenomenology, age of onset, episodic recurrence, absense of clinical
signs in the period between episodes) and laboratory (hyperkalemia), and the results of treatment with aceta-
zolamide, the presumptive diagnosis was hyperkalemic periodic paralysis with myotonia/paramyotonia due to
SCN4A channelopathy.

We emphasize the importance of clinical diagnosis for these rare pathologies. In absence of genetic diag-
nosis, complementary diagnostic methods have limited value due to the functional nature of these disorders.

We proposed this description as the first communication of this type in German Shepherd and Shi-Tzu dogs.

Key words: Dogs; Neurology; Skeletal Muscle Channelopathies; Hyperkalemic Periodic Paralysis; Myo-

tonia/Paramyotonia.

INTRODUCCION

La Pardlisis Periddica Hipercalémica
(PPHiperC) es una canalopatia del musculo
esquelético (CME), causada por alteraciones
del canal de sodio. Aunque el signo cardinal
lo constituyen los episodios de debilidad mus-
cular con flacidez, puede adoptar 3 manifes-
taciones clinicas diferentes: a) sin miotonia;
b) con miotonia clinica o electromiogréfica;
0 c¢) con paramiotonia (Camacho 1984; Ric-
ker et al. 1986; Wagner et al. 1997; Kim et
al. 2001; Okuda et al. 2001; Renner y Pta-
cek 2001; Brancati er al. 2003; Jurkat-Rott
y Lehmann-Horn 2010; Cannon 2015; 2018;
Lowrie y Garosi 2017). En los humanos, los
episodios comienzan en la primera década de
vida y progresan hasta la pubertad, momento
en el que el curso de la enfermedad se estabi-
liza. Posteriormente, a partir de los 40 afios,
la frecuencia y gravedad de los episodios dis-
minuye sustancialmente (Zapata-Wainberg et
al.2015). En los pacientes que presentan mio-

tonia, los signos disminuyen con el ejercicio
(Riidel y Lehmann-Horn 1985), en oposicién
a aquellos con paramiotonia, en los que la ri-
gidez muscular se incrementa con la actividad
repetida (Cannon 2015).

De acuerdo a la clasificacion de miotonias
propuesta en medicina veterinaria, la PPHiperC
se encuentra incluida en el grupo de las Mio-
tonfas No Distréficas (MND). Constituyen un
conjunto heterogéneo de trastornos poco fre-
cuentes, causados por canalopatias genéticas de
sodio o de cloro. Las miotonias por mutaciones
del canal de cloro incluyen la Miotonia Congé-
nita (MC) del Schnauzer miniatura y de otras
razas (Pastor Ganadero Australiano y Terrier
de Jack Russel). Las miotonias por mutacio-
nes del canal de sodio incluyen la Paramiotonia
Congénita (PMC), la PPHiperC y las Miotonias
Agravadas por Potasio (MAP) (Lowrie y Garosi
2017). Esta clasificacion es la que utilizaremos
en este articulo.

El complejo canal de sodio se expresa en
las membranas plasmadticas del musculo esque-
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1ético, tanto en los tdbulos transversos como
en el sarcolema. Los canales se activan rapi-
damente (<1 mseg) en respuesta a la despola-
rizacién, y producen un gran influjo de sodio,
que resulta en una rdpida carrera ascendente
del potencial de accion. El canal de sodio que
predomina en el miusculo esquelético es un
heterodimero de la subunidad Na,1.4 o for-
madora de poros (Trimmer ef al. 1989) y la
subunidad {3, no-covalente asociada (Isom et al.
1992). La subunidad Na 1.4 o estd codifica-
da por el gen SCN4A en el cromosoma 17q23
(George et al. 1992), y la subunidad {3, por el
gen SCNIB en el cromosoma 19q13.11 (Mc-
Clatchey et al. 1992). Las mutaciones de la
subunidad Na, 1.4 o producen una variedad de
fenotipos clinicos musculoesqueléticos, en los
que la excitabilidad muscular puede estar pa-
tol6gicamente aumentada o reducida (Cannon
2015; Lehmann-Horn et al. 2004). Las muta-
ciones SCN4A que incrementan la excitabili-
dad del sarcolema alteran la cinética del canal
provocando un aumento de su funcién. De esta
manera impiden la inactivacién del canal de
sodio y causan un influjo persistente de la co-
rriente de este ion (Cannon 2018; Jurkat-Rott
et al. 2015; Kim 2014; Statland et al. 2018).
Una despolarizacién moderada permite a los
canales de sodio normales oscilar entre la re-
cuperacién de la inactivacién y la reactivacion
de los canales mutantes, lo que se traduce en
disparos repetitivos de potenciales de accién
que pueden llevar a miotonia (Jurkat-Rott y
Lehmann-Horn 2010; Kim 2014; Jurkat-Rott et
al. 2015; Zapata-Wainberg et al. 2015; Cannon
2018; Statland et al. 2018). La despolarizacién
prolongada de la membrana incrementa la ac-
tividad de los canales de potasio dependientes
de voltaje, lo que amplifica el eflujo de pota-
sio desde la célula muscular e incrementa los
niveles de potasio sérico provocando hiperca-
lemia (Tricarico y Camerino 2011). La dismi-
nucién de la excitabilidad muscular también
ocurre por aumento de la funcién del canal en
el segmento que actia como sensor de voltaje

en las subunidades Na, 1.4 mutantes, creando
un poro de activacién patégeno a través del
cual los cationes se filtran en estado de reposo.
Estos poros se activan muy rdpidamente y no
poseen un mecanismo de inactivacién especi-
fico, generando una corriente interna de sodio
muy pequeiia (corriente de poro de activacion),
que hace a las miofibras susceptibles de una
despolarizacién aberrante en respuesta a nive-
les de potasio reducidos (Cannon 2015; 2018;
Spillane er al. 2016). La despolarizacién hace a
la membrana refractaria a producir potenciales
de accién. La manifestacién clinica son epi-
sodios de pardlisis muscular flicida, en aso-
ciaciéon con concentraciones séricas bajas de
potasio. La causa mds comun es la PPHipoC,
con ataques recurrentes de moderada a severa
debilidad (Lehmann-Horn et al. 2004; Cannon
2015). La miotonia nunca ocurre en estos casos
y es un criterio de exclusion para el diagnéstico
(Cannon 2018).

Las mutaciones del gen SCN4A fueron
identificadas como causales de enfermedad
mediante cartografia genética (Ptacek et al.
1991a; 1993) y andlisis mutacional (Ptacek et
al. 1991b, 1993; Rojas et al. 1991) en familias
humanas afectadas. Se han identificado mds de
70 mutaciones Na,1.4 en pacientes humanos
con trastornos musculoesqueléticos (Huang et
al. 2017). La mayoria de ellas son mutaciones
de sentido erréneo que alteran la funcién del
canal (Zaharieva et al. 2016). Entre las muta-
ciones que causan MND y CME, algunas son
recurrentes y pueden ser utilizadas como herra-
mienta molecular para el diagnéstico. Es el caso
de las mutaciones del canal de sodio T704M
y M1592V (Cannon 2002; Jurkat-Rott et al.
2002; Renner y Ptacek 2001), asi como tam-
bién R672H (Jurkat-Rott ez al. 2000; Sternberg
et al. 2001), que causan PPHiperC y PPHipoC,
respectivamente. En adicién a estas mutacio-
nes cldsicas, que estdn asociadas con fenotipos
clinicos bien caracterizados (Riidel et al. 1993;
Miller et al. 2004), existen otras mds raras y
Unicas para una familia en particular, que pue-
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den causar tipos inusuales de canalopatias de
sodio (Vicart 2004).

De acuerdo a las caracteristicas de los ca-
nales mutantes, las canalopatias de sodio se
manifiestan como un espectro de desérdenes
que oscilan desde la miotonia hasta la pardlisis
flacida, con fenotipos clinicos que comparten
ambas caracteristicas en el mismo paciente.
De este modo, se han descrito una variedad
de subtipos estrechamente relacionados, todos
ellos causados por mutaciones de los canales
de sodio, cuyas caracteristicas se superponen
con PPHipoC y PPHiperC, incluyendo la PP
normocalémica (PPnormoC), la PMC y las
MAP (miotonia fluctuante, miotonia perma-
nente y miotonia sensible a la acetazalomida)
(Okuda et al. 2001; Jurkat-Rott et al. 2015;
Cannon 2018; Statland et al. 2018). Las ma-
nifestaciones clinicas varian desde sindromes
mioténicos puros (MAP) a trastornos que cur-
san primariamente con miotonia y episodios
de debilidad (por ej., PMC), o trastornos con
debilidad episédica primaria con miotonia
ocasional (PPHiperC y PPnormoC) (Cannon
2015,2018; Statland et al. 2018). Hay un gran
solapamiento entre las distintas enfermedades,
y determinar si se trata, por ejemplo, de PMC
o PPHiperC depende fundamentalmente de los
signos clinicos predominantes (Jurkat-Rott ef
al. 2002, 2015; Zapata-Wainberg et al. 2015;
Statland et al. 2018).

Las opciones de tratamiento consisten en
cambios del estilo de vida, minimizando los es-
timulos desencadenantes de las MND vy, si es
necesario, tratamiento sintomadtico de la mio-
tonfa. Los pacientes con PMC pueden aliviarse
evitando la exposicién al frio, y los pacientes
con PPHiperC, PMC o MAP pueden hacerlo
evitando las comidas ricas en potasio. La utili-
zacién de inhibidores de la anhidrasa carbdnica
(en particular acetazolamida y diclorfenirami-
na) es de primera eleccién en las PPHiper o
PPnormC (Matthews et al. 2011; Tricarico y
Camerino 2011; Cannon 2015), mientras que el
mexiletine, propafenon o flecainida son los fér-

macos de primera eleccion en el tratamiento de
los sindromes mioténicos puros (Mohammadi
et al. 2005; Rayan et al. 2010; Statland er al.
2012; Hahn y Salajegheh 2016).

Las  canalopatias  musculoesqueléticas
Na, 1.4 homdlogas en las especies no humanas
ocurren espontdneamente en caballos Cuarto de
milla y sus cruzas (Rudolph ez al. 1992), y han
sido disefiadas genéticamente en modelos bio-
16gicos de ratones (Hayward ef al. 2008; Wu et
al. 2011). La mutacién equina ha sido rastrea-
da hasta su origen e identificada en un animal
fundador con un fenotipo clinico de miotonia
y PPHiperC; la crianza selectiva en la indus-
tria equina resulté en la rdpida diseminacién
del defecto, que actualmente afecta al 5% de
la raza (Rudolph et al. 1992). En perros se han
comunicado casos con una alta presuncion cli-
nica de PPHiperC en una hembra Pit bull de 7
meses de edad (Jezyk 1982). Se ha comunica-
do también un caso con un video en un perro,
clinicamente similar a la PMC, probablemente
debido a alteraciones de los canales de sodio
(Lowrie y Garosi 2017). En gatos se comunicé
un cuadro clinico caracterizado por episodios
de rigidez agravados por la administracién de
potasio, muy similar a las MAP de los humanos
(Kiesewetter et al. 2011).

