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Trabajos de Investigacion

PATRON DINAMICO DE CRECIMIENTO DE GAZAPOS DE
CHINCHILLA (Chinchilla lanigera)
DURANTE LA LACTANCIA

Nistal AJ:3, Zapata M3, Bianchi F3, Miranda J3, Frana E3®, Di Masso RJ?*

!Catedra de Fisiologia.
2Catedra de Genética, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de Rosario.
SMoédulo de Producciéon de Chinchillas. Escuela Agrotécnica Gral. San Martin, UNR.
*CIC-UNR.

Resumen: Se evalué la aptitud de la funcién lineal y de la funcién exponencial creciente para
describir el comportamiento dinamico del peso corporal de gazapos de chinchilla durante
la lactancia. Los valores observados de las variancias residuales y de los coeficientes de
determinacion asignaron una leve ventaja al modelo lineal. La funcién lineal subestimé el
peso al nacimiento mientras que la funcién exponencial lo sobreestimé sin diferenciarse en
la magnitud de las diferencias de uno u otro signo entre los valores estimados y observados.
La utilizacién del modelo lineal para caracterizar el crecimiento de gazapos machos prove-
niente de camadas con uno, dos o tres crias, entre el nacimiento y el destete a los 43 dias de
edad, permitié constatar que el aumento del tamario de la camada de uno a dos gazapos, si
bien disminuye ligeramente el peso inicial y la tasa de crecimiento predestete, no presenta
un efecto detrimental de trascendencia sobre el crecimiento en dicha etapa. Por el contrario,
la presencia de un tercer gazapo reduce de manera notoria tanto el peso inicial de los miem-
bros de la camada como su aumento medio diario de peso hasta el destete. De acuerdo con
lo relevado en este estudio resultaria mds conveniente plantear como objetivo aumentar el
numero de pariciones por ano, por ejemplo mediante un manejo adecuado del fotoperiodo,
que aumentar el tamano de la camada al parto por encima de dos gazapos.

Palabras clave: crecimiento, lactancia, funcién lineal, funcién exponencial, Chinchilla
lanigera

DYNAMIC GROWTH PATTERN OF CHINCHILLA
(Chinchilla lanigera) KITS DURING LACTATION

Abstract: The ability of linear and exponential functions to describe the dynamic behavior
of body weight of chinchilla kits during lactation was evaluated. Residual variance and coef-
ficient of determination average values derived from each model assigned to linear function a
slight advantage. While the linear function underestimated birth weight the exponential model
overestimated it showing both models differences of similar magnitude between estimated
and observed values. The use of the linear model to characterize the dynamic growth of male
kits belonging to litters with one, two or three pups, between birth and weaning at 43 days
of age, allowed to confirm that increasing litter size from one to two pups slightly decreases
their initial body weight and their growth rate during lactation, without a detrimental effect
on overall pre-weaning growth. By contrast, the presence of a third kit in the litter markedly
reduces both initial body weight and daily body weight gain from birth to weaning. Accord-
ing to data surveyed in this study increasing the number of parturitions per female per year,
for example through an appropriate management of photoperiod, would be more useful than
increasing litter size at birth above two kits to increase the overall efficiency of the system.

Key words: growth, lactation, linear equation, exponential function, Chinchilla lanigera
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INTRODUCCION

El crecimiento animal es un proceso com-
plejo susceptible de ser caracterizado desde
diferentes puntos de vista. Uno de ellos, el de-
nominado enfoque dimensional (1), enfatiza la
modificacion de alguna dimension corporal en
funcién del tiempo. Por lo general, la variable
respuesta habitualmente utilizada en este tipo
de caracterizaciones es el peso corporal debido
a varias razones entre las que pueden mencio-
narse la facilidad con la que puede medirse, su
trascendencia directa o indirecta como variable
productiva en la mayoria de las especies de in-
terés economico y su buena heredabilidad en el
caso de los estudios genéticos del crecimiento. El
peso de un animal en un momento dado de su
vida representa un fenotipo complejo en tanto la
sola expresiéon de un valor acompanado de una
unidad nada dice de los innumerables procesos
fisiologicos de diferente indole que subyacen en
su determinacién. Como evidencia de esta ase-
veracion puede mencionarse los diferentes genes
involucrados en la determinacion del peso de un
animal cuando el mismo se mide en distintos
momentos de su ciclo vital lo que ha llevado a
proponer que esos pesos deben ser considerados
como caracteres diferentes.

Brockmann et al. (2), a partir de evidencia
derivada del mapeo de QTLs (loci para caracteres
cuantitativos) para crecimiento pre y posdestete
en el raton, postulan la existencia de un cambio
en la activacion de genes a las tres semanas de
edad en coincidencia con el destete. Estos autores
encontraron QTLs con efectos mayores sobre el
peso corporal entre las dos y las tres semanas
de vida cuando los animales son alimentados por
sus madres y QTLs con efectos en el posdestete
cuando los animales acceden a la vida indepen-
diente de la lactancia materna. Los modelos ma-
tematicos posibilitan formalizar la relacion entre
el peso corporal y la edad cronologica y, a la vez,
dar cuenta de la naturaleza dinamica del proceso
a diferencia de lo que ocurre cuando se opta por
la utilizaciéon de datos estaticos registrados en
momentos particulares del ciclo de vida de la es-
pecie estudiada (nacimiento, destete, faena, etc.).

La chinchilla (Chinchilla lanigera) es un
roedor originario de Ameérica utilizado como re-
curso peletero. Su curva de crecimiento posnatal
muestra el comportamiento clasico observado en
los mamiferos y caracterizado por una trayectoria
sigmoidea con una asintota inferior, una fase
inicial de crecimiento autoacelerado que se man-
tiene hasta que se alcanza el punto de inflexién,
seguido de una fase de crecimiento desacelerado
desde el punto de inflexién hasta que se alcanza
la asintota superior (3). El periodo de la lactancia
se encuentra comprendido dentro de la prime-
ra fase y el comportamiento dinamico del peso
corporal durante el mismo puede ser descrito

mediante un modelo matematico que resuma en
unos pocos parametros con significado biolégico
sus principales caracteristicas.

El primer objetivo de este trabajo fue com-
parar dos modelos matematicos (el modelo lineal
y el modelo exponencial) en términos de la bondad
de ajuste de los datos peso-edad durante la etapa
de crecimiento posnatal-predestete de gazapos de
chinchilla. El segundo objetivo consistié en utili-
zar el modelo de eleccion derivado de la primera
etapa para caracterizar el patron de crecimiento
de gazapos machos provenientes de camadas con
una, dos o tres crias al nacimiento, producidos
por madres de primera paricion.

MATERIALES Y METODOS

Para la consecucion del primer objetivo se
utilizaron los datos longitudinales peso corporal
(g), edad cronologica (dias) registrados entre el
nacimiento (dia 0) y el destete (43 dias) corres-
pondientes a 41 gazapos, machos y hembras,
provenientes de camadas de una, dos y tres crias
al nacimiento, producidas por hembras en su
primera o segunda paricion. Durante el lapso
mencionado (lactancia) los animales se pesaron,
en forma individual al nacimiento y, luego, en un
dia fijo de la semana (edad variable). Todos los
pesos se registraron con aproximacion al gramo.

La representacién grafica de los datos en un
sistema de ejes cartesianos permitié identificar
un comportamiento de los mismos compatible,
en apariencia, tanto con un modelo lineal como
con un modelo exponencial. Consecuentemente,
los datos correspondientes a cada individuo se
ajustaron con ambos modelos:

(a) funcioén lineal
Wt =a + b*t

donde:
Wt representa el peso corporal (g) en el tiempo t (dias),
a es la ordenada al origen = valor de Wt cuando t toma el valor
cero, es decir, el peso corporal al nacimiento,
b es la pendiente de la recta de regresién o aumento teérico
de peso corporal por dia transcurrido entre el nacimiento y
el destete, y
t es la edad en dias

(b) funcién exponencial
Wt = S* er(k*t)

donde:
Wt representa el peso corporal (g) en el tiempo t (dias),
S es el valor de Wt cuando t toma el valor cero, es decir, el
peso corporal al nacimiento,
e = base de los logaritmos naturales = 2,71828,
k es la tasa de crecimiento exponencial y
t la edad en dias.

La bondad del ajuste se evalu6 en términos
del valor del coeficiente de determinaciéon (R?) li-
neal y no lineal, respectivamente; del valor de la
variancia residual (S%y/x) y de la aleatoriedad de
los residuales (test de rachas o ciclos) (4).
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Los valores de la variancia residual y del
coeficiente de determinacién correspondientes
a los ajustes de los mismos datos con cada uno
de los dos modelos mencionados se consideraron
como nuevas variables aleatorias y las diferen-
cias entre los modelos respecto de las mismas
se evaluaron con el test no paramétrico de ran-
gos con signo de Wilcoxon para dos muestras
dependientes utilizando el animal como criterio
de apareamiento. Por ultimo, los dos modelos
se compararon en términos de la estimacion del
peso al nacimiento derivada de cada uno de ellos.
A tal fin se calculo la diferencia entre los valores
observados (peso corporal registrado al nacimien-
to) y los valores estimados por cada uno de los
modelos: ordenada al origen (a) en el caso de la
funcién lineal y valor de inicio (S) en el caso de
la funcién exponencial. Los valores medianos de
los desvios mencionados se compararon con un
valor hipotético nulo utilizando el test de rangos
de Wilcoxon para una UGnica muestra (4).

En relacién con el segundo objetivo se
registré el peso al nacimiento (dia 0), el tamafio
de la camada de pertenencia y el peso al destete
(43 dias de edad) de todos los gazapos machos
producidos por hembras de primera paricién en la
primera parte de la temporada de cria, en el Mo6-
dulo de Produccion de Chinchillas de la Escuela
Agrotécnica Gral. San Martin de la Universidad
Nacional de Rosario.

Crecimiento predestete en chinchillas

Durante la lactancia los animales se pe-
saron, en forma individual en un dia fijo de
la semana (edad variable). Todos los pesos se
registraron con aproximacién al gramo. Se defi-
nieron tres grupos de animales (G1, G2 y G3) de
acuerdo al numero de crias (una, dos o tres) que
formaban la camada en el momento del parto.
En el analisis s6lo se incluyeron datos prove-
nientes de aquellas camadas que conservaban
en el momento del destete el mismo numero de
crias que al nacimiento. Los datos peso corporal
(g) — edad cronologica (dias) de todos los gazapos
de cada grupo se ajustaron por regresion lineal
y las rectas de regresion correspondientes a los
tres grupos se compararon con un analisis de la
covariancia.

RESULTADOS

Los valores medianos y los rangos inter-
cuartilicos correspondientes a la variancia resi-
dual y al coeficiente de determinacién para cada
uno de los dos modelos ensayados se muestran
en la Tabla 1. En todos los casos los residuales
mostraron un comportamiento aleatorio alrede-
dor de la respectiva funcion teérica (P > 0,05) lo
que no permitié rechazar la hipotesis de lineali-
dad en el caso de la funcion lineal ni constatar
una desviacion significativa del modelo no lineal
propuesto en el caso de la funciéon exponencial.
Tanto en uno como en otro caso las diferencias

Tabla 1. Variancia residual y coeficiente de determinacion correspondientes al ajuste lineal y al
ajuste exponencial de los datos peso corporal (g), edad cronolégica (dias) de gazapos de chinchilla

durante la lactancia.

Modelo lineal Modelo exponencial
Variancia residual 9,050 a 9,677 b
Sy /x (4,899 - 11,110) (6,342 — 14,610)
Coeficiente de determinacion 0,9779 a 0,9761 b
R? (0,9528 - 0,9897) (0,9371 - 0,9856)

Los valores corresponden a la mediana (rango intercuartilico)
a,b Valores con diferente letra difieren al menos al 5 %

Tabla 2 — Estimadores de los parametros de la funcion lineal y bondad de ajuste del modelo lineal
aplicado a la caracterizacion del crecimiento posnatal-predestete de gazapos de chinchilla pertene-
cientes a camadas de uno, dos y tres crias al nacimiento.

G1 G2 G3

'Pendiente 3,72 a 3,19 a,b 2,80 b
b + Sh + 0,242 + 0,245 + 0,231
!Ordenada al origen 53,9 a 52,8 a 30,6 b
at Sa +£6,10 6,18 + 6,03
Coeficiente de determinaciéon (R?) 0,894 0,768 0,835
'Los valores corresponden a la media aritmética + error estandar

a,b Valores con diferente letra difieren al menos al 5 %

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590
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Figura 1. Ajuste lineal y ajuste exponencial de
los datos peso corporal-edad correspondientes al
gazapo 21.

observadas entre modelos fueron estadistica-
mente significativas (variancia residual: P=0,045;
coeficiente de determinacion: P= 0,039). Con res-
pecto a la estimacion del peso al nacimiento se
observo que la funcion lineal lo subestima mien-
tras que la funcién exponencial lo sobreestima.
La diferencia mediana y el rango intercuartilico
entre los valores observados de esta variable y los
valores estimados con cada uno de los dos mode-
los, ordenada al origen y S, respectivamente, fue
de -6,56 g (-12,9/0,65) para la funcién lineal y de
7,12 g (0,42/15,0) para la exponencial. Ambas
valores medianos difieren en forma significativa
de cero (P < 0,0001).

La Tabla 2 muestra los valores de la pen-
diente (bxSb), la ordenada al origen (atSa) y el
coeficiente de determinacién lineal (R? de cada
uno de los tres grupos de gazapos discriminados
por el tamafio de la camada de pertenencia. To-
das las pendientes resultaron significativamente
diferentes de cero (P<0,001). No se observaron
diferencias significativas entre las pendientes
de los grupos de uno (G1) o de dos (G2) gazapos
(F=1,977; P=0,164) pero si entre las alturas de
las respectivas rectas de regresion (F=4,952;
P=0,029). De la misma manera los grupos de
dos (G2) y de tres (G3) gazapos presentaron
pendientes similares (F=1,121; P= 0,293) y dife-
rentes alturas (F=32,4; P < 0,0001). Por ultimo,
G1 presenté mayor pendiente que G3 (F = 7,453;
P = 0,0084) lo que impidié comparar las alturas
de las rectas de regresion. En todos los casos los
residuales mostraron un comportamiento alea-
torio alrededor de la respectiva funcion teérica
(P > 0,05) lo que permiti6 conservar la hipétesis
de linealidad.

La Figura 1 ejemplifica un caso paradigma-
tico de comparacion de las dos modalidades de
ajuste aplicadas a los datos provenientes de un
mismo gazapo. La Figura 2 muestra las rectas
tedricas derivadas del ajuste de los datos peso
corporal-edad de los gazapos de los tres grupos
analizados.

275 .
Referencias

250 e Camada de 1 gazapo (G1) hd

225

o Camada de 2 gazapos (G2) ° » G1
5 0 + Camada de 3 gazapos (G3| -~
c) gazapos (G3) ° e '—%QGZ
= - -
s 175 . R 02’,,—‘_2,,. o
g 150 P rs $ _+ G3
= . = e’
Q 125 o _ T8 _.—""8
o o_ T ot_.-3 b3
=] 100 o _~%-g0 | -
@ -7 - .
2 Lot 52" .
75: oD o .~
8 =W, 0,0 s )
50 & 3 Destete: 43 dias
* O -

- -
25.
t T T T T

T T T T 1
) 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Edad cronolégica (dias)

Figura 2. Crecimiento de gazapos machos de
Chinchilla lanigera provenientes de camadas de
una, dos y tres crias al nacimiento.