El objetivo de este trabajo es la comunica-
cion de una presunta PPHiperC con miotonia en
una camada de perros Shi-Tzi y Pastor Aleman,
razas en las que no se ha descrito este tipo de
MND. Ante la carencia de los métodos com-
plementarios para confirmar el diagndstico, se
destaca la importancia del examen fisico y neu-
rolégico, que permitié elaborar un diagndstico
presuntivo clinico-terapéutico.

DESCRIPCION DE LOS CASOS CLINICOS
Signos clinicos en perros Pastor Aleman
Uno de los cuadros clinicos se observéd en

una camada de 7 cachorros Pastor Aleman (3
hembras y 4 machos) con inicio de los signos en-
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tre los 15 y los 20 dias de edad. Los padres eran
asintomadticos y era la primera vez que se aparea-
ban entre ellos, aunque por separado ya lo habfan
hecho, sin antecedentes de enfermedad en las
camadas resultantes. La familia habia adquirido
a la hembra a los 6 meses de edad, y al macho a
los 8 meses de edad. Los cachorros nacieron en
la casa, mediante parto normal. Vivian juntos en
la Ciudad Auténoma de Buenos Aires, sitio en el
que se realizo la interconsulta neuroldgica.

Los perros estaban la mayor parte del tiempo
en jaulas grandes, de las cuales salian 4 veces
al dia. En esta situacion, varios minutos después
de iniciado el ejercicio, todos ellos presenta-
ban severa rigidez muscular en los miembros
pelvianos (miotonia paraddjica o paramiotonia)
(figura 1). La rigidez era tan intensa que pro-
vocaba la caida de los animales, que quedaban
gimiendo en decubito lateral o decubito dorsal,
sin alteraciones cognitivas (figura 2); luego de
un rato lograban incorporarse y cesaba el gemi-
do, aunque permanecian apoyados sobre el es-

Figura 1. Varios minutos después de iniciado

el ejercicio, todos los cachorros de la cama-

da presentaban severa rigidez muscular en

los miembros pelvianos (miotonia paradojal
0 paramiotonia).

ternén y los miembros tordcicos, con los miem-
bros pelvianos rigidos en extension, sin poder
movilizarse (figura 3). La duracién de los epi-
sodios era de unos segundos a pocos minutos;
la frecuencia era de 4 veces en el dia, siempre
coincidente con la salida de la jaula para hacer
ejercicio. Todos los cachorros estaban afecta-
dos, pero en los machos los signos clinicos eran
mds severos en intensidad, frecuencia y dura-
cion. Las manifestaciones clinicas comenzaron
cuando empezaron a caminar, entre los 15 y los
20 dfas de vida.

Mediante la anamnesis se descart6 la posibi-
lidad de intoxicacién o infeccion; los padres es-
taban correctamente vacunados y todos los ca-
chorros estaban mamando normalmente desde
su nacimiento, sin acceso a productos toxicos.

El examen neurolégico de todos los anima-
les afectados fue normal en estado de reposo, y
los signos clinicos fueron evaluados gracias a la
presentacion de videos caseros tomados por los
propietarios. Si durante los episodios se tomaba

Figura 2. La rigidez era tan intensa que pro-

vocaba la caida de los animales, que queda-

ban gimiendo en dectbito lateral o dectbito
dorsal, sin alteraciones cognitivas
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Figura 3. Luego de permanecer en deciibito
lateral o dorsal unos instantes lograban
incorporarse y cesaba el gemido, aunque
permanecian apoyados sobre el esternén y
los miembros toracicos, con los miembros
pelvianos rigidos en extension, sin poder
movilizarse

en brazos a los cachorros, el gemido cesaba auto-
mdticamente; por este motivo se asumié que no
se debia a la presencia de dolor, sino al miedo
producido por un cuadro agudo de rigidez que
imposibilitaba los movimientos con preservacion
del sensorio.

Ante un cuadro clinico de presentacion agu-
da, con signos que aparecian minutos después
de iniciado el ejercicio y desaparecian esponta-
neamente, y con un examen neurolégico nor-
mal entre los episodios, los diagndsticos dife-
renciales que se contemplaron fueron: MND
(PMC, MAP o PPHiperC con paramiotonia)

o discinesia paroxistica (DP), ambas con base
genética y herencia autosémica. No se conside-
r6 la presencia de una miotonia congénita por
alteraciones del canal de cloro porque el sig-
no cardinal era paramiotonia, y por la ausencia
del fenotipo clinico caracteristico (por ejemplo,
hipertrofia muscular en los misculos proxima-
les). Si bien no se descartd por completo que
los episodios fueran crisis epilépticas, no se
consideraron entre los principales diagnésticos
diferenciales por la ausencia de signos autono-
micos, la conservacién de la conciencia y la
frecuencia de presentacién sin compromiso del
estado neuroldgico en los periodos interictales.
De haber sido crisis epilépticas, las causas pro-
bables hubieran sido anomalias del desarrollo o
enfermedades infecciosas; en el primer caso de-
berfan haberse observado signos clinicos entre
los episodios, y en el segundo, signos multifo-
cales y/o sistémicos. En relacién a las MND, se
descart6 que fuera una MAP, que se caracteriza
por miotonia aislada (y no por paramiotonia).

A todos los perros se les indicé un andlisis
de sangre completo, que incluia hemograma,
bioquimica sanguinea, ionograma y perfil tiroi-
deo (T4 libre especifica y TSH); se propuso
a los propietarios la realizacién de un estudio
electromiografico, pero no fue aceptado. Los
resultados del ionograma mostraron hiperca-
lemia en todos los animales (entre 6.8 y 7.2
mEq/L —valores de referencia 3.7-5.2 mEq/L-),
y el perfil tiroideo fue normal. En base a estos
resultados se descart6 la posibilidad de DP, y
se indic6 una terapia considerando como cau-
sal una MND (PPHiperC o PMC). Teniendo en
cuenta que la PMC no ha sido descrita en perros
(Lowrie y Garosi 2017), se inicié tratamien-
to con acetazolamida (Diamox®, Argentina) a
dosis de 10 mg/kg cada 8 hs por via oral. Los
signos clinicos se resolvieron inmediatamente.

De acuerdo a los hallazgos clinicos y de
laboratorio, y a los resultados del tratamiento
con acetazolamida, el diagndstico presuntivo
fue PPHiperC con paramiotonia por una cana-
lopatia del canal de sodio SCN4A.
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Se pudo hacer el seguimiento de la cama-
da completa hasta 2 meses después de iniciado
el tratamiento. En ese momento los cachorros
permanecian asintomdticos sin cambiar la dosis
de la medicacién, a pesar del aumento de peso.
Pasados otros 4 meses, el seguimiento se pudo
hacer en 4 de los 7 perros (3 machos y 1 hem-
bra). Todos habian abandonado la medicacién
entre 2 y 3 meses atrds, y ninguno de ellos
repitié signos clinicos.

Signos clinicos en perros Shi-Tza

El otro de los cuadros clinicos, observado
en una camada de 4 cachorros Shi-tzid (3 hem-
bras y 1 macho), se caracterizé clinicamente
por episodios combinados de pardlisis episédica
y rigidez muscular, de aparicién aguda, con ini-
cio de los signos entre los 45 y los 60 dias de
edad. Los perros vivian en diferentes lugares (2
de ellos en la Ciudad Auténoma de Buenos Ai-
res, uno en Pinamar, ciudad situada en la costa
Atlantica de la Provincia de Buenos Aires, y el
restante en la ciudad de Mendoza) y con dife-
rentes familias, y habian sido comprados en el
mismo criadero. Todos ellos fueron revisados
en la Ciudad Auténoma de Buenos Aires.

Los signos clinicos fueron variando con el
tiempo y entre los hermanos: en 3 de los perros
consistian inicialmente en episodios de debi-
lidad, con flacidez de los miembros pelvianos
que a los pocos dias se extendié a los miembros
tordcicos, provocando incapacidad de corregir
el decubito esternal (figura 4). Los episodios
comenzaban cuando los animales, estando en
reposo, iniciaban el movimiento ante la llegada
de los propietarios o al comenzar a jugar; es
decir, el inicio generalmente estuvo asociado a
estados de excitacién inmediatamente luego del
reposo. La duracién fluctuaba desde minutos
hasta 3 horas. La frecuencia de presentacion era
diaria, a veces 2 o 3 episodios en el mismo dia.
En una de las perras, los episodios comenza-
ron con rigidez de los miembros pelvianos, sin
flacidez (figura 5). En el transcurso de 7 a 10

Figura 4. Episodio inicial, consistente en de-
bilidad, con flacidez de los miembros pelvia-
nos y los miembros toracicos, provocando
incapacidad de corregir el decibito esternal

P

Figura 5. En una de las perras, los episodios
comenzaron con rigidez de los miembros
pelvianos, sin flacidez

dias, todos los animales empezaron a presentar
rigidez del tronco y de los miembros pelvianos;
en 2 de los perros también se observaron con-
tracciones lateralizadas de la cabeza y la mus-
culatura cervical (figura 6), asi como también el
denominado signo de von Graefe o lid lag. Este
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signo es un fendmeno mioténico que consiste
en la imposibilidad del parpado superior para
acompafiar los movimientos del globo ocular
hacia abajo después de haber dirigido la mi-
rada hacia arriba (McArdle 1962). Todos los
episodios fueron notoriamente mds severos en
el macho que en las hembras.

Todos los animales concurrieron a la in-
terconsulta con el servicio de neurologia con
andlisis de sangre realizados previamente, que
inclufan hemograma completo, bioquimica san-
guinea bdsica (glucemia, uremia, ALT, AST,
FAS, proteinas totales, albimina), y serologia
de toxoplasmosis y neosporosis. En todos los
casos los resultados fueron normales, y las se-
rologias negativas. Al macho y a una de las
hembras se les habia realizado previamente
imdgenes por resonancia magnética (IRM); en
el macho se habia informado el estudio como
compatible con lisencefalia, aunque después de
observar y analizar las imdgenes se conside-
raron normales, al igual de las de la hembra.
Ambos perros ya se encontraban medicados con
anticonvulsivantes (clonazepam a dosis de 0,2
mg/kg cada 8 hs, y fenobarbital a dosis de 2,5
mg/kg cada 12 hs), sin resultados positivos en
cuanto al control de los signos clinicos. Otra
de las hembras ya se encontraba medicada con
furosemida (2 mg/kg cada 12 hs) al momento
de la interconsulta, por una presuncién clinica
de hidrocefalia, sin resultados positivos en lo
que se refiere al control de los signos clini-
cos. A la hembra restante se le habia realiza-
do una tomografia computada (TC) y, con un
diagndstico presuntivo de meningoencefalitis
inmunomediada, comenzd a ser medicada con
prednisolona (1 mg/kg cada 12 hs durante una
semana para continuar con 1 mg/kg/dia). Los
signos clinicos persistieron con la misma inten-
sidad pero se espaciaron en el tiempo, con una
frecuencia de 3 a 4 episodios por semana. Las
imdgenes no pudieron ser observadas, porque
no se encontraban en poder del propietario.

El examen neurolégico de todos los anima-
les afectados fue normal entre los episodios, y

Figura 6. A partir de la semana de iniciado

el cuadro clinico, los episodios consistian en

rigidez del tronco y de los miembros pelvia-

nos; en 2 de los perros también se observa-

ron contracciones lateralizadas de la cabeza
y la musculatura cervical

por ese motivo se desestimaron los diagndsticos
que consideraban trastornos estructurales (li-
sencefalia, hidrocefalia) o inflamatorios (menin-
goencefalitis inmunomediada). Los signos clini-
cos fueron evaluados gracias a la presentacion
de videos caseros tomados por los propietarios.

Ante un cuadro clinico de presentacién agu-
da, con signos que aparecian y desaparecian es-
pontdneamente y examen neurolégico normal
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Figura 7. En los primeros 2 meses de tratamiento los signos clinicos se limitaron a episodios
de rigidez de ambos miembros pelvianos (“salto de conejo”) al iniciar la marcha o la carre-
ra luego del reposo, desencadenados generalmente por situaciones de excitacion

entre los episodios, los diagndsticos diferencia-
les que se contemplaron fueron: crisis epilép-
ticas; DP; MND. Por la gran duracién de las
crisis (hasta 3 horas), la ausencia de signos au-
tonémicos y la falta de respuesta al tratamiento
anticonvulsivante en los 2 perros en los que se
habia implementado, se descarté que los signos
correspondieran a crisis epilépticas; la duracién
solamente se hubiera explicado por la presencia
de lesiones estructurales, que se habian descar-
tado mediante IRM en 2 de los perros. Por la
raza afectada, que en nuestro conocimiento no
padece de ninguna DP comunicada, y por la du-
racién de los ataques se considerd que este tipo
de trastorno era muy poco probable. En conse-
cuencia, el diagnéstico presuntivo a partir del
que se elaboro la estrategia diagndstica fue el de
MND. Como ninguno de los animales afectados
presentaba signos permanentes que permitieran
sospechar patologia muscular obvia, tales como
marcha rigida, hipometria, dolor muscular, hi-
pertrofia muscular o signo del hoyuelo, se con-
sider6 una MND por alteraciéon del canal de

sodio. Debido a la relacién de parentesco entre
los animales afectados se sospechd una base
genética, aunque no se pudieron averiguar an-
tecedentes confiables en relacién a los padres o
a otras camadas.

En base a esta presuncion diagndstica, a to-
dos los perros se les indicé un ionograma com-
pleto y un perfil tiroideo (T4 libre especifica y
TSH); se propuso a los propietarios la realiza-
cién de un estudio electromiografico, pero no
fue aceptado. A uno de los perros (al macho)
se le indic6 potasio por via oral como prueba
diagnéstica. Los resultados del ionograma mos-
traron hipercalemia en una de las hembras (6.5
mEq/L —valores de referencia 3.7-5.2 mEq/L-),
y el perfil tiroideo fue normal en los 4 animales.
En el perro al que se le suministré potasio se
observé un empeoramiento de los signos cli-
nicos, en relacion a su frecuencia e intensidad.

De acuerdo a los hallazgos clinicos y de
laboratorio, el diagnéstico presuntivo fue PPHi-
perC con miotonia debido a una canalopatia del
canal de sodio (Jurkat-Rott er al. 2002; 2015;
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Jurkat-Rott y Lehmann-Horn 2010). Se inicié
un tratamiento con acetazolamida (Diamox®,
Argentina) a dosis de 10 mg/kg cada 8 hs.

Con la administracién de acetazolamida las
manifestaciones clinicas mejoraron inicialmen-
te (luego de 3 o 4 dias); la mejoria se manifestd
en la frecuencia de los episodios, que pasaron
a ser semanales o bisemanales, y en su intensi-
dad. En los primeros 2 meses las manifestacio-
nes clinicas se limitaron a episodios de rigidez
de ambos miembros pelvianos (“salto de co-
nejo”) al iniciar la marcha o la carrera luego
del reposo, desencadenados generalmente por
situaciones de excitacién (figura 7), para des-
aparecer por completo luego de 3 meses de tra-
tamiento, sin cambiar la dosis de la medicacion.
La acetazolamida fue discontinuada entre los 7
y los 8 meses del diagndstico, en forma gradual.
En la actualidad, a 9 meses de haber realizado
el diagnéstico presuntivo y entre 1-2 meses de
haber abandonado el tratamiento, los cachorros
se encuentran completamente asintomaticos.

DISCUSION

Los casos clinicos descritos en este trabajo
se asemejan a la PPHiperC con miotonia/pa-
ramiotonia de los humanos (Jurkat-Rott et al.
2002, 2015; Jurkat-Rott y Lehmann-Horn 2010;
Okuda et al. 2001; Wagner et al. 1997).

Los hechos que sustentaron el diagndstico
presuntivo fueron la localizacién neuroanatémi-
ca de los signos clinicos (sistema muscular), la
edad de presentacidn, la relacién de parentesco
entre los animales afectados, el desencadena-
miento de los signos clinicos (debilidad y mio-
tonfa) en relacion al ejercicio (al inicio en los
perros Shi-Tzu, luego de un rato de iniciado en
los perros Pastor Alemdn), la duracién de los
ataques, la presencia de hipercalemia en todos
los perros Pastor Alemdn y en uno de los de
raza Shi-Tzu, el empeoramiento de los signos
clinicos con la administracién de potasio en uno
de los perros Shi-Tzu y la resolucién de los sig-
nos luego de administrarles acetazolamida en

todos los perros (Camacho 1984; Okuda et al.
2001; Jurkat-Rott et al. 2002, 2015; Jurkat-Rott
y Lehmann-Horn 2010; Kim 2014; Statland et
al. 2018).

En la camada de perros Pastor Alemadn, la
diferenciacién entre PMC y PPHiperC con pa-
ramiotonia fue dificultosa debido a que los sig-
nos clinicos se superponen entre ambos trastor-
nos (Statland et al. 2018); se realizd en base a
la duracién de los episodios, a los hallazgos de
laboratorio y a la respuesta a la terapia con un
inhibidor de la anhidrasa carbénica. Previamen-
te a la disponibilidad de pruebas de genética
molecular existian argumentos para afirmar que
ambos trastornos eran una misma enfermedad
nosolégica. Inclusive, en algunas familias hu-
manas, los pacientes con PMC desde el naci-
miento muestran episodios de PPHiperC en la
adolescencia (Rayan ef al. 2010; Kumar et al.
2014; Hahn y Salajegheh 2016). La diferencia-
cioén entre ambas patologias es importante por-
que el tratamiento es diferente; en PMC las dro-
gas de primera eleccion son el mexiletine, pro-
pafenon o flecainida (Mohammadi et al. 2005;
Rayan et al. 2010; Statland et al. 2012; Hahn y
Salajegheh 2016), mientras que en PPHiperC
son los inhibidores de la anhidrasa carbénica
(Matthews et al. 2011; Tricarico y Camerino
2011; Cannon 2015). La excelente respuesta de
los cachorros afectados a la acetazolamida fue
uno de los elementos que nos permitieron dife-
renciar entre PPHiperC y PMC.

El tratamiento de la PPHiperC consiste en
disminuir la hipercalemia con firmacos como
la acetazolamida, mineralocorticoides, fludro-
cortisona y dietas bajas en potasio (Naberhaus
et al. 2008; Jurkat-Rott y Lehmann-Horn 2010;
Zapata-Wainberg et al. 2015; Dewey y Talarico
2016). En todos los casos presentados en este
trabajo la respuesta a la acetazolamida fue exi-
tosa; en los perros Pastor Alemén la resolucién
de los signos fue inmediata. En los perros Shi-
Tz todos los animales respondieron satisfacto-
riamente a la administracion de acetazolamida,
atenudandose los signos clinicos al inicio de la
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terapia, para desaparecer por completo luego
de 3 meses de tratamiento. Se supone que la
acetazolamida estimula la liberacién tanto de
insulina como de glucagén, lo que promueve
en forma subsecuente el influjo de potasio ha-
cia el interior de la célula muscular, mejorando
los signos clinicos de la PPHiperC (Dewey y
Talarico 2016). La mejoria parcial de uno de
los perros Shi-Tzu tratado con prednisolona fue
atribuida a la accién de los glucocorticoides so-
bre el balance electrolitico, incrementando la
eliminacién de potasio en el tracto intestinal
(Cosio et al. 2005).

Llama la atencién el hecho de no haber te-
nido que ajustar la dosis con el aumento de
peso de los animales debido al crecimiento y
también que, al retirar la medicacién, no hubo
recidivas. Podria deberse a que la enfermedad
sea autolimitante en el tiempo, tal como suce-
de en los humanos con PPhiperC, en los que
se observa una disminucién de la frecuencia y
gravedad de los signos clinicos a partir de los
40 afios (Platt y Griggs 2009; Zapata-Wainberg
et al. 2015). La remisién también podria resul-
tar a partir de una sensibilidad al tiempo de la
expresion del gen mutado, tal como sucede en
algunas epilepsias juveniles con remision es-
pontdnea (por ej., epilepsia roldndica benigna o
epilepsia de ausencia infantil en los humanos,
o epilepsia benigna juvenil familiar benigna del
Lagotto Romagnolo en los perros) (Roger et al.
2005; Jokinen et al. 2007; Seppala et al. 2011;
2012). En estos casos, los signos comienzan en
la segunda fase del desarrollo cerebral pos na-
tal, durante el cual se expresan genes mutados
que son reemplazados en la fase final por genes
homélogos normales (Arsenault y Zhang 2006).