DISCUSION

Segun Sellier (5) el crecimiento animal, defi-
nido como un aumento en el tamano o en el peso
corporal, es un caracter cuantitativo complejo
que se encuentra regulado por un gran numero
de rutas fisiologicas, parcialmente diferentes de
acuerdo con la etapa de la vida del individuo.
Esta aseveracion, al igual que la evidencia deri-
vada del trabajo de Brockmann et al. (2) antes
citado justifica, al menos en parte, la decision
de dividir un proceso dinamico continuo como el
crecimiento y analizar sélo una de sus partes: la
correspondiente a la etapa posnatal-predestete.

Dentro de la clase de los mamiferos el or-
den de los roedores es el que presenta el mayor
numero de especies. Si bien las especies del
suborden de los histricomorfos, como es el caso
de la chinchilla, a diferencia, por ejemplo, de
los caviomorfos -ratas, ratones, etc.- presentan
una estrategia reproductiva k, caracterizada por
una gestacion larga, camadas poco numerosas
y crias que nacen con pelo y ojos abiertos que se
independizan relativamente rapido de la madre, la
lactancia es un periodo obligado en el ciclo de cria
con fines productivos. De acuerdo con Neira et al.
(6) la duracién promedio habitual de la lactancia
de chinchillas en cautiverio es de 54 dias (7-8
semanas) requiriéndose un periodo minimo de
25 dias para asegurar la supervivencia posterior
de las crias. Aun reconociendo la continuidad
ya mencionada del proceso de crecimiento y la
artificialidad presente en la decision de dividirlo
en lapsos acotados, la trayectoria peso-edad
puede ser fraccionada en diferentes etapas con
fines practicos.

De acuerdo con ello se dispone de modelos
matematicos de uso muy difundido para la ca-
racterizacién del proceso sigmoideo total como es
el caso de las diferentes alternativas del modelo
de Richards -funciones logistica, Gompertz, von
Bertalanffy- como también de modelos aplicables
a la caracterizacion de la fase de autoaceleracion
-modelo exponencial creciente- y de desacelera-
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cion -modelo exponencial asintotico, funcion de
Brody, etc. (7). Con respecto al primer objetivo
de este trabajo, la decision de incluir todos los
datos disponibles sin segregar fuentes reconoci-
bles de variacién vinculadas con el peso corporal
-sexo, tamafo de la camada de origen, orden de
paricion de la hembra- aseguré disponer de una
coleccién de datos con la mayor variabilidad
intragrupo posible y que no restringiese los al-
cances de la comparacion entre funciones a una
categoria particular de individuos aprovechando
las ventajas que en este sentido ofrece el analisis
de datos apareados. La informacién recabada
permite, con un sentido pragmatico, concluir
que si bien el lapso considerado forma parte de
un sector de la curva de crecimiento (crecimiento
pre-inflexién) cuyo comportamiento global es de
naturaleza exponencial creciente, el mismo puede
ser descrito por cualquiera de los dos modelos
ensayados. La funcién lineal presenta como
ventaja su simplicidad y una mejor bondad de
ajuste -en términos matematicos- que la funcién
exponencial. El mejor ajuste observado con el
modelo lineal puede atribuirse a lo acotado del
periodo de crecimiento pre-inflexién analizado (O-
43 dias de edad) si se tiene en cuenta que segiin
Alvarez et al. (3) la curva de crecimiento promedio
de chinchillas en cautiverio presenta el punto de
inflexion a los 300 dias de edad en los machos
y a los 500 dias en el caso de las hembras. La
eleccion de la funcién exponencial, por su parte,
tendria como fundamento la naturaleza biolégica
del proceso que, si bien no necesariamente en el
periodo de tiempo restringido a la lactancia sino
en un lapso mayor que se extiende hasta la in-
flexion, es de naturaleza exponencial. En lo que
respecta a la estimacién del peso corporal de los
gazapos al nacimiento ambos modelos presenta-
ron desvios significativos, de igual magnitud pero
de diferente signo.

Para dar respuesta al segundo de los ob-
jetivos planteados se utilizé el modelo lineal. En
este caso, la pendiente de la recta tiene un claro
significado biolégico dado que representa la ga-
nancia diaria de peso durante el lapso en estudio,
un indicador de clara trascendencia productiva.
La bibliografia (8) indica para ejemplares en cau-
tiverio valores promedio de tasa de crecimiento de
3,6 g/dia durante el primer mes de vida, similares
a los observados en este trabajo en los grupos
con una y con dos crias lo que permite concluir
que el aumento del tamano de la camada de uno
a dos gazapos, si bien disminuye ligeramente el
peso inicial y la tasa de crecimiento durante la
lactancia, no presenta un efecto detrimental de
trascendencia sobre el crecimiento pre-destete.
Por el contrario, la presencia de un tercer gazapo
redujo de manera notoria tanto el peso inicial de
los integrantes de la camada como su aumento
medio diario de peso hasta el destete. Esta evi-

Crecimiento predestete en chinchillas

dencia indica que si bien los gazapos comienzan a
consumir alimentos sélidos a partir de la primera
semana de vida (8) el aporte de leche materna es
fundamental para asegurar un adecuado creci-
miento durante la lactancia. En la chinchilla el
tamano de la camada puede llegar a seis gazapos
si bien usualmente oscila entre 2 y 3 (9). Neira
et al. (6) informan un valor de 1,75 gazapos por
parto como promedio de 273 camadas analizadas.
Uno de los componentes de la eficiencia de un sis-
tema productivo basado en la cria de chinchillas
es el niumero de individuos producidos por uni-
dad de tiempo. La modificacién favorable de este
indicador para una cantidad dada de hembras
en reproduccioén puede lograrse aumentando el
tamano de la camada, aumentando el niimero de
pariciones por afio de las hembras o combinando
ambas estrategias. De acuerdo con lo relevado en
este estudio resultaria mas conveniente plantear
como objetivo aumentar el numero de pariciones
por afio, por ejemplo mediante un manejo adecua-
do del fotoperiodo (10) que aumentar el tamano
de la camada al parto por encima de dos gazapos.

BIBLIOGRAFiIiA

1. Reeds PJ, Fiorotto ML. Growth in perspective. Proc.
Nutr. Soc. 49: 411-420, 1990.

2. Brockmann GA, Karatayli E, Haley CS, Renne U,
Rottmann OJ, Karle S. QTLs for pre-and postweaning
body weight and body composition in selected mice.
Mamm Genome 15:593-609, 2004.

3. Alvarez M, Quintana H, Mallo G, Quinn ME. Creci-
miento corporal de chinchilla (Chinchilla lanigera) en
un criadero comercial de la provincia de Buenos Aires
(Argentina) Arch. Latinoam. Prod. Anim. 5 (Supl. 1):
456-458, 1997.

4. Sheskin DJ. Handbook of parametric and nonpara-
metric statistical procedures. Chapman & Hall. USA.
2000.

5. Sellier P. Genetically caused retarded growth in
animals. Domestic Animal Endoc 19: 105-119, 2000.

6. Neira R, Garcia X, Scheu R. Analisis descriptivo
del comportamiento reproductivo y de crecimiento de
chinchillas (Chinchilla laniger Gray) en confinamiento.
Avances Produccion Animal (Chile) 14:109-119, 1989.

7. Fitzhugh HA. Analysis of growth curves and strate-
gies for altering their shape. J. Anim. Sci. 42: 1036-
1051, 1976.

8. Spotorno AE, Zuleta CA, Valladares JP, Deane AL,
Jiménez JE. Chinchilla laniger. Mammalian Species
758: 1-9, 2004.

9. Weir BJ. The care and management of laboratory
hystricomorph rodents. Lab. Anim. 1, 95-104, 1967.

10. Nistal AJ, Di Masso RJ. Estacionalidad reproducti-
va de la chinchilla (Chinchilla lanigera) en condiciones
de cautiverio. XIII Jornadas sobre Produccién Animal.
Asociaciéon Interprofesional para el Desarrollo Agrario
(AIDA) - Zaragoza (Espafa), Vol I: 669-671, 2009.

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590

AnaLecta VET 2013; 33 (1): 5-9 9



Trabajos de Investigacion

LA INERVACION DEL MIEMBRO TORACICO EN FELINOS
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Resumen: La inervacion de las regiones del miembro tordcico de los gatos no se ha descrito
bien a pesar de su importancia para la cirugia reparadora y por ser probablemente el des-
orden de nervios periféricos mds importante en gatos. En los felinos, los miembros tordcicos
facilitan el salto y representan uno de los principales medios para la captura de las presas.
Los principales musculos y nervios que participan en estas actividades se encuentran en la
region del antebrazo y la mano. El objetivo del presente estudio fue proporcionar una des-
cripcion detallada de la inervacion de las regiones del miembro tordcico del jaguar (Panthera
onca) y el puma (Puma concolor), en comparacién con la del gato doméstico (Felis catus), con-
tribuyendo ast con el conocimiento anatémico para su aplicacién en la cirugia y la patologia
de los miembros tordcicos en grandes y pequerios felinos. Se describen el recorrido de los
nervios y sus patrones de distribucion en el miembro tordcico de tres especies de felinos. Los
resultados hallados indican que las variaciones observadas son minimas y los conceptos
anatémicos obtenidos del estudio del gato doméstico, pueden aplicarse ampliamente a los
felinos silvestres.

Palabras claves: felinos, miembro toracico, inervacion, anatomia.

FORELIMB INNERVATION IN CATS

Abstract: The innervation of the regions of the forelimb of cats has not been described well
despite its importance for reconstructive surgery and being probably the peripheral nerve
disorder more important in cats. In cats, the thoracic facilitate the leap and represent one of
the main means for capturing prey. The main muscles and nerves involved in these activities
are in the forearm and hand. The aim of this study was to provide a detailed description of the
innervation of the forelimb regions of the jaguar (Panthera onca) and puma (Puma concolor),
compared with the domestic cat (Felis catus), thus contributing to the anatomical knowledge
for use in surgery and pathology of the thoracic limbs in big and small cats. It describes the
path of the nerves and their distribution patterns in the forelimb of three cat species. The
results obtained indicate that the observed variations are minimal and anatomic concepts
obtained from the study of domestic cat, can be widely applied to wild cats.

Key words: feline, forelimb, innervation, anatomy
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INTRODUCCION

En los mamiferos terrestres por su posi-
cién cuadrapeda, la localizacién del centro de
gravedad y la distribucion del peso corporal como
consecuencia de los principios de la construc-
cion estatica, son diferentes en los dos pares de
miembros. Al estar de pie en estaciéon y cuando
estan en movimiento, los miembros toracicos
soportan mas peso corporal que los miembros
pelvianos. Varios trabajos sobre los miembros
de los carnivoros sostienen que son capaces de
utilizar sus miembros toracicos con gran habi-
lidad y destreza. Dentro de los movimientos que
pueden realizar son: la excavacion, la escalada,
agarrar presas u otros objetos (10). Por otro lado,
los gatos a diferencia de otros carnivoros utilizan
para cazar, jugar o golpear a sus adversarios los
miembros toracicos ya que poseen movimientos
mas amplios y garras retractiles. Los compo-
nentes anatémicos (articulaciones, musculos y
nervios) encargados de realizar estos movimientos
se encuentran principalmente en la region del
antebrazo y la mano (2, 15).

La inervaciéon de las regiones del miem-
bro toracico tiene su importancia para la cirugia
reparadora y por ser probablemente, el desorden
de nervios periféricos mas importante en gatos
(1, 4, 18). Los nervios que se distribuyen en estas
regiones derivan del plexo braquial, formado por
las ramas ventrales del sexto, séptimo y octavo
nervios cervicales y el primer nervio toracico (2,
12, 21).

Las lesiones del plexo braquial son muy
comunes en los gatos, sobre todo en felinos que
se hayan bajo condiciones de cautiverio, como
el jaguar y el puma (17, 14, 28). En los gatos,
el origen del plexo braquial puede presentar
algunas variaciones anatémicas. Sin embargo,
es constante la composicion de los nervios espi-
nales especificos que contintian su trayecto en
el miembro toracico, ellos son: supraescapular,
subescapular, axilar, musculocutaneo, radial,
cubital y mediano (5, 22). El conocimiento de la
distribucion anatémica tanto de las areas moto-
ras como sensitivas de estos nervios es esencial
para entender los signos clinicos de enfermedades
nerviosas en las que participan.

La exploracion de la integridad de los ner-
vios del miembro toracico es muy importante en
el diagnéstico de las lesiones. Los patrones de
pérdida sensorial cutanea y trastornos motores
deben ser observados y registrados con exactitud,
para iniciar un tratamiento inmediato ya sea
quirargico o conservador (19).

Aunque hay una gran diferencia en el ta-
mano corporal y patrones de comportamiento
entre los felinos salvajes y domésticos, comparten
muchos aspectos biologicos y morfolégicos (24).
Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue
proporcionar una descripcién detallada de la

Inervacion del miembro toraxico felino

inervacion de las regiones del miembro toracico
de felinos autoctonos como el jaguar y el puma,
en comparacion con la descripta para el gato
domeéstico.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron los miembros toracicos de
tres pumas, dos jaguares y seis gatos domésticos
adultos. Los felinos silvestres fueron donados por
el Zoolégico de la Municipalidad de La Plata. Los
gatos domésticos se obtuvieron del Servicio de Ne-
cropsia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de
la UNLP. Los pumas y los jaguares fueron fijados
con una solucion de formol al 10 % mientras que,
los gatos domésticos fueron disecados en fresco
y luego conservados en formol al 10 %. En todos
los ejemplares se disecaron los nervios de los
miembros toracicos para comparar el recorrido
y distribucién de los mismos en cada una de las
especies. Los nervios disecados por planos fueron
fotografiados con una camara digital Sony Cyber-
Shot DSC-P10, las cuales fueron procesadas en
una PC Pentium IV. Para el tratamiento y proce-
samiento de las imagenes se utilizé el programa
Adobe Photoshop 9.0.

NERVIOS DEL PLEXO BRAQUIAL

El plexo braquial es una red de intercomu-
nicaciones de fibras (20) que provienen de las
ramas ventrales de los tltimos nervios espinales
cervicales y de los primeros nervios espinales
toracicos. Esta situado en posicién craneal con
respecto a la primera costilla, profundamente a
la region de la espalda, entre el musculo largo de
cuello y el musculo escaleno. Sus raices pasan
entre las porciones dorsal y ventral del musculo
escaleno para llegar al espacio axilar (10) (Fig.
1Ay B).

En felinos la constitucion del plexo braquial
es muy homogénea y se compone principalmen-
te de las ramas ventrales derivadas de C6, C7,
C8 y T1 nervios espinales (1, 7). Los nervios del
plexo braquial se distribuyen en el miembro to-
racico para proporcionar la inervacién sensitiva
y motora.