Los niveles de potasio sérico estuvieron
francamente elevados en todos los perros Pas-
tor Aleman; en cambio, los niveles obteni-
dos de los 4 cachorros Shi-Tzi demostraron
la presencia de hipercalemia en uno solo de
ellos, resultando normocalémicos los demas.
La hipercalemia es muy rara en PMC, sien-
do la mayoria de los pacientes afectados nor-

mocalémicos (Zapata-Wainberg et al. 2015).
La normocalemia no descarta la presencia de
PPHiperC; muchas personas con este tipo de
MND son normocalémicas durante los ataques
(Sansone et al. 2012; Jurkat-Rott et al. 2015;
Zapata-Wainberg 2015; Statland er al. 2018).
En una larga serie de pacientes humanos con
la mutacion T704M SCN4A (una de las 2 mas
frecuentes en PPHiperC) la hipercalemia duran-
te las crisis se observo solamente en el 50% de
los casos (Plassart ef al. 1994). En una época se
consider6 a la PPnormoC como un tercer tipo
de PP, generando un debate acerca de su real
existencia (Poskanzer y Kerr 1961). Un andli-
sis retrospectivo clinico y molecular en familias
con PPnormoC demostré mutaciones T704M o
M1592V SCN4A, que previamente habian sido
descritas como causales de PPHiperC, confir-
mando que la PPnormoC es simplemente una
variante fenotipica de la PPHiperC, y no una
enfermedad distinta (Chinnery et al. 2002).

En relacién a la duracién de los episodios,
en PPHiperC son relativamente breves, entre
15 minutos y 4 horas (Rose y Griggs 2009),
mientras que en PMC suelen durar de horas a
varios dias (Zapata-Wainberg et al. 2015). En
los casos presentados en este trabajo la duracion
nunca excedié de unos pocos minutos para los
perros Pastor Alemdn, ni las 3 horas para los
perros Shi-Tzu.

Debido a la relacién de parentesco y la pre-
sentacién simultdnea de los signos clinicos en
todos los perros, se sospechd una base genética
con herencia autosémica. En los humanos, la
PPHiperC es de transmision autosémico domi-
nante. Si sucediera lo mismo en los perros, al
menos uno de los padres en ambas camadas
deberia haber presentado signos clinicos. En el
caso de los perros Pastor Alemadn, la ausencia
de signos clinicos en los padres podria deberse
al desconocimiento de la historia en los prime-
ros meses de vida (fueron adquiridos a los 6
y 8 meses de edad), o a que la penetrancia de
la enfermedad en esta especie fuera reducida,
como sucede con algunas mutaciones puntuales
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que provocan PPHiperC con paramiotonia en
los humanos (McClatchey et al. 1992; Wagner
et al. 1997). En el caso de los perros Shi-Tzd,
por desgracia no se pudieron obtener datos con-
fiables acerca de los padres por falta de colabo-
racién de los criadores. Con respecto al cardcter
autosomico, en ambas camadas enfermaron tan-
to las hembras y los machos, aunque en estos
ultimos los signos clinicos fueron mucho mas
severos. En medicina humana se describieron
casos de mutaciones puntuales en el gen SCN4A
que causan PPHiperC con paramiotonia en los
varones, y solamente descargas mioténicas vi-
sibles en el electromiograma en las mujeres,
lo que sugiere modificaciones en la expresion
clinica relacionadas al sexo. Los autores propu-
sieron una expresividad clinica inferior en las
mujeres, causada por una dependencia de la ex-
citabilidad de la fibra muscular en las hormonas
sexuales, o la expresion de un canal adicional,
con participacién en la estabilizacién del sarco-
lema, codificado solamente por el cromosoma
X (Wagner et al. 1997).

No se pudieron realizar pruebas genéticas
para identificar la mutacion SCN4A. En medi-
cina humana, en ausencia de la identificacion de
la mutacion genética, la PPHiperC puede diag-
nosticarse en base a la presentacion clinica, los
niveles de potasio sérico durante la crisis y los
patrones de anormalidad durante un ejercicio
prolongado. Si se sospecha de PPHiperC pri-
maria debe confirmarse que los signos no son
secundarios a otras condiciones como tirotoxi-
cosis (Lin 2005) u otras causas que provoquen
discalemias (Statland ef al. 2018). Los perros en
cuestién eran eutiroideos y sin otras patologias
sistémicas que pudieran afectar las concentra-
ciones séricas de potasio.

La presentacién clinica de las MND es com-
pleja en todas las especies, y a menudo variable.
Aunque algunos métodos de diagnéstico com-
plementario pueden proveer la confirmacién de
muchos de estos trastornos, o al menos descar-
tar enfermedades que las mimetizan, su valor
es limitado debido al origen funcional de estas

condiciones (Abdo et al. 2010; Forman et al.
2012). En consecuencia, se enfatiza en el hecho
que el diagndstico se apoya fundamentalmente
en las observaciones surgidas del examen clini-
co (Abdo et al. 2010; Lowrie y Garosi 2017),
tal como lo hemos hecho en los casos descritos.

En medicina veterinaria, la MND por altera-
cién en los canales de sodio se ha demostrado
y caracterizado en caballos Cuarto de milla y
sus mestizos (Spier et al. 1990; Rudolph et al.
1992; Meyer et al. 1999), y se ha comunicado
su fuerte sospecha en perros (Jezyk 1982); ha
sido denominado PPHiperC (Lowrie y Garosi
2017).

En los caballos Cuarto de milla se ha iden-
tificado la mutacién responsable del trastorno,
que consiste en un cambio de fenilalanina a
leucina en uno de los dominios transmembrana
de la proteina SCN4A homodloga a la humana
(Rudolph et al. 1992). El perfil de la enferme-
dad es muy similar en todos los aspectos a la
forma humana de PPHiperC, con 2 excepcio-
nes: en caballos siempre cursa con miotonia, y
se han descrito casos de muerte subita durante
los episodios (Meyer et al. 1999); en la actua-
lidad constituye un modelo animal espontdneo
para esta enfermedad (Naberhaus et al. 2008).

En los perros, se comunicé la sospecha de
PPHiperC en una hembra Pit bull de 7 meses
de edad que presentaba episodios de 10 a 15
segundos de colapso asociado al ejercicio, hipo-
tonfa en los miembros y en el cuello, y protru-
sion de la lengua. Los episodios se hicieron mds
frecuentes con el correr del tiempo. El diagnés-
tico se apoy6 en los signos clinicos, sustentado
por un aumento de las concentraciones séricas
de potasio. Los signos clinicos se exacerbaron
con la administracion de potasio por via oral, lo
que se utilizé6 como apoyo diagnéstico (Jezyk
1982).

Un caso de DP responsiva a la acetazola-
mida fue comunicado en una hembra de raza
Retriever Dorado de 12 semanas de edad. La
mayoria de los episodios se desencadenaban
por excitacién y ejercicio y comenzaban con
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marcha rigida y cifosis, progresando a descen-
so de la cabeza y elevacién de los miembros
pelvianos. Finalmente, la perra colapsaba con
rigidez extensora en los 4 miembros. Una vez
desaparecido el factor desencadenante, el tono
muscular volvia a la normalidad y los signos
desaparecian. La frecuencia de los episodios era
de 1 a 8 por dfa, y la duracién variaba de unos
pocos segundos a un mdximo de 10 minutos.
Entre los episodios la perra era completamen-
te normal, y los resultados del hemograma, la
bioquimica sanguinea y los electrélitos fueron
normales. Los signos desaparecieron comple-
tamente 3 dias después de comenzar la terapia
con acetazolamida (Royaux ef al. 2016). Este
caso difiere a los que presentamos en este tra-
bajo en la ausencia de episodios de flacidez, y
en la normalidad de los andlisis de laboratorio.
En 12 gatos Europeos de pelo corto se co-
municé un cuadro de rigidez muscular agravada
por potasio. La edad de inicio de los signos
clinicos varié entre los 2 meses a los 3 afios y,
aunque se sospechd una relacién genética entre
los animales afectados, no pudo comprobarse.
Los resultados de la evaluacién neurolégica
fueron normales en los gatos durante el repo-
so, pero todos ellos manifestaron episodios de
espasticidad muscular inducidos por el estrés
o por el ejercicio. Los exdmenes complemen-
tarios no evidenciaron ningin tipo de anorma-
lidad; sin embargo, la administracién de una
dieta enriquecida con potasio result6 en severo
agravamiento de los signos clinicos, lo que per-
mitié el diagndstico de rigidez muscular agra-
vada por potasio (Kiesewetter et al. 2011).

CONCLUSIONES

En base a la fenomenologia clinica (debi-
lidad con paramiotonia en los perros Pastor
Alemdn, debilidad con flacidez y miotonia en
los perros Shi-Tzu, edad de presentacion, pa-
rentesco entre los animales afectados, desenca-
denamiento de los signos clinicos en relacién
al ejercicio, presencia de hipercalemia en todos

los individuos de raza Pastor Alemdn y en uno
de los perros Shi-Tzi), la ocurrencia episddica,
la ausencia de signos clinicos entre los episo-
dios y la duracién de los mismos, y su empeo-
ramiento cuando se administré potasio por via
oral en uno de los perros Shi-Tzu se propone a
esta descripciéon como la primera comunicacion
de PPHiperC con paramiotonia en perros Pastor
Alemédn y PPHiperC con miotonia en perros
Shi-Tzd. Tal diagndstico presuntivo estd apoya-
do por la respuesta favorable tras el inicio de la
terapia con acetazolamida. Se propone incorpo-
rar estas razas al grupo de perros afectados por
PPHiperC con miotonia. El curso de la enfer-
medad en todos los perros observados indica un
curso regresivo, con un prondstico favorable.
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RESUMEN

En este trabajo de fin de grado sobre historia de la veterinaria, pretendemos dar a conocer ciertos datos
biogréficos del veterinario Mateo Villora y Flores. Nacido en Albacete en 1838, estudi6 veterinaria en el Real
Colegio Escuela de Madrid, donde obtuvo su titulo en 1861. Desde el punto de vista profesional, Mateo Villora
se ocupd de la inspeccion de carnes de esta ciudad, ejerciendo ademads el cargo de Subdelegado de Veterinaria.
Pero uno de los aspectos mds importantes de este albacetefio, y que nos ha hecho dar pie a esta investigacion y
a poner tal interés es que durante la epidemia de cdlera que sufrié parte de Espafia en 1885, ayudé de manera
desinteresada a las personas afectadas por esta enfermedad, siendo por ello nombrado hijo predilecto de Alba-
cete y otorgdndole su nombre a una de las plazas de esta ciudad.

Para llevar a cabo nuestra investigacién hemos recurrido a diversas fuentes de informacién, especialmente
archivos histdricos de la provincia de Albacete y diferentes hemerotecas digitales donde pudimos encontrar,
tanto documentos relativos al propio Mateo Villora como relativos al estado de la profesion veterinaria durante
el siglo XIX. También hemos recabado informacién relacionada con la epidemia de célera que en 1885 afectd
a gran parte de la poblacién de esta provincia. De esta manera hemos podido compilar una serie de datos y
conocimientos que no eran conocidos para la profesion veterinaria espafiola ni para la sociedad en general.

Los resultados que arrojan nuestra investigacion describen numerosos aspectos biogrdficos de Mateo Vi-
llora y Flores asi como datos vinculados a su actividad profesional. También aportamos los documentos que
acreditan el reconocimiento que tuvo por parte de las autoridades locales por su importante labor durante la
epidemia de célera antes mencionada, y su compromiso con la salud publica.

De esta forma, rescatamos para la historia de la veterinaria espafiola a un importante veterinario del siglo
XIX que practicamente era desconocido para nuestra profesion. No solo desarrolld su actividad en el campo de
la veterinaria, sino también en otros 4mbitos inusuales o no tan conocidos pero que son de gran relevancia para
salud publica. Y es por todo ello, que ademds de haber sido un buen profesional, también es un ejemplo a seguir.

Palabras clave: Veterinario; Albacete; Colera

I.S.S.N.: 0213-5434


mailto:cano@um.es.

70 AN. VET. (MURCIA) 34: 69-86 (2018). RESUMENES TRABAJOS FIN DE GRADO 2017-2018

ABSTRACT

In this work we show some biographic notes of Mateo Villora y Flores, a veterinarian who was born in
Albacete in 1838, and studied Veterinary Medicine at Real Colegio Escuela of Madrid, where he got his degree
in 1861.

From a professional point of view, Mateo Villora was in charge of the city’s meat inspection, while also
working as sub-delegate of veterinary. But one of the most important aspects of this veterinarian, and what
made us lead this research with such interest, is that during the cholera epidemic that affected part of Spain in
1885, he selflessly helped the people affected by this disease, which led to him being named Albacete’s Favou-
rite Son for all his work and merits and naming one of the city’s squares after him. Therefore, he is an example
of the importance of Veterinary Medicine in other areas.

To carry out our research we have used various sources of information, especially historical archives of the
province of Albacete and different digital newspaper archives where we were able to find documents relating
to Mateo Villora himself and the state of the veterinary profession during the nineteenth century. We have also
collected information related to the cholera epidemic that affected a large part of the population of this province
in 1885. This is how we have been able to compile a series of data and knowledge that were not known to the
Spanish veterinary profession or to society in general. We were able to verify that Mateo Villora y Flores was a
character practically unknown in the field of the history of our profession. We didn’t find any references of him,
neither in the books that explain the history of our profession, nor in professional associations, or even in the
minutes books of the National and Ibero-American Congresses of Veterinary History held up until 2016. The
lack of information about this amazing veterinarian led us to propose an investigation with the following aims:

1°) Discover relevant information regarding the biography of D. Mateo Villora y Flores related to his perso-
nal life by providing copies of original documents kept in archives and newspaper archives.

2°) To investigate his professional work, focusing on the role he played during the cholera epidemic that
affected the province of Albacete in 1885.

We started this project with two extensive sections of bibliographic review. In the first of them we attempted
to become acquainted with the veterinary profession during the nineteenth century, the period in which the life
of the character unfolds. In the second section we aimed at describing the cholera and other epidemics that our
country suffered during that century in order to understand what was known about that disease, to further disco-
ver how it affected society and what remedies were applied for its eradication, especially regarding the impact
it had in the province of Albacete, where Mateo Villora y Flores practised his professional activity.

So, the results of our research describe numerous biographical aspects of Mateo Villora y Flores as well as
data related to his professional activity. We also provide the documents that certify the recognition he received
from the local authorities for his important work during the aforementioned cholera epidemic, and his com-
mitment to public health.

This way, we were able to rescue the history of an important Spanish veterinarian of the nineteenth century
who was practically unknown to our profession. He did not only develop his activity in the veterinary field, but
also in other unusual or not so well known areas of great relevance for public health. And that is why, apart from
being a great professional, he is also an example to follow.

Key words: Veterinarian; Albacete; Cholera
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RESUMEN

El estornudo inverso es un fuerte sonido inspiratorio que se produce como reflejo ante un estimulo mecano
sensitivo en las vias respiratorias superiores para mantenerlas permeables, presenta una duracién variable de
segundos a minutos, y que hace su apariciéon en forma de ataque paroxistico. Actualmente es muy escasa la
bibliografia que recoge informacion sobre este sintoma. De manera que se ha realizado un estudio retrospectivo
descriptivo de 65 casos atendidos en el Hospital Veterinario de la Universidad de Murcia entre los afios 2005-
2018. De este estudio se extrae que el estornudo inverso no presenta predileccion por sexo, edad o raza, pero si
por animales de pequefio tamafio o talla toy. De igual manera queda reflejado que este sintoma puede aparecer
de manera aislada y fisiolgica, o como parte de un cuadro sintomdtico. La investigacién diagndstica debe
confirmar o no la presencia de causas primarias del estornudo inverso, incluyéndose en el mismo pruebas de
imagen, siendo de especial utilidad el uso de endoscopia de ésta forma desechar posibles causas que originen
el estornudo inverso, aunque en muchas ocasiones el costo econdmico puede suponer un impedimento para la
realizacion y obtencion de un diagndstico definitivo. Finalmente, el 23% de los casos se diagnosticaron como
estornudo inverso fisioldgico, el 49% consecuencia de una patologia respiratoria, el 3% se debi6 a un proceso
gastrointestinal, y el 1,53% a enfermedad periodontal, permaneciendo un 23% con diagndstico abierto. Por lo
que se extrae que el estornudo inverso ha aparecido en este estudio con mayor frecuencia de manera aislada,
0 asociado a un cuadro de enfermedad respiratoria, presentdndose de manera escasa asociado a otros cuadros
sintomatoldgicos.

Palabras clave: estornudo inverso, perro, distrés respiratorio, estridor

ABSTRACT

Reverse sneezing is a strong inspiratory noise that occurs as a reflex against a mechano-sensitive stimulus
in the upper respiratory tract, to keep it permeable, it presents a duration of seconds to minutes, and has a paro-
xysmal form of attack. Currently, the bibliography that collects information about this symptom is quite poor.
The present study is a descriptive retrospective study of 65 cases attended in the Veterinary Hospital of the
University of Murcia between the years 2005-2018. This study shows reverse sneezing has no predilection for
sex, age or race, but it does for animal of small size or toy size. It is also reflected that this symptom can appear
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in an isolated and physiological way, or as part of symptomatology. The diagnostic investigation must confirm
or not the presence of primary causes of reverse sneezing, including imaging tests, being of special importance
the use of endoscopy, and this way discard possible causes of the reverse sneeze, although in many cases the
cost can be an impediment to the realization and obtaining a definitive diagnosis. Finally, 23% of the cases were
diagnosed as physiological reverse sneezing, 49% as a consequence of a respiratory pathology, 3% due to a
gastrointestinal process, and 1.53% to periodontal disease, remaining 23% with open diagnosis. So it is shown
that the reverse sneeze has appeared in this study more frequently in isolation, or associated with a respiratory
disease, presenting in a scant way associated with other symptoms.

Key words: reverse sneezing, dog, respiratory distress, stridor
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RESUMEN

La puncioén folicular mediante ecografia transvaginal (OPU) permite la obtencion de ovocitos procedentes
de hembras vivas y con informacion genética conocida, para su posterior uso en produccion in vitro de embrio-
nes (PIV) y en otras biotecnologias reproductivas. En este trabajo se ha ensayado un protocolo de estimulacion
hormonal para incrementar la calidad de los ovocitos bovinos obtenidos por OPU.

Se emplearon dos vacas de raza Holstein de la Granja Docente Veterinaria de la Universidad de Murcia.
Los animales donantes se sometieron a un tratamiento de estimulaciéon hormonal mediante GnRH (Dalmarelin.
0.2 mg, 2 ml i.m.) y FSH (Pluset. 500 UI). La administracion de FSH se dividi6 en varias aplicaciones, con la
siguiente distribucion: 36 h post-GnRH, se administraron 3,5 ml (i.m.) y 4 ml (s.c.) y 24 h mds tarde, 2.5 ml
(i.m.). La OPU se realizé 40 h después de la ultima administraciéon de FSH. El proceso fue repetido durante 4
semanas consecutivas.

El protocolo de OPU precisé de tranquilizacion previa mediante xilacina (0.25 ml/100 kg p.v. i.m.), segui-
da de carprofeno (1.4 mg/kg p.v. s.c.) y de lidocaina (2%. 5 ml) via epidural. Posteriormente, se procedi6 a la
manipulacién rectal para realizar la exploracion ultrasonografica. Se analizé el nimero de foliculos a aspirar
y el nimero de ovocitos obtenidos en cada animal por sesiéon de OPU, calculdndose el porcentaje de eficacia
en la recogida (ovocitos obtenidos/foliculos aspirados). Los complejos cimulo-ovocito (CCOs) obtenidos se
evaluaron y clasificaron en funcién de las caracteristicas morfoldgicas del citoplasma y células del cimulo en 2
grupos: ovocitos aptos para PIV (tipos I, I y III) y no aptos (tipos IV, V y ovocitos degenerados).

Se obtuvieron 37 ovocitos de los 70 foliculos totales aspirados, lo que supone un 52,86% de rendimiento de
OPU, cifra en consonancia con la literatura cientifica. La mayoria de los ovocitos obtenidos (86,49%) fueron
aptos para PIV. Los grupos de CCOs mds numerosos fueron de categoria II (35,14%), categoria I (29,73%) y
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categoria III (21,62%). Estos resultados mejoran notablemente los obtenidos por otros autores que realizaron
OPU a las 48 h de la administracién de FSH y con una unica aplicaciéon hormonal. Se puede concluir que el
protocolo de estimulacién hormonal seguido permite obtener una alta proporcién de ovocitos de mejor calidad
y aptos para la PIV, y que el rendimiento de la OPU no result6 afectado por la obtencién de los ovocitos a las
40 h de la tdltima administracién de FSH.

Palabras clave: FSH, ovocito, bovinos, OPU

ABSTRACT

Follicular puncture using transvaginal ultrasound (ovum pick up, OPU) allows obtaining oocytes from live
females with known genetic information, for later use in in vitro production of embryos (IVP) and in other
reproductive biotechnologies. In this work a protocol of hormonal stimulation has been tested to increase the
quality of bovine oocytes obtained by OPU.

Two Holstein cows were used from the Veterinary Teaching Farm of the University of Murcia. The donor
animals were subjected to a hormonal stimulation treatment using GnRH (Dalmarelin, 0.2 mg, 2 ml i.m.) and
FSH (Pluset, 500 IU). The administration of FSH was divided into several applications, with the following
distribution: 36 h post-GnRH, 3.5 ml (i.m.) and 4 ml (s.c.) were administered and 24 h later, 2.5 ml (i.m.). The
OPU was performed 40 h after the last administration of FSH. The process was repeated for 4 consecutive
weeks.