NERVIO MUSCULOCUTANEO

Las fibras que forman el nervio musculocu-
taneo derivan de las ramas ventrales del sexto y
séptimo nervios cervicales. Se dirige por la region
medial del brazo, entre el biceps braquial y la ar-
teria braquial, e inerva al musculo coracobraquial
y biceps braquial a través de su ramo muscular
proximal (Tabla 1), ramo que acompana a la arte-
ria humeral circunfleja craneal. Luego desciende
a lo largo de la parte caudal del musculo biceps
braquial y en el tercio distal del brazo emite el
ramo muscular distal para inervar al musculo
biceps braquial y braquial (Tabla 1) (12, 26).
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Figura 1. A) Ubicacién del plexo braquial en el Puma (Vista medial del espacio axilar), B) Ubicacién
del plexo braquial en el Jaguar (Vista medial del espacio axilar).

En los carnivoros, al llegar a la region del
codo, el nervio musculocutaneo emite un ramo
comunicante con el nervio mediano, esta union
no es considerada homologa al ansa axilar des-
cripta para los ungulados (21, 26).

En la region del antebrazo se separa del
nervio mediano y se continlla como nervio an-
tebraquial cutaneo medial, para dividirse en los
felinos en un ramo medial y uno intermedio. El
ramo medial desciende para distribuirse en la
fascia y piel de la regién medial del antebrazo y
carpo (Tabla 1), autores como Schaller (26) de-
scriben a este ramo extendiéndose hasta la region
del metacarpo. En el jaguar se observo que el
ramo medial del nervio musculocutaneo contintia
distalmente para inervar el primer dedo y unirse
al ramo medial del nervio radial (Fig. 3C). El ner-
vio cutaneo intermedio es un ramo delgado que
se distribuye solamente en el territorio cutaneo
medial del antebrazo (Tablal).

NERVIO AXILAR

El nervio axilar se origina de las raices
ventrales de los nervios cervicales sexto y sép-
timo. Se dirige lateralmente entre los musculos
subescapular y redondo mayor, junto con la ar-
teria humeral circunfleja caudal, a lo largo de la
superficie de flexion de la articulacion del hombro
(10, 16). Luego emerge entre las cabezas larga y

lateral del triceps braquial, donde se divide en
varios ramos motores para los musculos redon-
do mayor, redondo menor y deltoides. En los
felinos, segun Reighard et al (22) también inerva
al musculo cleidobraquial, la fascia y la piel de
la regién del hombro. De acuerdo a lo descripto
por Crouch (13) y Ghoshal (12) su rama sensitiva
(nervio antebraquial cutaneo craneal) se extiende
hasta la regién dorsal del carpo donde se une
al ramo medial del nervio radial. En el puma y
jaguar no se encontraron diferencias con el gato
domeéstico (Tabla 1).

NERVIO RADIAL

El nervio radial es el nervio mas desarro-
llado del plexo braquial y en consecuencia posee
el territorio de ramificacion de mayor tamano
(16). Las fibras que forman este nervio derivan
de las ramas ventrales de los nervios séptimo y
octavo nervio cervical y primer nervio toracico.
Segun Hudson et al (15), recibe con frecuencia
la contribucién del sexto nervio cervical. Al prin-
cipio, corre a lo largo de la superficie medial del
musculo redondo mayor, penetra en la cabeza
medial del musculo triceps braquial, junto con
la arteria radial colateral, y se hace superficial en
lateral del brazo. Durante su curso en la region
del brazo, emite varias ramas motoras para todas
las cabezas del musculo triceps braquial (incluida
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Tabla 1. Distribucion de la inervacién motora y sensitiva del miembro toracico en el gato doméstico.

Nervio Inervaciéon motora Inervacion sensitiva
Musculocutaneo Coracobraquial, biceps braquial y braquial La piel medial del antebrazo,
carpo y metacarpo.
. Teres major, subescapular, deltoides, teres | Piel de la regién craneal del
Axilar .
minor antebrazo.
Triceps braquial, ancéneo, tensor de la
fascia antebraquial, extensor radial del . .
P . Piel de la region lateral del
carpo, extensor digital comun, extensor antebrazo v resion dorsal de
Radial digital lateral, extensor cubital del carpo, y reg
. . . - la mano.
braquioradial, supinador, extensor digital
del primer dedo, extensor digital del se-
gundo dedo.
Flexor radial del carpo, flexor digital su- . .
. . . Piel de regién palmar de la
Mediano perficial, flexor digital profundo, pronador
. mano
redondo, pronador cuadrado, interflexores.
Flexor cubital del carpo, abductor del
quinto dedo, flexor digital del quinto dedo, | Piel de la regién caudal del
Cubital (ulnar) adductor digital del quinto dedo, abductor | antebrazo y las regiones dorsal
digital breve del primer dedo, flexor digital | y palmar de la mano
breve del primer dedo, adductor digital del
segundo dedo, interéseos y lumbricales.

(Ghoshal NG, 1972; Evans HE, 1993; Schaller 1996; Sanchez et al. 2013)

la cabeza accesoria), tensor de la fascia antebra-
quial, supinador y ancéneo (Tabla 1). En la region
del codo se divide en una rama superficial y en
una rama profunda (Fig. 2A y B). La rama pro-
funda del nervio radial desciende por el antebrazo
entre la parte distal del musculo braquial y las
cabezas de origen del extensor radial del carpo y
el extensor digital comun. Luego discurre entre
los musculos supinador y extensor digital lateral
a los cuales inerva. Contintia descendiendo y
profundiza entre el musculo abductor largo del
primer dedo y el extensor cubital del carpo (Fig.
2C). La rama superficial del nervio radial discurre
entre la cabeza lateral del triceps braquial y bra-
quial, donde emite el nervio antebraquial cutaneo
lateral. En los felinos a la altura de la regién del
codo este ultimo nervio suele dividirse en dos
ramos y descender por la regién del antebrazo
donde da ramas sensitivas a la fascia y la piel
(12,13). La rama superficial del nervio radial se
continta a lo largo del musculo braquiorradial
y se divide en ramos medial y lateral. Ambos
acompanan a cada lado a la vena cefalica, y lle-
gan hasta la regién dorsal del carpo, donde se
dividen en nervios digitales dorsales comunes.
Segun Reighard et al (22), puede haber un ramo
comunicante entre los ramos medial y lateral a
nivel del carpo. El ramo medial es delgado, emite
el nervio digital dorsal comuin para el primer dedo
y el nervio dorsal abaxial (21,26). El ramo lateral
es mas grueso y se divide en los nervios digitales
dorsales comunes para el segundo y tercer dedo

(Fig. 3A y B). En nuestras disecciones observa-
mos que en el jaguar, el ramo medial da lugar al
nervio digital dorsal comun para el segundo dedo
y recibe un ramo comunicante del nervio mus-
culocutaneo para inervar juntos el primer dedo.
Mientras que, el ramo lateral s6lo proporciona el
nervio digital dorsal comun para el tercer dedo
(Fig. 3C). La distribucién de la rama superficial
(medial y lateral) del nervio radial en el puma
es similar a la del gato doméstico (Fig. 3B). Con
respecto a la distribucién de la rama profunda
del nervio radial no se encontraron diferencias
entre las tres especies de felinos (Fig. 3%, By C).

NERVIO MEDIANO

El nervio mediano tiene su origen en las
ramas ventrales del séptimo y octavo nervio cer-
vical y primer nervio toracico. Estas fibras surgen
como dos raices distintas, dispuestas a ambos
lados de la arteria axilar. La raiz lateral se forma
principalmente por la rama ventral del séptimo
nervio cervical, mientras que la raiz medial esta
formada por las ramas del octavo nervio cervical y
primer nervio toracico. Estas dos raices se unen,
por lo general dentro de la mitad proximal del
brazo, lateral a la arteria braquial.

Seguin describen Ghoshal (12) y Hudson
(15), en el gato doméstico el nervio mediano pasa
a través del agujero supracondilar del htiimero,
acompanado sélo por la arteria braquial. La vena
satélite sigue la misma direccién pero fuera del
agujero. En nuestras disecciones observamos que
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Figura 2. A-1-Divisién del Nervio Radial en el Gato Doméstico en Rama Superficial y Rama Profundo
(vista lateral del codo y antebrazo). B- 1-Divisién del Nervio Radial en el Puma en Rama Super-
ficial y Rama Profunda (vista lateral del codo y antebrazo). C-1-Rama profunda del nervio radial
descendiendo entre el muisculo abductor largo del primer dedo (a) y el extensor cubital del carpo
(b) D- 1-Divisién del nervio cubital a nivel de la regién del antebrazo en el gato doméstico 2- Rama

Dorsal 3- Rama Palmar (vista caudal).

en el puma y jaguar, el nervio mediano pasa por
el agujero supracondilar del humero, junto con la
arteria y la vena braquial. Al llegar a la region del
codo, se une a través de un ramo comunicante
con el nervio musculocutaneo, esta unién no es
considerada homologa al ansa axilar descripta
para los ungulados (21,26).

En el tercio proximal del antebrazo emite
el nervio interéseo que inerva el periostio del
radio y el cabito. De acuerdo con Ghoshal (12),
en nuestras disecciones observamos que en los
felinos este nervio puede surgir junto con el ramo
muscular destinado a los musculosl pronador
cuadrado y flexor digital superficial. Luego con-
tintia su recorrido donde emite el nervio profundo
del antebrazo que se distribuye en los musculos
de la region caudal (Tabla 1).

El nervio mediano continta a través del
canal de carpo, por debajo del retinaculo flexor,
y en la cara palmar del carpo se divide en un
ramo medial y otro lateral. El ramo medial es
relativamente delgado y da lugar al nervio digital
palmar propio para el primer dedo (abaxial) y el
primer nervio digital palmar comun. Este ulti-
mo desciende por el espacio intermetacarpiano
correspondiente, para dividirse en los nervios
digitales palmares propios del primer (axial) y
segundo dedo. El ramo lateral es mas grande,
se divide en nervios digitales palmares comunes
para el segundo y el tercer dedo (Fig. 3A). En el
gato domeéstico, distintos autores Ghoshal (12) y
Nickel (20) describen un ramo comunicante con
el nervio cubital destinado al cuarto dedo. Sin
embargo, en nuestras disecciones observamos
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que en el puma y jaguar el nervio mediano no
emite un ramo comunicante con el nervio cubital,
por lo que en estas especies no se asocia con la
inervacion del cuarto dedo (Fig. 3C y D).

Por ultimo, cada nervio digital palmar
comun, después de descender por el espacio
intermetacarpiano correspondiente, y cerca de
la articulacién metacarpofalangica se divide en
dos nervios digitales palmares propios (axial y
abaxial) para el segundo y tercer dedo (Fig. 3A).

NERVIO CUBITAL (ULNAR)

El nervio cubital tiene su origen en las
ramas ventrales del octavo nervio cervical y el
primer nervio toracico. Segiin Ghoshal (12) en el
gato el nervio antebraquial cutaneo caudal, al que
Reimers (23) designa como nervio antebraquial
cutaneo medio como en el hombre, posee fibras
que derivan por completo de la rama ventral del
primer nervio toracico y lleva 'un curso indepen-
diente del nervio cubital. Cerca de la mitad del
brazo, se separa del nervio mediano después de
emerger entre los musculos pectoral descendente
y tensor de la fascia antebraquial, para ramificar-
se en la fascia y piel del extremo distal del brazo,
la cara caudolateral del antebrazo hasta el carpo.

Por otro lado, el nervio cubital discurre
medial a la arteria braquial y caudal al nervio
mediano. Cerca de la mitad del brazo, este ner-
vio abandona sus relaciones y se dirige hacia
la superficie extensora de la articulacion del
codo. Durante su curso pasa sobre el epicondilo
medial del htimero, bajo la cabeza medial del
triceps braquial y después de cursar entre las
dos cabezas del flexor cubital del carpo penetra
en la region del antebrazo. Proporciona ramas a
la cabeza accesoria del triceps braquial, flexor
cubital del carpo y las cabezas humeral y cubital
del flexor digital profundo (Tabla 1), incluyendo
la parte caudal de la capsula de la articulacion
del codo. En el tercio proximal del antebrazo, el
nervio cubital, se divide en un ramo dorsal y uno

b4 - -Gj
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palmar (Fig. 2D). El ramo dorsal se dirige sobre la
superficie dorsal del carpo donde emite el nervio
digital dorsal comun (abaxial) para el quinto dedo
y el nervio digital dorsal comun para el cuarto
dedo (6). Este ultimo desciende por el espacio
intermetacarpiano correspondiente y cerca de
la articulacién metacarpofalangica se divide en
nervios digitales dorsales propios para el cuarto
y quinto dedo (13) (Fig. 3A).

El ramo palmar contintia distalmente
acompanando al tendén del musculo flexor digital
profundo a través del canal carpo, por debajo del
retinaculo flexor, y sobre la superficie palmar del
carpo se divide en ramos superficial y profundo.

El ramo palmar superficial como lo descri-
ben Reighard et al (22), da un ramo a la almoha-
dilla carpiana y en la superficie palmar del carpo
se divide en nervio digital palmar comtn (abaxial)
para el quinto dedo y nervio digital palmar comtin
para el cuarto dedo. Este tltimo desciende por
el respectivo espacio intermetacarpiano donde
recibe un ramo comunicante del nervio mediano
y cerca de la articulacién metacarpofalangica se
divide en nervios digitales palmares propios para
el cuarto y quinto dedo. En los felinos salvajes
observamos que el ramo superficial inerva ambas
caras (axial y abaxial) del quinto dedo, asi como
el cuarto dedo (Fig. 3C y D).

El ramo palmar profundo se dirige hacia
la cara medial del carpo y antes de llegar a la
superficie palmar de la almohadilla se divide en
los nervios metacarpianos palmares. Segun lo
describe Ghoshal (12) estos nervios no contribu-
yen en la inervacion de la superficie palmar de la
almohadilla, como en el perro, pero inervan los
musculos profundos de la mano (Tabla 1).

DISCUSION

El puma (Puma concolor)y el jaguar (Panthe-
ra onca) son felinos autéctonos de los que se
conoce su ecologia, reproduccion y algunos as-
pectos de su nutricién. Sin embargo, los aspectos

Puma Jaguar

®

3O

Y

C

Figura 3. Representacion esquematica de la region de la mano derecha, vista palmar, que muestra
la distribucién de los nervios para cada dedo. A- Gato doméstico B- Puma C. Jaguar. Nervio radial
(¢) Nervio cubital (o) Nervio mediano (m) Nervio musculocutaneo (o)
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relacionados con su anatomia son muy generales.
Es probable que por ser animales protegidos, que
s6lo pueden ser obtenidos y preservados para
estudios bajo condiciones especiales, se prefiera
homologar su anatomia con la del gato domés-
tico (2). Las mayores dificultades se presentan
en la obtencion de cadaveres para su estudio y
toma de muestras, por esta razén el niumero de
ejemplares estudiados fue escaso y los resultados
obtenidos pueden considerarse como un informe
preliminar de la neurologia del miembro toracico
en estas especies.

El presente trabajo se realiz6 con el objetivo
de revisar y actualizar algunos conceptos anatoé-
micos basicos sobre la distribucion de la inerva-
ci6n sensitiva y motora del miembro toracico del
gato domeéstico. Por otro lado, se realiz6 el primer
reporte morfoloégico sobre la neuroanatomia de
las regiones del miembro toracico del puma y
jaguar, basada en la diseccion de los musculos
y la descripcion del recorrido de los nervios (25).

En general, las regiones estudiadas mostra-
ron una homologia considerable entre los felinos
domésticos y salvajes. Las areas de inervacion
cutanea de los nervios axilar, radial, musculo-
cutaneo y cubital se superponen en el antebrazo
como lo describen Ghoshal (12) y Lorenzo Fer-
nandez (18) en el gato doméstico.

Las principales diferencias observadas
entre las tres especies de felinos estudiados se
encontraron en la distribucién de la rama su-
perficial del nervio radial a nivel de la mano y su
distribucién para cada uno de los dedos. En el
puma, a diferencia del jaguar, la distribucion de
la rama medial del nervio radial es similar a la
de los gatos domésticos (9, 21).

El nervio antebraquial cutaneo medial del
nervio musculocutaneo en el jaguar, mostro algu-
nas diferencias en su distribucién en comparacion
con las otras especies de felinos. Autores como
Ghoshal (12) y Reighard (22) describen que este
nervio termina en el carpo en los gatos domésticos.
Mientras que, Schaller (26) describe que se pro-
longa hasta la regién metacarpiana. En nuestras
disecciones observamos que en los gatos domés-
ticos y en el puma el nervio antebraquial cutaneo
medial termina en la region distal del carpo y en
el jaguar se extiende hasta el primer dedo.

En los felinos salvajes se observo que el
nervio mediano pasa por el agujero supracondilar
del huimero acompafiado de la arteria y la vena
braquial, mientras que en los gatos domésticos (6,
7, 27) describen que la vena braquial se separa
de la arteria braquial y del nervio mediano antes
de atravesar dicho agujero.

Los resultados observados indican que las
variaciones en el curso de los nervios del miembro
toracico en el puma y el jaguar son minimos en
comparacion con los gatos domésticos (1, 3, 12,
16, 25). Por esta razon, la mayoria de las técnicas

quirurgicas y la exploracién clinica para abordar
los nervios del plexo braquial usadas en los gatos
domeésticos (28), pueden ser aplicadas en estos
felinos salvajes.

El conocimiento de la anatomia, junto con
futuros estudios histolégicos y bioquimicos sobre
el puma y el jaguar pueden aportar datos a los
estudios etologicos y contribuir a la preservacion
de estas especies.
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Trabajos de Investigacion

EFECTO DE LA GNRH ADMINISTRADA EN LA IATF A
VAQUILLONAS SIN CELO SOBRE EL PORCENTAJE DE PRENEZ

Novoa F!, Preisseger G, Zangrilli G, Callejas S
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RESUMEN: Se utilizaron 367 vaquillonas Angus (15 meses: 184, 18 meses: 101 y 27 meses:
81) para evaluar el efecto de administrar GnRH en la IATF a vaquillonas que no manifes-
taron celo sobre el porcentaje de prefiez. El dia 0, se coloc6 un dispositivo intravaginal con
0,558 g de progesterona y 2 mg de benzoato de estradiol, intramuscular. El dia 8 se retiré
el DISP y se administré 0,150 mg de D-Cloprostenol y 1 mg de cipionato de estradiol. Los
animales fueron pintados en la base de la cola y parte de la grupa, considerando celo a
un porcentaje de despintado = 30%. Los animales sin celo se dividieron para recibir o no
0,105 mg de acetato de Buserelina (Pintadas+GnRH y Pintadas-GnRH, respectivamente).
El dia 10 se realiz6 IATF y a los 39 dias posteriores, el diagnéstico de gestacion. El grupo
Pintada-GnRH se prefié en menor proporcion (42,2% vs 66,7% y 52,5%; Pintadas-GnRH,
Pintadas+GnRH y Despintadas, respectivamente, P<0,05). Se concluye que los animales que
no manifiestan celo hasta la IATF se prenan menos que aquellos que si lo hacen, revirtiendo
esta situacién al administrar GnRH en dicho momento.

Palabras clave: Inseminacion artificial a tiempo fijo, Celo, GnRH, porcentaje de Prefiez

EFFECT OF GNRH INJECTED AT TAI IN HEIFERS
DID NOT SHOW ESTRUS ON PREGNANCY RATE

Abstract: We used 367 Angus heifers (15 months: 184, 18 months: 101 and 27 months: 81)
to evaluate the effect of injected GnRH at TAI heifers showed no estrus on the pregnancy
rate. On day O, heifers received progesterone intravaginal device (IVD) plus estradiol benzo-
ate. On day 8, IVD was removed and injected D-Cloprostenol and estradiol cypionate. Heif-
ers were painted on the base of the tail and part of the rump. On day 10, heifers with = 30
% rubbed off were considered to be in oestrus. In these moment, heifers not showing estrus
were randomized to receive or not 0.105 mg Buserelin acetate (Painted+GnRH and Painted-
GnRH, respectively). On this day was TAI beginning estrous heifers (Group estrus). Pregnancy
diagnosis was done at 39 days after TAIL. Pregnancy rate was lower in heifers did not show
estrus and no received GnRH (42.2%) compared to others groups (Painted + GnRH: 66.7% and
estrous: 52.5%, P<0.05). In summary, heifers did not show estrus have lower pregnancy rate
after TAI compared to heifers in estrous; these situation reverses with GnRH injection at TAL

Key words: Timed artificial insemination, estrus, GnRH, pregnancy rate.
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INTRODUCCION

El uso de la Inseminacién Artificial (IA),
tiene la ventaja que permite incorporar genéti-
ca de animales superiores y que se adapten a
las condiciones del sistema productivo; de esta
manera se puede lograr el tipo de animal que el
mercado demanda.

La posibilidad de usar toros con facilidad
de parto, la sincronizacién de servicios, paricio-
nes y terneros de destete mas pesados y el reem-
plazo de los toros, al menos parcial, también son
ventajas a destacar.

El control del ciclo estral mediante el uso
de dispositivos intravaginales con progesterona
ha permitido implementar programas de progra-
mas Inseminacién Artificial a Tiempo Fijo (IATF)
con resultados satisfactorios (1). El tratamiento
mas utilizado consiste en administrar benzoato
de estradiol (BE) al momento de la insercion del
dispositivo intravaginal con progesterona (Dia 0),
retirar el mismo en el Dia 7 u 8, inyectando un
agente luteolitico (PGF2a o sus analogos sintéti-
cos) y cipionato de estradiol o BE 24 h posteriores
para sincronizar la ovulacion. Se realiza IATF en-
tre las 48 y 56 horas pos-retiro del dispositivo (1,
2). El tratamiento descrito permite sincronizar la
ovulacion de animales ciclicos e inducir actividad
sexual en los animales en anestro (1).

Una de las hormonas que se ha utilizado
para controlar el ciclo estral en combinacién con
dispositivos intravaginales con progesterona ha
sido la hormona liberadora de gonadotrofinas
(GnRH). Esta se la ha administrado en el mo-
mento de realizar la IATF en lugar del BE (3, 4)
sin afectar el porcentaje de prefiez que se obtie-
ne con el tratamiento tradicional. Ademas, hay
trabajos en los cuales se ha inyectado la GnRH
en el momento de realizar la IATF en hembras
que son tratadas con un dispositivo intravaginal
con progesterona y cipionato de estradiol en el
momento de retirar el dispositivo como agente
sincronizador de la ovulacién. Los resultados
han sido variables, desde no observarse efecto
(5) hasta lograr mejorar las tasas de prefiez (6).

Cuando se realiza la IATF, existen animales
que no manifiestan celo y tienen menor eficien-
cia reproductiva (7). Pudiendo hipotetizar que el
menor porcentaje de prefiez que se obtiene sea
consecuencia de la falta de ovulacion del foliculo
dominante en el momento adecuado para reali-
zar la IATF; en consecuencia, surge de interés
estudiar el efecto de administrar GnRH (como
inductora de la ovulacién) en estos animales con
la finalidad de mejorar el porcentaje de prenez.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar
el efecto de administrar GnRH en el momento de
realizar la IATF a vaquillonas que no manifestaron
celo (sin despintar) y que fueron sincronizadas
con un dispositivo intravaginal con progesterona
sobre el porcentaje de prefiez.

GnRH y prefiez a la IATF

MATERIALES Y METODOS

Animales y alimentacion. Se utilizaron
367 vaquillonas Angus negro y colado (15 me-
ses: 184, 18 meses: 101 y 27 meses: 81), con
una condiciéon corporal promedio (+ de) de 4,0
(£0,4) en una escala de 1 a 5 (1: muy flaca; 5:
excesivamente gorda). La alimentacién se basé
en pastoreos de invierno (avena) y silo de maiz.

Tratamientos y servicio. En el dia O, se
realiz6 ecografia ovarica utilizando un ecégrafo
(Chison 600, sonda lineal transrectal de 5 MHz),
seleccionando para el trabajo aquellas que pre-
sentaron cuerpo lateo y foliculos =2 a 10 mm. En
este dia se colocdé un dispositivo intravaginal
con 0,558 g de progesterona (Cronipres M 15,
Biogénesis Bagd) y 2 mg de benzoato de estradiol
(Bioestrogen, Biogénesis Bago).

El dia 8 se retiro el dispositivo intravaginal
y se administraron 0,150 mg de D-Cloprostenol
(Enzaprost, Biogénesis Bago) y 1 mg de cipionato
de estradiol (CPE, Laboratorios konig). Ademas,
los animales fueron pintados en la base de la cola
y parte de la grupa con una linea de 30 cm de
largo por 15 cm de ancho (Celo-test).

El dia 10 se realiz6 lectura del despintado;
considerando hembra en celo a aquellas que
tuvieron un despintado mayor o igual al 30%.

El servicio se realizé por IATF comenzando
a las 50 h de retirado los dispositivos con los
animales que habian manifestado celo (Grupo
Despintadas). Luego se contintio con lo que no
tuvieron celo (sin despintar), siendo estos dividi-
dos al azar para recibir (Grupo Pintadas + GnRH)
o no (Grupo Pintadas sin GnRH) una inyeccion de
0,105 mg de acetato de buserelina (Gonaxal, Bio-
génesis Bago) en el momento de realizar la IATF.

En la IATF se utiliz6 semen congelado/des-
congelado proveniente de dos toros de probada
fertilidad (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas del semen de los toros
utilizados en la IATF.

Caracteristicas Toro A Toro B

Motilidad Progresiva 559 35%
hora O

Vigor hora O 3 3

Motilidad Progresiva 50% 35%
hora 2

Vigor hora 2 3 3

Numero 26.550.000 | 13.650.000

Morfologia 88% 88%

Diagnéstico de gestacion. Se realizo a
los 39 dias posteriores a la IATF mediante ultra-
sonografia.
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Anadlisis estadistico. Para realizar el ana-
lisis estadistico se incluy6 en el modelo el efecto
Grupo (1: Despintadas, 2: Pintadas + GnRH y 3:
Pintadas sin GnRH), la edad de la vaquillona (15,
18 y 27 meses), el toro (A y B) y sus interacciones.
Se utilizo el Proc. CATMOD del SAS, fijando un
nivel de confianza del 95% (a=0.05).

RESULTADOS

No se observo efecto del toro (A=60,0% y
B=51,9%, P>0,05) o de su interaccion con las
otras variables. Por el contrario, el porcentaje
de prefiez difirié segiin el Grupo y la categoria
de hembra (P<0,05), no interaccionando entre si
(P>0,05). Las vaquillonas que no se despintaron
y no recibieron una inyeccion de GnRH tuvieron
el menor porcentaje de prenez (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de prefiez en vaquillonas
segln el grupo al que pertenecieron luego de
recibir un tratamiento de control del ciclo estral
basado en el uso de dispositivos intravaginales
con progesterona e inseminadas a tiempo fijo.

Grupos Prenez (%)
Despintadas (1 2562 /’ gl 0)
Pintadas + GnRH ( 4626/’223)
Pintadas sin GnRH (2472 /’g;)

a,b: Valores con superindices diferentes difieren P<0,05

Con respecto a la categoria de la hembra,
se observo que aquellas que tuvieron 18 meses
de edad se prefiaron en mayor proporciéon que
aquellas que tenian 27 meses y no difirieron de
las de 15 meses (Tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje de prenez en vaquillonas
segin su edad luego de recibir un tratamiento
de control del ciclo estral basado en el uso de
dispositivos intravaginales con progesterona e
inseminadas a tiempo fijo.

Edad de la vaquillonas Prenez (%)
15 meses (9§l1/,11 ;4)
18 meses (624;’14(;1)
27 meses (;g}ggb;)

a,b: Valores con superindices diferentes difieren P<0,05

DISCUSION

Las hembras que no manifestaron celo (pin-
tura = 30%) se preharon en menor proporcion que
aquellas que si lo hicieron, siendo este resultado
coincidente con lo informado por Stahringer et
al. (2011). Estos autores registraron un 25,9%
de preniez en la hembras que no se despintaron,
significativamente inferior al ser comparadas
con aquellas que se despintaron entre un 40 a
60% (70%) o lo hicieron en un porcentaje mayor
(65,2%). En otros trabajos se han informado
resultados similares; asi, Callejas et al. (2011)
observaron en vaquillonas con 15 meses de edad
un 26,7% de prefniez en aquellas que no manifes-
taron celo comparado con 61,8% en las que si lo
hicieron. Por otro lado, en la categoria vacas con
cria se han registrado resultados similares (9; con
celo: 61,4% y sin celo: 41,0%; P<0,05).

Por otro lado, cuando se administro6 GnRH
a las hembras pintadas se evitd que ocurriera
una disminucion en el porcentaje de prefniez, ob-
teniéndose resultados equivalentes a aquellos que
se observaron en las hembras que manifestaron
celo. La GnRH es inductora de la ovulacion (10),
por lo que se podria hipotetizar que los animales
que no manifestaron celo podrian haber tenido
fallas en la sincronia y/o ovulacion con respecto
al momento en que se realiz6 la IATF, dado que
respondieron adecuadamente a la administracion
de esta hormona.

E134,6 % de las vaquillonas no se despinto,
lo cual es coincidente con un trabajo realizado por
Soto et al. (2012); quienes informaron un 37,5%
de vacas sin despintar al momento de realizar la
IATF. No obstante en otro trabajo, el porcentaje
de vaquillonas que no se despintaron fue menor
(14,4 %; 8). La pintura utilizada fue la misma por
lo cual no puede ser considerado a este factor
como causa de divergencia.

Con respecto a la categoria de hembra y su
efecto sobre el porcentaje de prefiez, no puede
ser explicado con la informacion disponible en
el presente trabajo.

Se concluye que los animales que no mani-
fiestan celo hasta el momento de realizar la IATF
se prenan menos que aquellos que si lo hacen,
revirtiendo esta situaciéon al administrar GnRH
en dicho momento.
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Trabajos de Investigacion

ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS PARA REVERTIR LA
MULTIRRESISTENCIA MEDIADA POR BOMBAS DE EFLUJO

Marchetti ML, Mestorino N.

Catedra de Farmacologia, Facultad de Ciencias Veterinarias
Universidad Nacional de La Plata.