OPU protocol required prior tranquilization with xylazine (0.25 ml/ 100 kg p.v. i.m.), followed by carpro-
fen (1.4 mg/kg p.v.s.c.) and lidocaine (2%. 5 ml) epidurally. Subsequently, rectal manipulation was performed
to perform the ultrasound scannnig. The number of follicles to be aspirated and the number of oocytes obtained
in each animal per OPU session were analyzed, calculating the percentage of efficiency in the collection (oo-
cytes obtained/follicles aspirated). The cumulus-oocyte complexes (COCs) obtained were evaluated and clas-
sified according to the morphological characteristics of the cytoplasm and cumulus cells in 2 groups: oocytes
suitable for IVP (types I, II and III) and unsuitable (types IV, V and degenerated oocytes).

We obtained 37 oocytes from the 70 total follicles aspirated, representing a 52.86% OPU yield, results con-
sistent with the scientific literature. The majority of the oocytes obtained (86.49%) were suitable for IVP. The
most numerous groups of COCs were category 1I (35.14%), category I (29.73%) and category III (21.62%).
These results significantly improve those obtained by other authors who performed OPU at 48 h after the admi-
nistration of FSH and with a single hormonal application.

We can concluded that the hormonal stimulation protocol followed allows a high proportion of oocytes of
better quality and suitable for IVP and OPU performance was not affected by obtaining the oocytes 40 h after
the last administration of the FSH dose.

Key words: FSH, oocyte, bovine, OPU
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VALORACION DE LESIONES DE OSTEOCONDROSIS CARPOMETA-
CARPIANA Y SU PREVALENCIA EN BOVINO DE CEBO

Cortes, C.; Sanchez, P.; Seva J.*

*Autor para corespondencia: Juan Seva. jseva@um.es. Anatomia Patoldgica Veterinaria. Univer-
sidad de Murcia. Tel: +93868884701

RESUMEN

La osteocondrosis es un proceso degenerativo de las superficies articulares que afecta al cartilago de creci-
miento y altera la osificacion endocondral. Con el presente trabajo, se pretende valorar macroscopicamente y
microscOpicamente las lesiones de osteocondrosis en la articulacién carpometacarpiana en el bovino de aptitud
cérnica, determinar su prevalencia y qué factores influyen en ella.

Para este trabajo se han estudiado 200 animales de la raza bovina (Bos taurus), 100 hembras y 100
machos, con orientacioén productiva de carne, y pertenecientes principalmente a las razas Asturiana de los
Valles, Limousin y Mestiza. De cada uno de los animales se han evaluado las lesiones en ambas extremida-
des: macroscépicamente procediendo a la valoraciéon morfolégica de las lesiones in situ y la medicién del
drea de cartilago lesionada mediante el sistema de andlisis de imagen MIP-4.5 para versiéon Windows®; y
microscOpicamente a través del examen histoldgico de las muestras tomadas en formol de las lesiones ob-
servadas. Se realiz¢ el estudio descriptivo de los resultados obtenidos y se emplearon pruebas de inferencia
estadistica para evaluar la influencia de variables como sexo o raza sobre el grado de lesién y determinar la
relacion entre esta y el peso y edad de los animales, con ayuda del programa SPSS, v.24®, considerando un
nivel de significacién p<0.05.

193 animales (96,5%) presentaron lesion en la superficie articular metacarpiana, manifestindose unica-
mente en la cara medial y siempre bilateralmente. Las lesiones se clasificaron en grado I (hasta un 2% de drea
lesionada en la cara articular), IT (2-3,5%) y III (>3,5%), que fue el mds predominante (62%). Histol6gicamente
se evidencio la degeneracidn del cartilago articular, siendo mayor al aumentar el grado de lesién y la profundi-
dad de la misma, afectando en los procesos mds avanzados incluso al tejido 6seo. Estadisticamente se observd
asociacion entre el grado de lesion de osteocondrosis, la raza y el sexo de los animales. Asimismo, se comprobd
una ligera disminucién de la ganancia promedio de peso diaria en los bovinos con grado III respecto a los de
grado I, obteniendo una correlacion negativa mayor en los machos de la raza Asturiana. En vista a esto, el
predominante cardcter culén podria ser uno de los factores contribuyentes al desarrollo de la osteocondrosis en
dicha raza, aunque serfan necesarios nuevos estudios para corroborar estas observaciones.

Palabras clave: osteocondrosis, articulacién carpometacarpiana, bovino.
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ABSTRACT

Osteochondrosis belongs to Developmental orthopedic diseases and it has been defined as an idiopathic con-
dition characterized by a disruption in endochondral ossification which affects the cartilage growth. It causes thic-
kening and retention of cartilage, necrosis of the basal layers of the retained articular cartilage, subchondral bone
defects and subchondral fracture and production of bone fragments, leading to biomechanical defects. This disor-
der is regarded as having a multifactorial etiology, with no single factor accounting for all aspects of the disease.

It is a pathology hardly bibliographic references in cattle, unlike other species, in which there is no clinical pre-
sentation and requires a post-mortem diagnosis, and can manifest in any diarthrodial joint. Particularly in bovine
it has been evidenced in the atlanto-occipital joint, shoulder, elbow, carpometacarpal, knee, tarsusmetacarpal and
phalangeal. Through this research we intend to evaluate macroscopically and microscopically the osteochondrosis
lesions in the carpometacarpal joint in beef cattle, determine its prevalence and the factors that influence it.

For this survey, 200 animals of beef-breed cattle were studied, 100 females and 100 males, mostly belong-
ing to the breeds “Asturiana de los Valles”, Limousin and cross-bred. For each individual animal, the forelimb
lesions have been evaluated: proceeding to the morphological assesment of the lesions in situ and the measure-
ment of the injured cartilage drea through the programme MIP-4.5 image analysis system for Windowsa ver-
sion; and performing the histopathological examination of the samples preserved in formalin which were taken
of injured areas. Conversely, a descriptive study was made of the results obtained and statistical inference tests
were used to evaluate the influence of variables such as sex or breed on the degree of injury, and determine the
relation between the degree with the weight and age of the animals. For that purpose, we used the programme
SPSS v.244 considering a level of significance p <0.05.

The macroscopic results reflect articular cartilage damage in 193 animals (96,5%), exclusively appearing
on the medial aspect of the joint and always bilaterally. Lesions were classified in three grades, acording to the
results of image analysis system and macroscopic exam: I (until a 2% of injured drea on the articular surface),
II (between a 2-3,5%) and III (as of a 3,5%), which was the most prevalent. In addition, 72,50% of animals
showed the same grade in both limbs, so the pathology exhibits a symmetrical component most of the times.

Histopathological examination exhibited a degeneration and loss of the articular cartilage. The disorders were
greater as the lesions grade and depth increases, affecting even bone tissue in the most advanced processes.

Besides that, statistically significant differences were found in the distribution of grades of lesion according
to breed and sex, but there was interaction between both factors. Likewise, a decrease in the means of average
gain of daily weight was verified in cattle with lesions of grade III regard to those of grade I. After that, the ave-
rage daily gain was related to the percetage of lesion, establishing a significant negative correlation (Pearson>s
r =-0.818) in the case of Asturian male bovines.

Unlike previous researches developed by other authors, in our study osteochondrosis lesions have been classi-
fied based on a ponderable parameter: the percentage of lesioned area regarding to the total area of the joint face,
through an image analysis system. Histological study reveals that the severity of lesions depends on the depth and
the length of the same, so it’s difficult to establish between these histological changes and the grades of lesion
observed macroscopically. The impartiality of the methodology used for this survey and the variety of the cattle
feedlots strengthen our results about high prevalence of grade III in beef cattle with osteochondrosis. However,
these animals come from different farms, which mean they are subjected to different feeding and handling condi-
tions. Consequently, it’s complicated to draw conclusions about the influence of the factors studied on the lesion’s
grade, although it seems that there’s more reliance on genetic factors, such as breed and sex, than from others like
age, carcase weight or joint’s diameter, within the slaughter age ranges in beef cattle.

Animals of “Asturiana” breed, in particular male bovines, revealed a greater negative correlation between
the osteochondrosis and the average daily gain, which may be related with the characteristic “culén” character
of this breed. In any case, recent studies in pigs show that the osteochondrosis implies a decrease in economic
profitability, so we should go in depth in the study of the possible economic repercussions of the osteochondro-
sis’ development in beef cattle..En los anteriores nimeros se ha incluido el abstract tal cual aparecia en el TFG/
TFM, pero los autores pueden hacer los cambios que estimen oportunos.

Key words: osteochondrosis, carpometacarpal joint, bovine.
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DIAGNOSTICO POR IMAGEN DE OBSTRUCCIONES DEL TRACTO
GASTROINTESTINAL OCASIONADAS POR ENTERITIS GRANULO-
MATOSA REGIONAL: A PROPOSITO DE DOS CASOS CLINICOS

Diaz M.; Agut, A.; Soler, M.

*Autor para correspondencia: mtasoler@umes: . Universidad de Murcia. Murcia 30100. Espaiia.
Tel: 868887542

RESUMEN

Este trabajo versa sobre dos casos clinicos de una perra y un perro cuyo motivo de consulta fue la presenta-
cién de vomitos. En un caso, la exploracidn fisica no aporté mucha informacién adicional, mientras que en otro
caso se evidencid la presencia de una masa abdominal a la palpacién. Sus analiticas sanguineas no mostraron
ninguna alteracién muy significativa que explicase el cuadro clinico que mostraban los pacientes.

Se les realiz6 radiografias abdominales, pero dada la emaciacién que presentaban, no se pudo visualizar
ninguna alteracién radiogréfica evidente.

En el examen ecografico abdominal, se evidencid en ambos pacientes un segmento de intestino delgado con
un engrosamiento de la capa muscular, de la cual se originaba una masa de ecogenicidad y ecotextura heterogé-
nea con pérdida de diferenciacion de capas, que ocasionaba una obstruccion de la luz intestinal.

En uno de los casos, se realiz6 una tomograffa computarizada de abdomen donde se pudo observar que la
masa no tenfa relacion con el resto de 6rganos abdominales.

El diagndstico presuntivo en los dos casos, basdndose en los hallazgos de imagen, fue de una neoplasia
intestinal.

Ambos animales se sometieron a la reseccién quirtirgica de las masas. El resultado histopatoldgico de las
muestras enviadas procedentes de las masas concluy6 que, tanto en el macho como en la hembra, las masas eran
resultado de una enteritis granulomatosa.