RESUMEN: EI objetivo central fue restablecer la susceptibilidad antimicrobiana in vitro,
de cepas de Escherichia coli con fenotipo multirresistente (MDR) aisladas de tambos, me-
diante la asociacion de diferentes antimicrobianos con el inhibidor de bombas de eflujo
1-(1-naphthylmethyl)-piperazine (NMP). Se obtuvieron muestras de materia fecal de animales
de produccién y compania, y de pozos sépticos. A los aislamientos se les determinaron los
perfiles de sensibilidad y se obtuvieron 10 cepas MDR. Se emplearon dos cepas isogénicas
de E. coli como control de calidad (AG100A con delecién total de bombas de eflujo, y AGI112
con sobreexpresion de bombas) y una “wild type”, AG100. Se determiné la concentracion
minima inhibitoria (CIM) de florfenicol, ciprofloxacina, tetraciclina y ampicilina por el método
de microdilucién seriada en caldo Luria-Bertani con y sin NMP. Los mayores porcentajes de
resistencia fueron frente a tetraciclina y ampicilina. Todas las combinaciones de resistencia
multiple incluyeron a tetraciclina en su perfil. El NMP asociado a ampicilina tuvo efecto nulo.
En la mayoria de las cepas E. coli MDR y en AG112, las CIMs de ciprofloxacina, florfenicol
y tetraciclina disminuyeron = a 4 veces al combinarse NMP. La cepa “normal” no presenté
cambios relevantes y frente a AG100 la CIM se mantuvo estable, independientemente de la
concentracién de NMP utilizada. Las cepas tetraciclina-resistente podrian tener mayor ten-
dencia a desarrollar resistencia multiple. Ciprofloxacina, tetraciclina y florfenicol demostraron
ser sustratos de las bombas, no siendo asi para ampicilina. Resulta prometedor el efecto de
la asociacién de NMP con florfenicol.

Palabras clave: E. coli — antimicrobianos - multirresistencia —bombas de eflujo -
1-(1-naphthylmethyl)-piperazine

THERAPEUTIC ALTERNATIVES AGAINST
MULTIDRUG RESISTANCE BY EFFLUX PUMP

ABSTRACT. The central objective was to restore the antimicrobial susceptibility in vitro, in
strains of Escherichia coli with multidrug resistance phenotype (MDR), from commercial farms
by combining antimicrobials with the efflux pump inhibitor 1-(1-naphthylmethyl)-piperazine
(NMP). Strains were isolated from the faeces of production and companion animals and
from septic tanks. Sensibility profiles were tested to the isolations and 10 MDR strains were
obtained. Laboratory strains included two isogenic mutants: AG100A, an RND type pump-
deficient strain and AG112, an acrAB overexpressing strain) and a wild-type strain, AGI100.
The minimum inhibitory concentrations (MICs) of florfenicol, ciprofloxacin, tetracycline and
ampicillin were determined by a serial microdilution method in Luria Bertani (LB) broth in
presence or absence of NMP. The highest percentages of resistance were for tetracycline and
ampicillin. All combinations of multidrug resistance included tetracycline in their profile. Ampi-
cillin had no effect when combining to NMP. In most of the E. coli MDR strains and in AGI112,
MICs of ciprofloxacin, florfenicol and tetracycline decreased = 4-fold with NMP. There was no
relevant change against wild type strain and MIC remained the same against AG100, inde-
pendently of NMP's concentrations. Tetracycline resistance strains strains are probably able
to become multirresistant. Ciprofloxacin, tetracycline and florfenicol demonstrated be efflux
pumps substrates, but not ampicillin. It is promising the combination of NMP with florfenicol.

Key words: E. coli— antimicrobials — multidrug resistance —efflux pumps — 1-(1-naphthylmethyl)-
piperazine
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INTRODUCCION

La resistencia bacteriana a los antimicro-
bianos representa un problema extremadamente
severo para la salud publica. Existen determi-
nados tipos de infecciones en seres humanos,
generadas por gérmenes multirresistentes, para
las que ya no hay terapia eficaz (1, 2, 3, 4). Las
causas de esta ineficacia provienen, entre otras,
de la mala utilizaciéon de los antimicrobianos (uso
innecesario, dosis bajas, tratamientos cortos,
intervalos incorrectos, etc.) en todos los ambitos
de la salud, a lo que se le suma en medicina
veterinaria el uso de los antimicrobianos como
promotores del crecimiento, fundamentalmente
en explotaciones intensivas (5, 6, 7, 8).

La resistencia a los antimicrobianos puede
ser adquirida por una determinada bacteria por
mutacion, o a través del intercambio de material
genético entre microorganismos patogenos, co-
mensales y/o zoonéticos resistentes.

A lo largo de una cadena de transferencia
compleja, los determinantes genéticos de resis-
tencia bacteriana, pueden pasar de un hospeda-
dor a otro; esto es, de animal en animal, de animal
a hombre y eventualmente, de hombre a hombre
e incluso localizarse en el ambiente. Este hecho
implica seleccion de resistencia por una primera
bacteria, y la posterior transferencia vertical a su
descendencia, con el riesgo de la posible trans-
ferencia horizontal a otros microorganismos (9).

Escherichia coli fue seleccionada como in-
dicador de resistencia debido a que es uno de los
grupos mas extendidos de la microbiota animal
y del hombre. Su monitoreo, permite conocer
qué antimicrobianos estan generando resisten-
cia, evitar riesgos en salud publica, disminuir el
fracaso terapéutico y evitar pérdidas econémicas
al productor (10).

La emergencia de resistencia en la micro-
biota normal constituye un riesgo inminente
para la eficacia antimicrobiana en animales de
consumo (9, 11). Es por ello muy importante re-
saltar que la resistencia a los antibi6ticos no es
una caracteristica propia de los microorganismos
patogenos. Los genes de resistencia pueden ser
adquiridos o seleccionados tanto en bacterias
patégenas como en las bacterias comensales
luego de una exposiciéon a antimicrobianos,
siendo la flora comensal de enorme importancia
epidemiologica. La importancia de este tltimo se
document6 a través del aislamiento de grandes
cantidades de bacterias comensales resistentes
en intestino de individuos expuestos a ambientes
donde la utilizacion de antimicrobianos es muy
frecuente como en granjas y/o hospitales (12, 13).

La resistencia bacteriana es manifiesta en
los animales mantenidos en condiciones inten-
sivas donde los antibiéticos son de aplicacion
corriente (cerdos, pollos parrilleros, vacas de
tambos, feedlot) (9).

Alternativas terapéuticas contra la multirresistencia

E. colien particular, es una de las bacterias
comensales con mayores posibilidades de generar
resistencia en el campo veterinario y humano. La
multirresistencia es la mas grave expresion de
resistencia desde el punto de vista clinico. Uno
de los mecanismos de multirresistencia en E. coli
a antibi6ticos lipofilicos / anfifilicos esta represen-
tado por la sobreexpresion de bombas de eflujo.
Estas bombas expulsan al antimicrobiano hacia
el exterior de la bacteria impidiéndole asi ejercer
su efecto (9, 14, 15, 16).

El eflujo activo por medio de bombas es un
mecanismo de resistencia ubicuo, ampliamente
distribuido entre los microorganismos, y que
interviene en el bombeo de numerosos antibioti-
cos. Las bombas de eflujo pueden ser especificas
para un sustrato, o bien pueden transportar una
amplia variedad de compuestos quimicamente
diferentes, incluyendo antimicrobianos de mul-
tiples clases (de alli el término Multiple Drug
Resistance: MDR) (17). La resistencia a multiples
drogas en bacterias patégenas -y también en
comensales- se ha convertido en una amenaza
creciente para la salud publica (18, 19, 20).

Se han observado incrementos adicionales
en la concentraciéon inhibitoria minima de los
antibidticos luego de haberse generado sobreex-
presiéon de bombas de eflujo de diferentes clases
dando lugar a un fenotipo multirresistente (MDR)
(21).

La inactivacién de dichos sistemas puede
producir un aumento en la concentraciéon de
determinados sustratos marcadores en el in-
terior de los microorganismos (22, 23, 24, 25).
Esta caracteristica los convierte, por lo tanto, en
blancos ideales para la busqueda de nuevos in-
hibidores de los sistemas de bombeo, que logren
que las bacterias que portan estos sistemas sean
mas sensibles a los antimicrobianos actualmente
existentes en el repertorio clinico (24).

La inhibicién de dicho mecanismo puede
transformarse en una prometedora estrategia
para restaurar la actividad de los antimicrobianos
que resulten sustrato de ese sistema. Existen
diversas maneras de modificar la resistencia
por eflujo entre las que se encuentra el uso de
inhibidores de bombas (EPI del inglés efflux pump
inhibitor).

Entre ellos se encuentra el 1-(1-naphthyl-
methyl)- piperazine (NMP) que ha sido estudiado
por diversos autores en diferentes especies bac-
terianas como E. coli (24), Enterobacter aerogenes
(25), Campylobacter yeyuni (26). Es una arylpipe-
razina que funciona como inhibidor de bombas
de eflujo bacterianas de amplio espectro. Esta
fue probada en aislamientos clinicos de E. colide
origen humano posteriormente sometidos a pre-
si6n antimicrobiana para lograr fenotipos MDR
(24). Sin embargo, no existen estudios acerca de
su efecto sobre cepas de E. coli MDR comensales
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de origen animal, potenciales transmisores de
multirresistencia en forma horizontal, de enorme
significacién epidemiologica.

Hasta el momento los antimicrobianos
evaluados en combinacién con NMP fueron le-
vofloxacina, tetraciclina, cloranfenicol, oxacilina,
claritromicina, rifampicina y linezolid frente a E.
coli (22, 23, 24, 25). Pero no existen datos acerca
de su accidén frente a ampicilina, ciprofloxacina
y florfenicol, antimicrobianos de amplio uso en
medicina veterinaria, potenciales seleccionadores
de determinantes de resistencia y reconocidos
sustratos de las bombas de eflujo.

El objetivo del presente trabajo fue, a partir
de estudios de susceptibilidad in vitro de cepas
de E. coli aisladas en producciones tamberas
de la provincia de Buenos Aires, comparar los
perfiles de resistencia entre animales-hombre y
ambiente; y establecer datos de prevalencia de
antibiéticorresistencia en las zonas evaluadas.
En la actualidad son escasos los datos existentes
en nuestro pais, acerca del monitoreo en medi-
cina veterinaria de cepas de E. coli usadas como
indicadoras de resistencia y multirresistencia de
origen animal.

De manera que a partir del hallazgo de
cepas de E. coli de campo con fenotipo multirre-
sistente, nos propusimos como objetivo central,
evaluar in vitro la interaccion del inhibidor de
bombas de eflujo 1-(1-naphthylmethyl)-pipera-
zine (NMP) con antimicrobianos pertenecientes
a diferentes familias, usando como control cepas
de E. coli modificadas genéticamente con dife-
rentes niveles de expresiéon de bombas de eflujo.
Se incluyeron en el presente estudio los antimi-
crobianos utilizados corrientemente en medicina
veterinaria y de gran impacto en salud publica.

MATERIALES Y METODOS
MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS
1-(1-naphthylmethyl)-piperazine (Sigma-
Aldrich); caldo Luria-Bertani (LB) (10 g de trip-
tona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl
por litro de agua destilada); caldo y agar Mueller
Hinton (Laboratorios Britania, Argentina); discos
de antibiograma amoxicilina-acido clavulanico
(20-10 png), ciprofloxacina (S pg), gentamicina
(10 pg), tetraciclina (30 pg), trimetoprima-sulfa-
metoxazol (1.25-23.75 pg), ampicilina (10 ug), de
Laboratorios Britania, Argentina. Florfenicol (30
ug) y ceftiofur (30 ug) de Oxoid, Inglaterra. Ampi-
cilina 96% p/p (Fluka, Buenos Aires, Argentina),
tetraciclina 97.03% p/p (Parafarm, Buenos Aires,
Argentina), florfenicol 99.3% p/p (Romikin S.A.,
Buenos Aires, Argentina), ciprofloxacina 99.8%
p/p (Parafam, Buenos Aires, Argentina).

PRUEBA CUALITATIVA DE SUSCEPTIBILI-
DAD POR DIFUSION EN PLACA
Seleccion de cepas de campo.

Se utilizaron cepas obtenidas a partir de
un estudio no experimental observacional de tipo
transversal realizado en tambos de la provincia
de Buenos Aires. Los tambos seleccionados es-
taban ubicados en las localidades de Tandil, San
Vicente, Trenque Lauquen y Lujan. Se obtuvieron
muestras de materia fecal mediante hisopado
rectal a partir de animales sanos en producciéon
(vacas en ordefne), mascotas (perros y gatos) y
terneros de destete que consumian leche de des-
carte. Se obtuvieron, también, muestras de los
pozos sépticos (representativas de los habitantes
del lugar) en frascos limpios y estériles, siguiendo
los protocolos correspondientes al Manual OPS-
OMS 2004 (27, 28).

Aislamiento y tipificacion bioquimica.

Se realizo aislamiento en medio sélido se-
lectivo diferencial EMB, tincién de Gram y tipifi-
caciéon bioquimica de cada cepa (IMViC). Fueron
seleccionados Gilnicamente aquellos aislamientos
clasificados dentro de la especie Escherichia coli.

Procedimiento.

Los aislamientos obtenidos a partir de la
biotipificacion pertenecientes a la especie E. coli,
fueron sometidos a pruebas de susceptibilidad in
vitro mediante difusién en agar frente a ocho an-
timicrobianos seleccionados por su frecuente uso,
con el fin de obtener cepas resistentes a tres o
mas antimicrobianos, es decir multirresistentes.

El procedimiento se llevé a cabo en placas
de Petri de 90 mm de diametro con medio de cul-
tivo Mtieller-Hinton inoculado con las cepas ais-
ladas a una concentracion final de 5 x 10° UFC/
mL. Se colocaron cuatro discos de antibiograma
por placa, se incubaron a 35°C durante 20 hs y
luego se procedi6 a realizar la lectura mediante
la utilizacion de un calibre de precision midiendo
el area de los halos de inhibicién del crecimiento
bacteriano.

Con el fin de monitorear las pruebas y ob-
tener resultados confiables, se utilizé la cepa de
referencia E. coli ATCC (American Type Culture
Collection) 25922 con sensibilidad conocida para
los antimicrobianos evaluados. El punto de corte
utilizado para categorizar las cepas como sensi-
bles o resistentes a cada antimicrobiano fue el
recomendado por CLSI para E. coli (29, 30).

La seleccién de los antimicrobianos para
las pruebas de susceptibilidad se fundamento
en encuestas sobre los agentes antibacterianos
mas utilizados en los ultimos 12 meses, realiza-
das a encargados y/o productores de los esta-
blecimientos analizados (29, 30). Con los datos
obtenidos de las encuestas se priorizé a aquellos
antimicrobianos factibles de ser sustratos de las
bombas de eflujo bacterianas.

Finalmente, siguiendo las recomenda-
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ciones de la lista de agentes antimicrobianos
establecidos para la realizacién de los estudios
de susceptibilidad en medicina veterinaria deta-
llado en los documentos M31-A2 (31) y M31-A3
Performance standars for antimicrobial dilution
and susceptibility tests for bacteria isolated from
animals (29) y de ciprofloxacina aportada por el
M100-S19 Performance standards for antimicro-
bial susceptibility testing (30), se seleccionaron
los siguientes discos con antimicrobianos: ci-
profloxacina (5 ug), ceftiofur (30 ug), florfenicol
(30 ug), gentamicina (10 pg), tetraciclina (30 ug),
amoxicilina-acido clavulanico (20-10 ug), ampi-
cilina (10 ug), y trimetoprima-sulfametoxazol (25
ug) (Lab. Britania S.A.).

PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD CUANTI-
TATIVA PARA LA DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA
(CIM)

Cepas bacterianas

Las cepas de laboratorio empleadas fueron
10 aislamientos de E. coli multirresistentes (MDR)
obtenidas a partir de la prueba cualitativa de
susceptibilidad por difusién en placa, dos cepas
mutantes isogénicas (AG112 y AG100A), una
cepa “wild type”, AG100 y E. coli ATCC 25922.

Se utilizaron dos cepas de E. coli modifi-
cadas genéticamente como control de calidad y
una con expresion “normal de bombas” para la
puesta a punto de la técnica de determinacion de
susceptibilidad por microdiluciéon con inhibidor.
Estas cepas fueron AG112 con sobreexpresion de
bombas de eflujo, AG100A con delecién total de
todas las bombas de eflujo y AG100 con fenotipo
“wild type”.

Al igual que en el método de determina-
cion de susceptibilidad por difusion, la cepa de
referencia para el control de calidad fue E. coli
ATCC 25922 (29).

Procedimiento

Se procedi6 a la determinacion de la CIM
a través de la prueba cuantitativa de microdilu-
cion en caldo, basada en la determinacion del
crecimiento del microorganismo en presencia de
concentraciones crecientes de antimicrobiano en
policubetas.

El caldo utilizado fue Luria Bertani (LB) y
los antimicrobianos ensayados fueron tetracilina,
florfenicol, ciprofloxacina y ampicilina. La selec-
cion de los antimicrobianos se realizé en funciéon
de los fenotipos de resistencia de las cepas MDR
(Tabla 1).

El rango de diluciones para determinar la
CIM de cada antimicrobiano solo, fue de 256 pg/
mL a 0.007 pg/mL.

Se calcul6 la minima concentracién efectiva
(MEC) de 1-(1-naphthylmethyl)piperazine me-
diante su combinacién con cada antimicrobiano

Alternativas terapéuticas contra la multirresistencia

(a igual rango de diluciones que para la CIM
-256 ug/mL a 0.007 ug/mL-), a cinco diferentes
concentraciones de NMP: 6.25 ug/mL, 12.5 ug/
mL, 25 pg/mL, 50 ug/mL y 100 pg/mL.

Paralelamente, se evaluo la actividad anti-
microbiana intrinseca del inhibidor de bombas
(es decir, sin antimicrobiano) frente a cada aisla-
miento problema. Para lo cual se emplearon dilu-
ciones en un rango de 800 ug/mL a 1.56 ug/mL.

Se preparo el inéculo por método directo a
partir de una colonia aislada (29, 30). La densidad
de dicha suspension fue ajustada a la escala 0.5
de Mc Farland, es decir, 1 a 2 x 108 UFC/mL. Se
diluy6 en caldo LB hasta obtener una concentra-
cién final de 5 x 10° UFC/mL.

La determinacion de la CIM fue realizada
por observacién directa del primer pocillo que no
presenté turbidez (29, 30).

RESULTADOS

PREVALENCIA E INCIDENCIA DE MULTI-
RRESISTENCIA EN LOS TAMBOS ANALI-
ZADOS

En los tambos de la provincia de Buenos
Aires analizados, la resistencia a tetraciclina re-
sult6 ser la de mayor prevalencia, 10.5 % de la
resistencia total, seguida por un 2.2 % de resis-
tencia bacteriana a ampicilina. Encontramos un
porcentaje menor de resistencia a trimetoprima
- sulfametoxazol (1.6%), ciprofloxacina (0.7%),
florfenicol (0.8%) y amoxicilina/acido clavulanico
(0.1%). No se hall6 resistencia frente a ceftiofur
y gentamicina.

En cuanto a la resistencia encontrada a
mas de un antimicrobiano, los resultados fueron:
2.2% frente a dos antimicrobianos al mismo tiem-
poy 1.5% frente a tres o mas agentes antibacte-
rianos, es decir multirresistencia. Las cepas mul-
tirresistentes fueron 10 en total y pertenecian a
vacas en ordefie, terneros y animales domésticos
(perros). No se hallaron cepas multirresistentes
en las muestras de los pozos sépticos en ninguna
de las explotaciones analizadas.

Los perfiles de resistencia y la prevalencia
se detallan en la Tabla Iy en la Figura 1, respec-
tivamente.

Efectos de la combinacion de los anti-
microbianos con el inhibidor de bom-

bas NMP en las cepas isogénicas

No se observaron modificaciones en la con-
centracion minima inhibitoria cuando se combiné
NMP con ampicilina frente a ninguna de las cepas
isogénicas ni al fenotipo “normal”. La CIM fue la
misma para cada una de las cepas genéticamente
modificadas, independientemente de la expresion
de bombas de eflujo y de la concentracion de NMP
incorporado. Es decir, no se modifico en abso-
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Porcentajes de resistencia (%)

AMP

ARK

Antimicrobianos

Tandil
{n=207}

H Lujan
(n=227)

W5an Vicente
{n=71}

ET. Lauquen
(n=260)

Figura 1. Porcentajes de resistencia antimicrobiana en 4 tambos de la provincia de Buenos Aires
CIP: Ciprofloxacina. FLR: Florfenicol. TMS: Trimetoprima-sulfametoxazol. CEF: Ceftiofur. AMP: Ampicilina. AMX: Amoxicilina-
acido clavulanico. TET: Tetraciclina. GEN: Gentamicina. R 2 ATM: Resistente a dos antimicrobianos al mismo tiempo. R 3

ATM: Resistente a 3 antimicrobianos al mismo tiempo.

Tabla I. Fenotipos de cepas de E. coli multirresistentes en tambos de la provincia de Buenos Aires

Niumero de

Localizacién Muestras Perfiles de resistencia
San Vicente vaca en ordene CIP TMS AMP TET
vaca en ordene FLR TMS TET
Lujan perro FLR TMS AMP TET
perro TMS AMP TET

Trenque Lauquen vaca en ordefie
vaca en ordene
terneros

vaca en ordene

FLR AMP TET
FLR TMS TET
CIP TMS AMP TET
CIP TMS AMP TET

r—t(»)»—tr—lr—l»—'r—ﬂ»—t'E

CIP: Ciprofloxacina. FLR: Florfenicol. TMS: Trimetoprima-sulfametoxazol. AMP: Ampicilina. TET:

Tetraciclina.

luto el perfil de resistencia a ampicilina, de los
microorganismos analizados, al inhibir el eflujo
de las bombas bacterianas.

Sin embargo, los otros antimicrobianos
evaluados se comportaron de manera diferente,
las CIMs se redujeron al menos 2 veces o mas
cuando se combiné el antimicrobiano con el
NMP a concentraciones de 50 ug/mL y 100 pg/
mL, hallazgo que se observa claramente en la
cepa isogénica de E. coli con sorbreexpresion de
bombas de eflujo acrAB, AG112.

En el caso particular de florfenicol, se logré
reducir su CIM 16 veces frente a la cepa AG112,

al combinarse con 50 ug/mL de NMP y 32 veces
con 100 pg/mL del mismo. Frente a AG100 (cepa
“wild type”), la CIM de florfenicol se redujo 4 y 8
veces cuando se combiné con 50 ug/mL y 100
pg/mL de NMP respectivamente.

Para tetraciclina, la concentracion de 50
ug/mL de NMP disminuyé 4 veces su CIM frente
aAG112ylaincorporacion de 100 ug/mL de NMP
la redujo 16 veces. Frente a AG100, la CIM de
tetraciclina fue reducida 2 veces en presencia de
NMP tanto con 50 ug/mL como con 100 ug/mkL.

Finalmente cuando NMP se combiné a
concentraciones de 50 ug/mL y 100 ug/mL con
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ciprofloxacina frente a la cepa AG112, se obtuvo
una disminucién de la CIM de ciprofloxacina de
2 y 4 veces, respectivamente. La CIM de cipro-
floxacina asociada a NMP frente a la cepa AG100
se modificé de manera similar que en el caso de
tetraciclina, es decir decrecio 2 veces frente las
dos concentraciones mayores de NMP.

No se observé ningun tipo de actividad si-
nérgica de NMP en combinacién con ninguno de
los antimicrobianos evaluados, frente a la cepa
de E. coliisogénica con delecién total de bombas
de eflujo acrAB (AG100A). En ningin caso las
CIMs de los antimicrobianos se vio modificada
frente a esta cepa.

Cuando NMP fue evaluado solo, sin el agre-
gado de antimicrobianos, la CIM del inhibidor fue
400 pg/mL en las cepas de E. coli genéticamente
modificadas, en la wild type y en la E. coli ATCC
25922. Los resultados mencionados se detallan
en la Tabla II.

Se realiz6 la comparacion del resultado
obtenido al dividir las CIMs de los antibacteria-
nos frente a las cepas de referencia con y sin
sobreexpresiéon de bombas (AG100A y AG112);
y valores de las CIMs obtenidas de los mismos
antimicrobianos frente a la cepa AG112 con y sin
el agregado de NMP a la concentracién de 100
pg/mkL (Tabla III); representado con la siguiente
ecuacion:

Alternativas terapéuticas contra la multirresistencia

CIMs grp-ac11z .. CIMsary—aciaz

CIMs gra—acio0a  CIMsaray—aciiz+nmp

CIMs grp-ac11z .. CIMsary—aciaz

CIMs gra—acio0a  CIMsaray—aciiz+nmp

Se observo claramente que al comparar
estas razones, el agregado de 100 ug/mL de NMP,
permitio bloquear la totalidad de las bombas,
logrando que las CIMs de los antibacterianos con
inhibidor frente a la cepa AG112, se igualen a las
CIMs obtenidas sin NMP frente a la cepa AG100
con delecién total de bombas.

EFECTOS DE LA COMBINACION DE LOS
ANTIMICROBIANOS CON EL INHIBIDOR DE
BOMBAS NMP EN LAS CEPAS DE CAMPO
DE E. coli MDR

Para un mejor analisis de los resultados,
se subclasificaron los 10 aislamientos de E. coli
MDR basandonos en los perfiles de resistencia
de cada uno de ellos, de manera que las cepas se
subdividieron en: 5 cepas MDR-C (ciprofloxacina
resistentes), 5 cepas MDR-F (florfenicol resisten-
tes), 8 cepas MDR-A (ampicilina resistentes),y 10
cepas MDR-T (tetraciclina resistente).

No se observaron modificaciones en la
CIM de ampicilina en combinacién con NMP
frente a las cepas de E. coli MDR-A. La incorpo-

Tabla II. Efecto de NMP en las CIMs de los antimicrobianos en cepas isogénicas -AG100A y AG112-;

y en un fenotipo wild type (AG100)

Expresion de

concentraciones de NMP(ug/ml)

Veces que
NMP decrece la

CIM (ug/ml) frente a
(Hg/ml) cm —CIM

Cepa Genotipo bombas acrAB ATB (ug/ 50 100

m) M9/ pg/

ml ml

0O 625 125 25 50 100 NMP NMP

AG100 wildtype normal AMP 2 2 2 2 2 2 40 0 0

CIP 0015 0015 0015 0007 0007 0007 400 2 2

TET 1 1 1 05 05 05 400 2 2

FLR 8 8 4 4 2 1 400 4 8

AG100A AGTO0A  yolecion AMP 1 1 1 1 1 1 400 0 0
acrAB

CIP 0015 0015 0015 0015 0015 0015 400 0 0

TET 05 05 05 05 05 05 400 0 0

FLR 1 1 1 1 1 1 400 0 0

AG112 fniigo Sobreexpresion AMP 4 4 4 4 4 4 400 0 0

CIP 0.062 0.062 0.062 0.031 0.031 0.015 400 2 4

TET 8 8 8 4 2 05 400 4 16

FLR 32 32 16 16 2 1 400 16 32

CIP: Ciprofloxacina. FLR: Florfenicol. AMP: Ampicilina. TET: Tetraciclina. ATB: antibidticos. CIM: concentracion inhibitoria

minima. NMP: 1-(1-naphthylmethyl)-piperazina
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Tabla III. Comparacion entre la razon obtenida al dividir las CIMs de las cepas AG112 y AG100A; y
la razén entre las CIMs frente a AG112 con y sin NMP

Proporcion o razén entra las CIMs

Con y sin NMP

Con y sin NMP

Antibitico a crg;?Tglg:ara (50 ng/mkL) para (100 pug/mL) para
AG112y AGI00A G112 AG100A AG112 AG100A
FLR 32 16 1 32 1
CIP 4 2 1 4 1
TET 16 4 1 16 1
AMP 4 1 1 1 1

FLR: Florfenicol. CIP: Ciprofloxacina. TET: Tetraciclina. CEF: Ceftiofur. AMP: Ampicilina. AMC: Amoxicilina-acido
clavulanico.GEN: Gentamicina. TMS: Trimetoprima-sulfametoxazol. NMP: 1-(1-naphthylmethyl)-piperazine

Tabla IV. Efecto de 1-(1-naphthylmethyl)-piperazine (NMP) en la CIM de los antimicrobianos en
cepas de campo de E. coli MDR aisladas de animales

racion de concentraciones crecientes de NMP
no modifico el perfil de susceptibilidad frente a
ampicilina.

En la mayoria de las cepas de E. coli
MDR-F, la CIM de florfenicol disminuy6 4 veces al
combinarse con las dos concentraciones mayores
de NMP. Una cepa de E. coli MDR-F en particu-
lar, manifest6 una modificacién en su perfil de
susceptibilidad con una reduccién de la CIM de
florfenicol de 8 y 16 veces con 50 pg/mL y 100
pg/mL de NMP, respectivamente.

Para el caso de tetraciclina se obtuvo una
disminucién de 4 veces la CIM con 100 pg/mL de
NMP en todas las cepas E. coli MDR-T. Sin em-
bargo cuando el antimicrobiano fue combinado
con 50 ug/mL de NMP, solo en 6 de las 10 cepas
E. coli MDR-T la CIM de tetraciclina se redujo 4
veces.

La concentracion de NMP que permitié
una disminucion de la CIM de ciprofloxacina de
4 veces en todas las cepas E. coli MDR-C, fue 100
ug/mkL. Solo en 2 de las 5 cepas E. coli MDR-C se
obtuvo un resultado similar (descenso de 4 veces
la CIM de ciprofloxacina) con 50 ug/mL de NMP.

Cuando NMP fue evaluado solo frente
a las cepas de campo MDR, sin el agregado de
antimicrobianos, la CIM del inhibidor fue = 800
ug/mL en todos los casos.

En la Tabla IV se presentan las
CIMs de los antimicrobianos asociados a
1-(1-naphthylmethyl)-piperazine (NMP) frente a
cepas de campo MDR aisladas de animales.

DISCUSION

Los resultados de susceptibilidad obteni-
dos en este estudio mediante antibiograma, son
comparables con los informados por otros autores
en cerdos y/o bovinos de Argentina, Chile, Japén,

Serbia, EEUU, donde se hallaron altos niveles de
resistencia frente a tetraciclina y ampicilina (32,
33, 34, 35, 36).