La etiologia de la enteritis granulomatosa regional es todavia incierta. Se ha asociado a la presencia de
materiales extrafios, como fragmentos de plantas o tejidos parecidos a pelo que debido a su estructura y a los
movimientos peristalticos del intestino se quedan alojados en la pared intestinal (Papazoglou et al. 2010), o la
presencia de agentes vivos como E. Coli enteroinvasiva, Mycobacterium spp., hongos (Pythium, histoplasma)
0 Prototheca (Lecoindre et al. 2016). También se ha asociado como una complicacién tras una ovariohisterec-
tomia (Agut et al. 2003).

Los pacientes presentan principalmente vomitos (Watson et al. 2014), aunque cabe destacar que en otro
estudio realizado con un mayor nimero de animales el sintoma principal fue la diarrea (Lecoindre et al. 2016).
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Analiticamente, se suelen apreciar pocas alteraciones a pesar de la cronicidad de la patologia, aunque se
puede destacar la aparicion de ligera neutrofilia compatible con leucograma de estrés o ligera inlflamacién o
hypoalbuminemia.

El empleo de un estudio radioldgico puede aportar informacién limitada al ayudar a visualizar la presencia
de una masa en la cavidad abdominal y también es util para descartar la presencia de metdstasis en térax y as{
poder diferenciar mejor entre un proceso neopldsico de un proceso inflamatorio.

Ecograficamente, se visualiza en la mayoria de los casos una masa heterogénea hipoecogénica con aumento
del grosor de la capa muscular y pérdida total o parcial de diferenciacion de capas de la pared intestinal (Pa-
pazoglou et al. 2010, Jeon et al. 2014, Lecoindre et al. 2016), aunque en algunos casos no se llega a perder la
estructura de las capas de la pared del segmento intestinal afectado (Watson et al. 2014).

Para su diagndstico, es necesario la realizacién de un estudio histopatoldgico, ya que no es posible diferen-
ciarla de otros procesos, como por ejemplo un proceso neopldsico, con los medios de diagndstico por imagen
actuales.

Se ha observado una similitud entre la enteritis granulomatosa regional y la enfermedad de Crohn en huma-
nos. La enfermedad de Crohn es una enfermedad inflamatoria intestinal de etiologia multifactorial incluyendo
la combinacién de factores genéticos y ambientales. En ambas enfermedades, se da la presentacién de una
inflamacién granulomatosa transmural como rasgo principal (Watson et al. 2014).

En todos los casos descritos en la literatura consultada, se realizé una reseccion quirtdrgica de la masa y
anastomosis del intestino. En aproximadamente la mitad de ellos, la cirugia resulté en una remisién completa
sin tratamiento adicional, aunque en otros casos, solamente hubo una remisién parcial de los signos clinicos
y hubo que administrar tratamiento con dieta gastrointestinal, agentes inmunosupresores y antibioterapia para
poder controlar los signos clinicos.

La enteritis granulomatosa regional es poco frecuente, pero podria presentar una mayor frecuencia de apa-
ricién de lo que podemos pensar al no etar incluida como diagndstico diferencial frente a procesos neoplésicos
y no llegar a ser diagnosticada.

Por estas razones, la enteritis granulomatosa regional debe ser incluida en el diagndstico diferencial de una
masa intestinal.

Palabras clave: Enteritis granulomatosa, obstruccion intestinal, perro, diagndstico por imagen.

ABSTRACT

This work is about two clinical cases of two dogs, a neutered female and an entire male, that presented a
history of vomiting and weight loss. In one case, the physical examination did not contribute very additional in-
formation, while in the other an abdominal mass was noticed by palpation. Their haematology and biochemistry
did not show very significant disorders which could explain the clinical signs.

In the abdominal radiographs, it was not possible to visualize any remarcable findings because the emacia-
ted animals had poor serosal detail because of lack of intraabdominal fat.

Abdominal ultrasonography revealed in both patients a small bowel segment with a focal thickening of the
muscular layer, from which a heterogeneous and hypoechoic mass with indistinct wall layers originated, which
caused intestinal obstruction.

In the female dog, an abdominal computed tomography scan (CT) was performed which showed that the
abdominal mass was not associated with adjacent abdominal organs.

The presumptive diagnosis in the two cases, based on the imaging findings, was an intestinal neoplasia.

Mass removal and intestinal anastomosis were performed in both animals. Histopathological result of
the samples concluyed that the masses were caused by a granulomatous enteritis, both in the male and the
female,.

Granulomatous enteritis in the dog is a rare form of canine intestinal bowel disease (IBD) of uncertain
aetiology. It has been associated with the presence of foreign materials, such as plant fragments or hair-like
shaft, combined with the peristaltic movement of the intestines, that may help the foreign body to lodge itself
in the intestinal wall (Papazaglou et al. 2010), or the presence of alive agents as enteroinvasive E. Coli, Myco-
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bacterium spp, fungi or Prototheca (Lecoindre et al. 2016). It has also been associated as ovariohysterectomy
complication (Agut et al. 2003).

The patients show mainly vomiting (Watson et al. 2014), although in another study with a greater number
of animals the main clinical sign was diarrhoea (Lecoindre et al. 2016).

Analytically, few features are usually showed despite the chronicity of the pathology, although it can be
seen a mild neutrophilia consistent with stress leukogram or mild inflammation or hypoalbuminaemia.

The use of a radiological study can provide limited information to help visualize the presence of a mass in
the abdominal cavity. Even so, the use of radiography to rule out the presence of chest metastasis is of great help
to be able to better differentiate between a neoplasm process of an inflammatory process.

Ultrasonographically, a heterogeneous hypoechoic mass with thickening of the muscular layer and total or
partial loss of layering of intestinal wall is seen in most cases (Papazoglou et al., 2010, Jeon et al., 2014, Le-
coindre et al. al.,2016), although in some cases the structure of the wall layers of the affected intestinal segment
is not lost (Watson et al., 2014).

For its diagnosis, it is necessary to perform a histopathological study, since it is not possible differentiate
it currently of the other processes, for example a neoplasm, by diagnostic imaging in spite of the multiple
modalities.

In humans it has been observed a similarity between regional granulomatous enteritis and Crohn’s disease.
Crohn’s disease is a inflammatory bowel disease of multifactorial aetiology incluying the combination of ge-
netic and environmental factors.

In both diseases, the presentation of a transmural granulomatous inflammation is the main feature (Watson
et al.2014).

In all the cases described in the reported literature, a surgical resection of the intestine mass and intesti-
nal anastomosis was performed. In approximately half of them, the surgery resulted in a complete remission
without additional treatment, although in other cases, there was only a partial remission of the clinical signs and
it was necessary to administer treatment with gastrointestinal diet, immunosuppressive agents and antibiotic
therapy to be able to control the signs clinical.

Regional granulomatous enteritis is rare, but it could be present in a greater percentage of appearance than
we can think since it is not included as a differential diagnosis in the face of neoplasm processes and it usually
does not get diagnosed. Therefore, it should be included in the differential diagnosis of intestinal masses in dogs.

Key words: Granulomatous enteritis, intestinal obstruction, dog, imaging diagnostic
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ESTUDIO DE LAS PATOLOGIAS EN EL DESVIEJE DEL GANADO
CAPRINO LECHERO
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RESUMEN

El presente trabajo estd basado en la identificacién de patologias encontradas en el desvieje de cabras adul-
tas lecheras. Para ello, se ha realizado un estudio de 20 cabras mayores de 2 afios de raza Murciano-granadina
durante el mes de noviembre de 2017. Los animales proceden de una explotacion murciana intensiva de cardc-
ter lechero con destino a la produccién quesera y calificacion sanitaria M4 (oficialmente indemnes a brucelo-
sis). Gracias a la realizacion de necropsias regladas, se tomaron muestras que fueron procesadas y tefiidas, para
finalmente realizar su estudio histopatolégico. Los resultados obtenidos dieron un total de 6 patologias genera-
les; encontrandose las mamarias encabezando la lista con un 28,12% de prevalencia, seguidas por pulmonares
con un 25,00% e intestinales con un 21.87%. Dentro de estas han destacado mamitis, pleurobronconeumonias
y enteritis paratuberculosas. Las patologias restantes se han dado en menor porcentaje, quedando las hepéticas
conun 9,37%, reproductoras con un 9,37% 'y parasitarias con un 6,25%. En general, todas ellas han compar-
tido un alto grado de cronicidad, con alta presentacién de necrosis, aumento de tejido conectivo, actimulo de
células mononucleares (linfocitos y macréfagos) y afectacion de nédulos linféaticos adyacentes.

La informacion obtenida mediante la realizacion de este trabajo puede ser de gran utilidad para conocer las
principales causas de desvieje en caprino lechero, haciendo ver tanto a veterinarios como a ganaderos la im-
portancia de prevenir y tratar estas patologias, ya que aunque no causen una mortalidad directa, producen en-
fermedades cronicas y subclinicas que repercuten significativamente en el rendimiento y la produccion lactea,
pudiendo llegar a causar graves pérdidas econdomicas.

Palabras clave: desvieje, caprino adulto, mamitis, pulmén, higado, paratuberculosis, anatomia patolégica,
estudio histopatoldgico, cabras lecheras, patologia veterinaria.

ABSTRACT

The present work is based on the identification of pathologies found in the slauther of adult milk goats. To
this end, a study about 20 goats older than 2 years of the Murciano-granadina race was carried out during the
month of November 2017. The animals come from an intensive Murcian farm of dairy character for cheese pro-
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duction and a qualification M4 (officially unharmed to brucellosis). Thanks to the performance of the regulated
necropsies, samples were taken that were processed and stained, in order to finally perform histopathological
study. The results were a total of 6 general pathologies; finding the mammary, leading the list with a 28.12%
prevalence, followed by pulmonary with 25.00% and by intestinal with 21.87%. Within these ones, mastitis,
pleurobronconeumonies and enteritis paratuberculous have stood out. The remaining pathologies have occu-
rred in a lower percentage, leaving the hepatic with 9.37%, the reproductive with 9.37% and the parasitic with
6.25%. In general, all of them have shared a high degree of chronicity, with a high presentation of necrosis, an
increase of connective tissue, an accumulation of mononuclear cells (lymphocytes and macrophages) and an
involvement of adjacent lymph nodes.

The information obtained through the development of this work can be very useful to know the main
causes of slauther of dairy goats, making both veterinarians and farmers see the importance of preventing and
treating these pathologies, because although they do not cause a direct mortality, they produce chronic and
subclinical diseases that have a significant impact on efficiency and milk production, causing some serious
economic losses.