Todas las combinaciones de resistencia
multiple incluyen en su perfil a la tetraciclina,
resultados similares fueron hallados en otros
trabajos (36). Esto puede sugerir que las cepas
de E. coli tetraciclina-resistentes podrian tener
mayor tendencia a volverse resistentes frente a
otros antimicrobianos simultaneamente. Este fe-
nomeno podria deberse a la capacidad intrinseca
que tienen las tetraciclinas de ser inductores de la
mutacion de la region marR cromosémica. MarR
es una proteina que normalmente produce una
accion reguladora negativa reprimiendo al ope-
ron mar. El eflujo es dependiente del locus marA
dando lugar a resistencia multiple. Normalmente
mar es reprimido por el MarR, pero puede ser
desreprimido por compuestos tales como tetraci-
linas, cloranfenicol y salicilatos (37, 38, 39, 40).

Algunos autores como Lomovskaya et
al (2000), afirman que los betalactamicos son
sustratos de las bombas de eflujo tipo RND (41).
Demostraron la influencia de la presencia de las
bombas de eflujo tipo RND en la susceptibilidad
de cepas de Pseudomonas aeruginosa a través de
modificaciones genéticas haciendo que las cepas
tengan diferentes niveles de expresion de las
mismas. Sin embargo, el bloqueo de estos siste-
mas por un inhibidor como el NMP no modificé
el resultado de la CIM en nuestro estudio. Este
resultado coincide con Bina et al (2009) que no
obtuvo modificacién en la CIM de ampicilina al
combinarlo con NMP frente a Vibrio cholerae (42).

Esta demostrado que el eflujo tiene un
papel clave en la cooperaciéon con las enzimas
B-lactamasas, pues permite que el sistema enzi-
matico no se sature (14, 43, 44, 45).
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Veces que decrece la

CIP MIC (ug/ml) frente a con- CIM con NMP
centraciones de NMP(ug/ml) NMP
MIC (ug/
ml) 50 100
Perfiles de mlig/ ng/
Localidad Muestra Resisten- ATB O 6,25 12,5 25 50 100
cia
FLR 16 16 16 8 2 1 >800 8 16
@ FLR CIP AMp 256 256 256 256 256 256  >800 1 1
g VO 1 SXT AMP
8 TET CIP 32 32 32 16 8 8 >800 4 4
z TET 64 64 64 32 16 16 >800 4 4
A VO 2 FLR SXT FLR 256 256 128 128 64 64 =800 4 4
TET TET 256 128 128 128 64 32 >800 4 8
FLR 256 256 256 256 128 128 2800 2 2
PE 1 FLR = SXT ' aAmp 256 256 256 256 256 256  >800 1 1
g AMP TET =
o TET 256 256 256 128 128 64 >800 2 4
= PE 5 SXT AMP AMP 256 256 256 256 256 256 =800 1 1
TET TET 128 128 128 64 64 32 >800 2 4
FLR SXT FLR 256 128 128 128 64 64 >800 4 4
VO 1
TET TET 64 64 64 32 16 16 >800 4 4
FLR 256 128 128 128 64 64 =800 4 4
VO 2 ,1;115}; AMP Lamp 256 256 256 256 256 256 =800 1 1
TET 256 256 128 128 64 64 =800 4 4
AMP 256 256 256 256 256 256 =800 1 1
CIP AMP
TER1  or CIP 128 128 128 64 64 32 >800 2 4
TET 256 256 256 256 64 64 >800 4 4
AMP 256 256 256 256 256 256 =800 1 1
CIP AMP
TER2 o CIP 128 128 128 64 64 32 >800 2 4
TET 256 256 256 128 128 64 >800 2 4
a AMP 256 256 256 256 256 256 =800 1 1
) CIP AMP
) TER3 o CIP 128 128 128 64 64 32 >800 2 4
= TET 256 256 256 128 128 64 >800 2 4
—
Y AMP 256 256 256 256 256 256 =800 1 1
g TER 4 %1; AMP ‘oqp 108 128 128 64 32 32 =800 4 4
E TET 256 256 128 128 64 64 >800 4 4

CIP: Ciprofloxacina. FLR: Florfenicol. AMP: Ampicilina. TET: Tetraciclina. ATB: antibiéticos. CIM: Concentracion Inhibitoria
Minima. NMP: 1-(1-naphthylmethyl)-piperazine. Muestras: VO: vaca en ordefie. TER: ternero. PE: perro. SV: San Vicente.

L: Lujan. TQ: Trenque Lauquen.

Sin embargo, como mecanismo de resis-
tencia unico, los sistemas de eflujo, frente a di-
cho grupo de antimicrobianos f-lactamicos, no
genera niveles de resistencia significativos (41,
46, 47, 48).

Por otro lado, ciprofloxacina, tetraciclina y
florfenicol pusieron en evidencia, claramente, ser
sustratos de las bombas. Nuestros resultados de-
mostraron que puede obtenerse un bloqueo total
de las bombas al combinar los antimicrobianos
con 100 ug/mL de NMP. Se generaron descensos
notables de la CIMs de 4 veces o mas en la cepa
AG112 y en la mayoria de las cepas salvajes de
E. coli con fenotipo MDR.

Diversos autores evaluaron la modificaciéon
de la CIM para fluoroquinolonas (levofloxacina)
en aislamientos clinicos humanos de P. aerugi-
nosa (25, 49) y E. coli (15, 24, 25) con resultados
similares a los nuestros. Es decir, un descenso
de 4 veces la CIM ha sido establecido como punto
de corte indicador del efecto del bloqueo de las
bombas por parte del inhibidor.

Considerando que la sobreexpresion de
bombas de eflujo es el inico mecanismo de resis-
tencia presente en la cepa AG112, los resultados
de la CIM demostraron que NMP manifiesta un
importante sinergismo al combinarse con florfeni-
col en particular. La reduccién de la CIM modificé
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el perfil de resistencia de la cepa descendiendo
la misma de manera tal, que la cepa recuper6
la susceptibilidad por completo al combinar el
antimicrobiano con la concentracién mayor de
NMP. Si bien estos resultados son preliminares,
pueden tener una proyecciéon sumamente impor-
tante, debido a que el florfenicol tiene un uso muy
extendido en nuestro pais en medicina veterinaria
tanto en explotaciones bovinas, porcinas y avico-
las. El poder revertir la resistencia a florfenicol
frente a microorganismos gram-negativos de im-
portancia en salud publica, permitiria utilizar en
condiciones de total susceptibilidad microbiana
una molécula con excelentes caracteristicas para
el tratamiento de enteritis infecciosas relacio-
nadas con E. coli enteropatégena y Salmonella;
y de enfermedades respiratorias causadas por
Pasteurella spp. entre otras (50).

Los resultados de la MEC del inhibidor
para las cepas isogénicas y los aislamientos de
cepas salvajes de E. coli MDR coinciden con otros
autores que trabajaron con E. coli patégeno pro-
veniente de aislamientos clinicos (24, 25, 51), con
Acinetobacter baumannii (52) y con Campylobac-
ter spp. (26). En todos los casos la concentracion
de NMP que redujo un minimo de cuatro veces la
CIM del antimicrobiano fue de 100 ug/mL.

En cuanto a la CIM obtenida para NMP
también existe coincidencia con otros trabajos
publicados (24, 52), un valor tan elevado es in-
dicador de que el inhibidor por si solo no tiene
accién antimicrobiana.

Por si solos los sistemas de eflujo confieren
de bajos a moderados niveles de resistencia (in-
crementos de la CIM de 1 a 64 veces). Raz6on por
la cual su relevancia fue cuestionada. En general
estos sistemas de resistencia se presentan en
cooperacion con otros mecanismos para conferir,
no solamente elevados niveles de resistencia, sino
también un mayor espectro de acciéon (21, 44).
Sin embargo, en el caso de florfenicol cuando las
bombas de eflujo se presentan como mecanismo
principal responsable de la resistencia bacteria-
na, es posible retornar completamente el fenotipo
hacia la susceptibilidad. Lo mencionado quedd6
claramente expuesto para la cepa con sobreex-
presion de bombas.

Esto demuestra que NMP puede revertir
parcialmente la multirresistencia a los antimicro-
bianos en E. coli, probablemente por no presen-
tarse como mecanismo Unico de resistencia sino
por complementar la acciéon de otros mecanismos
de defensa, lo cual coincide con los resultados
presentados por Kern et al en 2006, quienes
emplearon NMP combinado con tetraciclina y
levofloxacina (24).

Existe creciente evidencia acerca del signifi-
cativo rol del eflujo por sobreexpresiéon de bombas
en la resistencia bacteriana (21, 53, 54, 55, 56).
En el presente trabajo qued6 demostrado que el

inhibidor de bombas de eflujo NMP puede revertir
la resistencia parcial o completamente hacia un
perfil susceptible en bacterias multirresistentes.
Es por ello que este mecanismo de resistencia
debe ser tenido en cuenta en el desarrollo y di-
sefio de futuros antimicrobianos o estrategias
antimicrobianas con el fin de maximizar la efi-
cacia y disminuir el desarrollo de resistencia a
multiples drogas.

Por todo lo expuesto, consideramos de
relevancia continuar con la investigacién del
inhibidor de bombas NMP debido a que no exis-
ten en la actualidad estudios in vivo de ningiin
tipo. En forma preliminar podriamos decir que
los pasos siguientes a esta investigacién serian
estudios ex vivo, que permitan una aproximacion
farmacocinética-farmacodinamica, estudios in
vivo para determinar la seguridad de la droga,
y establecer la concentraciéon maxima capaz de
producir eficacia sin toxicidad en asociacién con
el antimicrobiano.

Los resultados presentados en este trabajo
podran sentar las bases de nuevas estrategias
para el combate contra los microorganismos,
permitiendo la utilizacién de antimicrobianos
en forma racional, utilizando al maximo sus
caracteristicas terapéuticas y minimizando la
emergencia y diseminacioén de cepas resistentes.
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ABSTRACT: Even though Colombian cattle-farming makes an important contribution to the
national economy it also has great potential for growth; however, this activity is carried out
in areas where animals may become naturally exposed to poisonous plants, affecting their
health and production. It is recognised that some plants may damage the livestock sector in
countries placing an important emphasis on cattle-rearing. Such problem has received scarce
attention from academic research in Colombia, and the efforts made to do so date from the
1930s, 1940s, 1970s and 1980s without having had continuity. Many of the studies done in
Colombia have been orientated towards establishing nitrate and cyanogenic glycoside content,
ignoring other toxic metabolites. Likewise, certain vegetal species which can cause poisoning
have not been fully studied, thereby hampering their management and treatment. It is thus
important that studies are carried out in greater depth in Colombia concerning poisonous
plants affecting livestock. A methodology is thus proposed which includes a search for initial
information about suspicious plants, reproducing such poisoning experimentally (selecting
the animal species, route, presentation and administration time, and evaluating effects) and
searching for the chemical responsible for causing the poisoning. All these aspects are dealt
with in the present review.

Key words: cattle, poisonous plant, animal experimentation, phytochemistry

PLANTAS TOXICAS PARA LOS BOVINOS EN COLOMBIA:

PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION

RESUMEN: Ademds de un gran potencial de crecimiento, la ganaderia bovina colombiana
tiene un importante aporte a la economia nacional. Esta actividad se desarrolla en dreas
donde los animales pueden exponerse naturalmente a plantas téxicas, afectando su salud y
produccion. En paises con una importante vocacién ganadera se reconocen las plantas que
pueden menoscabar el sector pecuario. En Colombia, escasamente ha sido estudiada esta
problematica y los esfuerzos por hacerlo datan de las décadas de 1930, 1940, 1970y 1980,
sin que haya habido continuidad en los mismos. Muchos de los estudios realizados en el
pais han estado orientados a establecer el contenido de nitratos y glucésidos cianogénicos,
ignorando otros metabolitos téxicos. Asi mismo, existen intoxicaciones por ciertas especies de
vegetales que no han sido plenamente estudiadas, dificultando su manejo y tratamiento. Es
importante que en el pais se investigue con mayor profundidad sobre las plantas téxicas de
interés pecuario y para ello se propone una metodologia que incluye seleccion de la planta
sospechosa, reproduccion experimental de la intoxicacion (eleccion de la especie animal, via,
presentacion y tiempo de administracién y evaluacién de efectos) y biisqueda de principios
responsables de causar la intoxicacion; estos aspectos se abordan en la presente revision.
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INTRODUCTION

Colombia has an important cattle raising
tradition, having almost 25 million head of cattle
which thus places it amongst the first 9 coun-
tries having the greatest bovine production (1).
The production systems, however, are mainly
large-scale, having extensive areas given over
to grazing. It has been calculated that 20 % of
the area earmarked for cattle-raising is covered
in weeds and stubble as its only vegetation (2),
thereby introducing a very high probability that
any animals grazing there will consume poison-
ous plants.

Most plant toxins are secondary metabo-
lites since they are not essential for their growth
or reproduction. Such substances represent a
survival mechanism for poisonous plants since
they are able to produce adverse physiological
reactions in their predators and thus reduce the
fact that they could become consumed (3).

Many factors predispose these plants to be
eaten by cattle; some of them would be the use
of fields covered in weeds, animals having nutri-
tional deficiencies, including hunger, the arrival
of new individuals which are “ignorant” of the
place’s particular poisonous plants, overgrazing
leading to hardly appetizing forage and also ex-
posing poisonous seeds present in the soil, some
poisonous plants’ high palatability and/or an
alteration in poisonous plants’ metabolism lead-
ing to the accumulation of some toxins caused by
fertilising pastureland, treatment with herbicides
or a change in climatic conditions (3,4).

The problem of animals being poisoned by
plants has been studied in many countries and it
could be stated that, in spite of some plants being
able to adapt to different ecosystems, this varies
depending on the each region’s physiographic
characteristics. Several bibliographic sources
have thus described plant species which are
poisonous for livestock, each being particular to
a different country (5, 6), however such studies
have been scarce in Colombia.

Research into plants which are demon-
strably poisonous for cattle represents an urgent
need in Colombia, bearing in mind that Colom-
bia is the second country in the world regarding
biodiversity (7), that the cattle-raising popula-
tion is considerable and that it has large-scale
production systems. The present paper was thus
aimed at proposing a research strategy regarding
poisonous plants in this tropical country.

BACKGROUND

Economic losses arising from poisoning
by plants in the livestock sector are widely scru-
tinised in countries having recognised cattle-
raising production. In Brazil that has the second
greatest number of cattle herds; it has been
calculated that 800,000 to 1,120,000 cattle die

from this cause annually (0.5 % to 0.7 % of bovine
mortality) (8, 9). Data from1976 estimated that
mortality in cattle caused by this type of flora was
around 0.5% annually in Colombia (10). Torres
(1983) calculated that economic losses rose to U$
160,000 annually, their real value currently re-
maining unknown (11). Other factors which could
lead to losses caused by poisoning with plants (in
addition to mortality) would be reduced weight
gain, reduced reproductive efficiency, expenses
incurred in treating poisoned animals, restricted
grazing and loss of usable forage due to direct
competition with such plants (12).