Key words: animals slaugther, adult goat, mastitis, lung, liver, paratuberculosis, pathological anatomy,
histopathological study, dairy goats, veterinary pathologies, milk production.
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ANALISIS BACTERIOLOGICO DE LAVADOS TRAQUEALES: ESTUDIO
RETROSPECTIVO EN 17 PERROS Y 5 GATOS

Perich Miralles, P.S.; Fernandez del Palacio, M.J.; Talavera J*

*Autor para correspondencia: Jesis Talavera. Email: talavera@um.es. Uni v ersidad de Murcia.
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RESUMEN

La infeccién de las vias aéreas es una de las mdltiples causas de la tos crénica en pequefios animales.
Cuando se sospecha de infeccion de las vias bajas se recomienda la toma de muestras para la confirmacion de
la infeccion, la identificacion del patégeno y el establecimiento de un tratamiento antibiético basado en los re-
sultados del antibiograma. Cuando estos procedimientos no son posibles, se administra un tratamiento empirico
basado en las guias terapéuticas disponibles. Las recomendaciones antimicrobianas de estas guias estdn basadas
en los patégenos que se espera estén causando la infeccion, apoydndose en los resultados de estudios previos.
La mayoria de estos estudios son realizados en el extranjero y, por lo tanto, sus resultados pueden no reflejar los
patégenos que afectan a la poblacion local de pequefios animales ni su sensibilidad a antibiéticos.

Se realiza un estudio retrospectivo sobre una poblacion de 17 perros y 5 gatos con tos crénica sometidos
a lavados traqueales en una clinica veterinaria de Elche, Alicante en el periodo entre mayo de 2016 y mayo de
2018. Se analiza los resultados de los cultivos microbioldgicos y antibiogramas con el objetivo de determinar
las especies bacterianas mds comunmente aisladas en poblaciones locales y la eficacia de los antibidticos mas
recomendados en ellas; y establecer las mejores opciones antimicrobianas para nuestra poblacion.

A pesar de que la mayoria de los cultivos (77,27%) obtuvieron crecimiento, una baja proporcién de ellos
(23,5% en perros y 25% en gatos) fueron compatibles con infeccion. Las bacterias mds aisladas fueron E. coli,
Pseudomonas aeruginosa 'y Staphylococcus pseudintermedius. Las especies consideradas patégenas en este
estudio fueron: Pseudomonas aeruginosa en perros y gatos y Enterobacter cloacae y E. coli en los perros. En
general, los antibidticos mds recomendados por las guias terapéuticas (doxiciclina, amoxicilina/dcido clavuld-
nico, cefalexina) hubieran sido poco eficaces en los aislamientos obtenidos en este estudio. Basdndonos en los
resultados de los antibiogramas, podrian ser buenas opciones terapéuticas la enrofloxacina, la marbofloxacina,
la ciprofloxacina, la pradofloxacina y la gentamicina en perros y; la gentamicina, la tobramicina y la amikacina
en gatos con tos crénica. Se recomienda el desarrollo de estudios prospectivos mas amplios en poblaciones
locales de perros y gatos que aporten informacién mds especifica sobre las infecciones bacterianas y la eficacia
de los antibidticos.

Palabras clave: lavado traqueobronquial, tos, perro, gato, infeccién
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ABSTRACT

The infection of the airways is one of the multiple causes of chronic cough in small animals. When low-
level infection is suspected, it is recommended to take samples for confirmation of the infection, identification
of the pathogen and establishment of an antibiotic treatment based on the results of the antibiogram. When these
procedures are not possible, an empirical treatment is administered based on the available therapeutic guideli-
nes. The antimicrobial recommendations of these guidelines are based on the pathogens that are expected to be
causing the infection, based on the results of previous studies. Most of these studies are conducted abroad and,
therefore, their results may not reflect the pathogens that affect the local population of small animals or their
sensitivity to antibiotics.

A retrospective study was conducted on a population of 17 dogs and 5 cats with chronic cough subjected
to tracheal washings in a veterinary clinic in Elche, Alicante between May 2016 and May 2018. The results of
the microbiological cultures are analyzed. antibiograms with the objective of determining the bacterial species
most commonly isolated in local populations and the efficacy of the most recommended antibiotics in them; and
establish the best antimicrobial options for our population.

Despite the fact that most cultures (77.27%) obtained growth, a low proportion of them (23.5% in dogs and
25% in cats) were compatible with infection. The most isolated bacteria were E. coli, Pseudomonas aeruginosa
and Staphylococcus pseudintermedius. The species considered pathogenic in this study were: Pseudomonas
aeruginosa in dogs and cats and Enterobacter cloacae and E. coli in dogs. In general, the antibiotics most re-
commended by the therapeutic guidelines (doxycycline, amoxicillin / clavulanic acid, cephalexin) would have
been ineffective in the isolates obtained in this study. Based on the results of the antibiograms, enrofloxacin,
marbofloxacin, ciprofloxacin, pradofloxacin and gentamicin in dogs could be good therapeutic options; genta-
micin, tobramycin and amikacin in cats with chronic cough. The development of broader prospective studies
in local populations of dogs and cats that provide more specific information on bacterial infections and the
efficacy of antibiotics is recommended.

Palabras clave: tracheobronchial wash, cough, dog, cat, infection
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EN EL MAR MEDITERRANEO
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RESUMEN

La anisakidosis es una enfermedad zoondsica ocasionada por el consumo de pescado y cefalépodos crudos
0 poco cocinados que estdn infectados con larvas L3 de la familia Anisakidae (Anisakis spp., Contracaecum
spp y Pseudoterranova spp.). También hay que tener en cuenta a otros nematodos (Hysterothylacium spp.), que
aunque no son patdgenos para el ser humano, pueden afectar a la calidad del pescado destinado al consumo hu-
mano. El aumento de casos nuevos de anisakidosis a nivel mundial hace necesario el control de esta parasitosis
en peces y cefalépodos. Este estudio busca determinar a través de la realizacion de una revision sistemdtica con
metaandlisis, la prevalencia, abundancia e intensidad de larvas de anisdkidos de los géneros Anisakis, Hyste-
rothylacium, Contracaecum 'y Pseudoterranova en peces, cefalépodos, tortugas y mamiferos marinos captu-
rados en el mar Mediterrdneo. Para ello, se realizé una buisqueda en la plataforma Web of Science (WOS) con
la siguiente combinacion de palabras clave: “(ANISAK* or HYSTEROTHYLACIUM or PSEUDOTERRA-
NOVA or CONTRACAECUM) and (PREVALENCE or ABUNDANCE or INTENSITY or RISK FACTORS)
and MEDITERRANEAN”. Inicialmente se obtuvieron 161 articulos, aunque tras un proceso de seleccion
unicamente 68 fueron incluidos en el metaandlisis. La mayoria de los estudios analizé la infeccién por anisd-
kidos en peces (n=62), seguida de cefalépodos (n=7), tortugas (n=3) y delfines (n=1). Las dos especies mds
estudiadas fueron el boquerdn (Engraulis encrasicholus) y la sardina (Sardina pilchardus). Las prevalencias
medias (rango) de anisdkidos mds altas se encontraron en tortugas y delfines con 47% (4-100) y 39,5% (27-52),
respectivamente, mientras que peces y cefaldpodos registraron prevalencias de 38% (0-100) y 14% (0-60) cada
uno. Las especies mds parasitadas fueron el jurel (Trachurus trachurus) y la bacaladilla (Micromesistius pou-
tassou). La mayoria de los estudios utiliz6 el estereomicroscopio para el andlisis de las muestras (n=49). Con el
paso de los afios se ha detectado un aumento en los niveles de parasitacion por anisdkidos en los especimenes
capturados en el mar Mediterrdneo, con mayor riesgo de transmisién de anisakidosis por el consumo de peces
capturados en la zona central de dicho mar. Asimismo, se observaron las cifras de parasitacién mds altas en las
muestras de visceras, y se confirmé que Anisakis pegreffi es la principal especie causante de anisakidosis en el
drea Mediterrdnea, asi como la ausencia de especies del género Pseudoterranova en la citada drea. Estos datos
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demuestran el importante papel de los peces procedentes del drea Mediterrdnea como fuente de infeccion de
anisakidosis en humanos, asf como el riesgo derivado del consumo de cefalépodos, hasta ahora infravalorado,
haciéndose necesaria una mayor investigacion en estas especies.

Palabras clave: Anisdkidos, Mediterrdneo, prevalencia, abundancia, intensidad, factores de riesgo.

ABSTRACT

Anisakidosis is a zoonotic disease in humans caused by the consumption of raw or undercooked fish or
cephalopods infected with the L3 larva of the Anisakidae family (Anisakis spp., Contracaecum spp. and Pseu-
doterranova spp.). The genus Hysterothylacium, belonging to the Raphidsacaridae family, is not considered
pathogenic for humans, although its presence affects the quality of fish products. The worldwide increase of
new cases of anisakidosis makes essential the continuous monitoring of the parasitization in fish and cephalo-
pods. The aim of this study is to know the prevalence, abundance and intensity of anisakid larva belonging to
the genera Anisakis, Hysterothylacium, Contracaecum and Pseudoterranova in fishes, cephalopods, turtles and
marine mammals captured in the Mediterranean Sea. For this purpose, a systematic review with meta-analysis
was conducted using the Web of Science (WOS) platform with the following key words combination: “(ANI-
SAK* or HYSTEROTHYLACIUM or PSEUDOTERRANOVA or CONTRACAECUM) and (PREVALENCE
or ABUNDANCE or INTENSITY or RISK FACTORS) and MEDITERRANEAN™. Of a total of 161 articles
initially recovered, the implementation of several criteria reduced to 68 the articles finally analyzed. Most
scientific articles studied the anisakids infection in fishes (n=62), followed by cephalopods (n=7), turtles (n=3)
and dolphins (n=1). The most analyzed fish species were European anchovy (Engraulis encrasicholus) and
sardine (Sardina pilchardus). The highest mean prevalences (range) were found in turtles and dolphins, with
47% (4-100) and 39.5% (27-52) respectively, followed by fishes with 38% (0-100) and cephalopods with 14%
(0-60). The horse mackerel (Trachurus trachurus) and the blue whiting (Micromesistius poutassou) were the
most parasitized fish species. The stereomicroscope was the technique used by most studies for the analysis
of the samples (n=49). An increase in the parasitic level by anisakids has been detected over the years in the
Mediterranean Sea specimens, with the higher risk of anisakidosis due to the consumption of fish caught in the
central Mediterranean area. Likewise, the highest parasitization figures were observed in the viscera samples,
and Anisakis pegreffi was confirmed as the main origin of anisakidosis in the Mediterranean area. On the other
hand, it is outstanding the absence of the Pseudoterranova genus in this area. Our results highlight the role of
fishes caught in the Mediterranean Sea as a source of anisakid infection for humans, as well as the main role
of consumption of cephalopods, until now undervalued, showing the need of further research in these species.

Key words: Anisakid, Mediterranean, prevalence, abundance, intensity, risk factor.
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