Another impact produced by poisonous
plants is related to toxins’ effect on animal sub-
products. The cattle’s internal organs/intestines
could be confiscated due to changes in their co-
louring or to them giving off disagreeable odours;
such cases could be presented after consuming
Buchonsia pseudonitida (13) which produces a
pinkish colouring in tissue, or Petiveria alliacea
which produces a bad smell in affected animals’
meat (11). There is also the possibility that such
toxins could be excreted in milk and thus become
consumed by humans. Phytotoxins having these
characteristics would be pyrrolizidine alkaloids
present in plants from the genera Senecio and
Crotalaria causing hepatotoxicity, piperidine
alkaloids present in Conium spp., Nicotiana spp.
and others causing neurotoxicity, selenium
stored by accumulator plants (Astragalus spp.,
Oonopsis spp., Aster spp., etc.) which could cause
multisystemic alterations (13) and ptaquilosides
from ferns from the genus Pteridium which are
considered to be carcinogenic (15).

The few studies published in Colombia to
date, related to plants which are poisonous for
cattle, resulted from work done by professors
from the Universidad Nacional during the 1930s
and 1940s and later on by functionaries from
ICA (Instituto Colombiano Agropecuario) during
the 1970s and 1980s; it described differ types of
toxicosis, such as “cattle fall syndrome”, photo-
sensitivity, myopathy, bovine vesical haematuria,
bovine chromatosis, selenosis, gastrointestinal
disease and abortions (11,16, 17). The botanical
species causing much of this poisoning have not
been fully identified and, in many cases, poison-
ous ingredients and the clinical-pathological
pictures originating them are not known in detail.

The technology implemented to date in
Colombia for characterising the poisonous com-
pounds present in the plants eaten by animals
has been limited almost exclusively to spectro-
photometrically determining nitrates, nitrites
and qualitative analysis of cyanogenic glycosides
(18). However, more than one hundred poisonous
substances present in plants have been identified
up to now. On the other hand, most knowledge
about which plants are poisonous for animals
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has mainly been based on research carried out
in other countries which has not born in mind
the Colombia’s natural regions’ physiographical
conditions influencing plants’ toxin production.

POISONOUS PLANT RESEARCH METH-
ODOLOGY

Research into poisonous plants of inter-
est regarding livestock must involve different
aspects ranging from suspecting that disease is
being caused by vegetal species to recognising the
chemical ingredients responsible for the toxicosis.
The research methodology adopted in this critical
review of plants of interest regarding livestock
has involved the following aspects: a search for
initial information: toxic suspicion, experimen-
tal reproduction of the poisoning (selecting the
animal species, route, presentation and vegetal
material administration time, evaluating the
poisonous effects) and the search for the active
ingredients responsible for causing the poisoning.
Each aspect is briefly described below.

SEARCHING FOR THE INITIAL INFOR-

MATION: SUSPICIOUS PLANTS

When trying to clarify the cause of a dis-
ease in which the possible aetiological agent is a
plant then the specific region’s botanical species
must be surveyed (9). One way of doing this is to
use ethnobotany which studies human groups’
interaction with plants where popular knowledge
about vegetal species which could alter human
beings and animals’ health represents a valuable
source of information (19). Another way to initi-
ate the study of suspicious plants is by studying
cases of mass poisoning in livestock species of
interest where a systematic report of the case
has been made and recognising the plants which
might be responsible for such event by observa-
tion (20, 21, 22).

Chromatosis represents an example of
a case in which a plant has been identified as
the causal agent of a disease. This condition is
characterised by deposit of pink or violet pig-
mentation on the teeth, in the mucosa, elastic,
subcutaneous and muscular tissues, the urine
and sometime in the milk from cattle and sheep.
The syndrome was first described in Colombia
in 1963 in the Huila and Tolima departments as
well as in warm (500-600 masl) and cold regions
(2,600 masl). One observational study involved
more than 60 plants being collected and identified
from cold and hot climates where clinical cases of
chromatosis had been presented, the presence of
the genus Buchonsia being found in both regions
(B. armeniaca in the cold and B. pseudonitida in
the hot climate). These plants led to reproducing
the disease in experimental animals later on (13).

Whether through ethnobotany or clinical

Poisonous Plants for Cattle in Colombia

reports and observation, many plants indicated
as being suspicious could already have been de-
scribed as poisonous species and, in such case,
once taxonomic determination has been made by
specialists, the scientific literature is relevant for
obtaining more information.

EXPERIMENTALLY REPRODUCING
THE POISONING

Biological assays using sensitive species
have to be performed to confirm that a suspicious
plant is responsible for poisoning (9). Part of the
scientific literature related to toxicological tests in
animals is orientated towards evaluating the risk
that plants used in therapeutic preparations or
for nutritional ends could be causing poisoning
in human beings (23, 24). In this case, interest
in evaluating vegetal specie’s toxic potential is
framed within safety studies which are carried
out on laboratory animals and the results are
extrapolated (not always correctly) to human
beings. Experimental poisoning should ideally
be done in the same animal species or in closely-
related species when studying poisonous plants
of interest regarding livestock (9).

EXPERIMENTAL ANIMAL

Many studies have been carried out using
small ruminants (goats and sheep) either because
they are the species in which poisoning has ini-
tially been described or because an attempt is
being made to extrapolate the results to cattle.
For example, Medeiros et al., (2009) confirmed
that the plant Centratherum brachylepsis was
the causal agent of a disease related to anorexia,
ruminal indigestion, facial oedema, keratinocyte
vacuolisation and vesicle formation in the rumi-
nal epithelium of cattle and goats from the state
of Paraiba in northern Brazil when they were
fed it; similar signs and lesions were obtained in
sheep and goats (22). Another example would be
Ipomoea carnea, a plant containing indolizidine
alkaloid (swainsonine), causing the cellular ac-
cumulation of oligosaccharides by inhibiting
the a-mannosidase enzyme, leading to neuronal
vacuolisation and the presentation of neurologi-
cal disorders (25). Cattle and caprines are the
most commonly affected species and the disease
has been successfully reproduced in the latter
species (26).

Some cases have been reported in which
the totality of lesions could not be reproduced,
in spite of the species involved in natural and
experimental presentation of a particular disease
being ruminants. The cardiotoxic plant Nerium
oleander is especially poisonous for sheep; car-
diac glycosides from the cardenolides group are
its main active ingredient. Barbosa et al., (2008)
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managed to reproduce the clinical picture in
goats, characterised by apathy, colic, vocalisa-
tion, dyspnoea and ruminal distension; however,
they did not report any pathological lesions in
the liver and brain (i.e. such events happening in
sheep) (27). Even though occurring less frequent-
ly, experimental studies have also been carried
out on cattle where young animals of around one
year old are preferred (28, 30).

Laboratory animals may be of interest when
studying poisonous plants, whether for support
when isolating active ingredients or as an auxil-
iary resource in recognising some plants whose
poisonous effects could become presented in dif-
ferent species (31). For example, hepatotoxicosis
caused by Helianotherpium circinatum (a plant
containing pyrrolizidine alkaloids) has been re-
produced in rats (32). However, these animals
have not been a good model for reproducing the
alpha-mannosidosis caused by the swainsonine
present in I. carnea (33), whilst the guinea pig
has been a suitable model for such toxicosis
(34). Likewise, the poisoning caused by Baccha-
ris coridifolia has been successfully reproduced
in mice; this plant accumulates macrocyclic
trichothecenes (35). Rabbits have been used in
biological tests to confirm reports of poisoning by
different plants (14, 36).

As plants’ toxins can become metabolised
and their poisonous effects can become modified
in animals’ digestive tracts (especially in polygas-
tric animals), then the ideal scenario consists of
experimenting with the particular species impli-
cated in cases of poisoning. If the affected species
is bovine then cattle must be used for conducting
experiments or, failing that, small ruminants.
However, using more easily handled, cheaper,
laboratory species, allowing more individuals
to be used, could provide relevant information
about the effect of a poison and, on specific
occasions, could represent a useful model for
studying poisonous plants of interest regarding
livestock. Such studies must be accompanied by
preliminary phytochemical studies and selective
chemical investigations tending to identify the
active compound implicated in cases of poisoning.

VEGETAL MATERIAL’S CONSUMPTION
ROUTE, PRESENTATION AND ADMIN-
ISTRATION TIME

As the ideal course in experimentation is
reproducing the natural conditions of poisoning,
then recently collected fresh vegetal material
must be orally administered (31), either by vol-
untary consumption, mixing the plant in the food
or via orogastric probe. However, some authors
have used dried, finely ground up plants which
they have dissolved in water (37) or mixed with
the animals’ food (38). Vegetal material extracts

obtained by using different solvents have also
been used (39). Brazilian researchers have re-
ported that I. carnea is very palatable for goats,
meaning that the vegetal material collected for
experimentation must be voluntarily consumed
by the caprines (26, 40). Another way to ensure
that animals voluntarily consume a plant of inter-
est is by leading the animals to pastures already
infested with it (28).

Some authors have reported success in
reproducing poisoning by placing small amounts
of the fresh plant in the mouths of sheep and
goats (20, 22). Some studies in ruminants have
proved successful by mixing the vegetal mate-
rial (fresh or dried) with the animals’ food ration
(29, 41). However, a more precise dose could
be achieved by administering dried and ground
up plant, suspended in water, via an orogastric
probe (42, 43).

When the poisonous ingredient has be-
come known and the necessary methodology for
determining it is available, then the plant ad-
ministered to the animals could be analysed for
determining toxin content and thus calculate the
dose to be used in experiments. Such is the case
of studies carried out with hypericin, the main
poisonous compound in Hypericum perforatum
(43), monocrotaline present in Crotalaria retusa
(44) and with cyanogenic glycosides present in
Prunus virginiana (45).

The dried plant could be supplied mixed
in food (32, 34), in watery or oily suspension via
probe (35, 36) or in alcoholic extract in studies
involving laboratory animals (33, 46). Likewise,
extracts and fractions from the plant of interest
are habitually administered to small rodents in
the search for active compounds (47).

Drying the plant for biological assays (in
some cases) could make poisonous compounds
lose their toxic activity. It has been shown that
the toxicity of Baccharis coridifolia, containing
macrocyclic trichothecenes, becomes reduced
by half if the plant has been dried (35). Other
poisonous molecules such as cyanogenic glyco-
sides are very volatile, thus making it necessary
to supply the fresh plant or, failing that, keeping
it refrigerated from when it has been collected to
when it is administered (37).

An investigator’s objectives and a plant’s
characteristics determine the dose to be admin-
istered and the duration of the poisoning, respec-
tively. For example, I. carnea could cause sudden
death by being consumed in large amounts (9)
but it has been used in chronic poisoning stud-
ies, even being administered for four months in
low doses (26). Cyanogenic glycoside-accumulat-
ing plants, recognised as causing sudden death,
have been administered for 30 days consecutively
in experiments designed to evaluate the effects
of prolonged administration (37, 45).
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Toxicosis can become rapidly reproduced,
such as the case of the cardiotoxic cardenolides
present in Nerium oleander, where a single dose
of vegetal material has led to the signs appearing
even during the first hour after being admin-
istered (27, 42). The poisoning could become
rapidly reproduced with plants like Plumbago
scandens, Mascagnia rigida and Palicourea
corymbifera, given that they are responsible
for causing sudden death (20, 27, 46); of these
three plants, the metabolite responsible for the
poisonous effect is only known for the last one
(monofluoroacetic acid) (31).

The factors influencing toxicity must be
born in mind for biological tests to be successful,
such as the administration route, the presenta-
tion and the time spent exposed to the plant.
It is important that maximum experimental
conditions are ensured, as similar to naturally
occurring ones as possible.

EVALUATING POISONOUS EFFECTS

Animals must be clinically evaluated
during the time spent during an experimental
process. Clinical exams are performed more
frequently once the symptoms have appeared.
Paraclinical tests regarding haematology and
blood chemistry provide important information
about toxicosis. Likewise, some diagnostic aids
could contribute towards a disease being char-
acterised with greater precision, for example,
electrocardiograms when experimenting with
cardiac glycoside-rich plants (27). It is worth
mentioning that experimenting with small rumi-
nants or rabbits could provide better information
than doing so with laboratory rodents because
of the animal’s size.

An animal’s weight must be monitored
before, during and on finishing an experimental
process as large variations in weight could indi-
cate physiological alterations. The weight of the
organs, regarding body weight (relative weight),
particularly in laboratory animals, also provides
relevant information about poisoning (48).

Macroscopic and microscope pathology is a
tool allowing affected systems to be defined with
greater precision and also ascertain character-
istic lesions contributing towards a diagnosis
of spontaneous poisoning. Using histochemical
techniques is useful in cases of toxicosis related
to some plants causing structural cellular al-
terations as happens with those accumulating
swainsonine (i.e. I. carnea and Sida carpinifolia)
thereby leading to the formation of cellular car-
bohydrate deposits made visible by reacting with
specific lectins (34). Some intracellular lesions
may also be characterised by using an electron
microscope (29, 40).

Poisonous Plants for Cattle in Colombia

THE SEARCH FOR ACTIVE INGREDI-
ENTS RESPONSIBLE FOR CAUSING
POISONING

Research groups focusing on poisonous
plants of interest regarding livestock have not
traditionally elucidated the actual substances
responsible for poisoning. In many cases, the
researchers’ final goal has been concerned with
trying to reproduce particular types of poisoning
in experimental animals and characterise the
main pathological lesions, possibly due to the
complexity represented by isolating, purifying
and identifying as yet unknown chemical com-
pounds and/or the absence of interdisciplinary
work with experts in the field of chemistry who
could thus make a great contribution to such
work.

Characterising the active ingredients pres-
ent in plants could be useful for relating toxins’
mechanisms of action to suggesting possible
treatment. Likewise, this could provide relevant
information leading to synthesising useful mol-
ecules. In fact, many drugs have been prepared
from toxins isolated from plants; such is the
case of taxol, an alkaloid derived from the plant
Taxus baccata causing sudden death in cattle;
it is currently being used as an antitumor drug
(25). Chemotaxonomy (the discipline classifying
plants regarding the structure of their chemical
constituents) represents a means by which the
poisonous metabolites present in a botanical
species from a particular family may be deduced
(49). A series of processes, including extraction,
purification and structural analysis, must be per-
formed when chemically characterising a plant.

Adding solvents to dry pulverised vegetal
material leads to different components being ex-
tracted from a plant, according to solvent polarity.
The initial preparation of ethanol extracts means
that they can be used for evaluating activity in
laboratory animals. Using simple techniques,
including colorimetry and thin-layer chromatog-
raphy with developers, extracts may be evaluated
for determining the presence of certain groups of
compounds (terpenes, phenols, alkaloids, carde-
nolides and flavonoids) (50).

The following step is to apply separation
techniques aimed at purifying active substances
from amongst the rest of the components from
the vegetal extract’s matrix. One way of doing
this is to use fractioning, using chromatographic
techniques (open column chromatography being
most widely used). The fractions so obtained are
then biologically tested for determining activity
(49). The pure compounds of interest could be
submitted to structural elucidation techniques
such as UV spectrometry, infra-red, nuclear
magnetic resonance or mass spectroscopy. If a
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molecule cannot be purified by the above, then
hybrid techniques combining separation and
detection could be used for isolating a compound
of interest which could then become structurally
elucidated. Liquid or gas chromatography cou-
pled to mass spectrometry is the technique which
provides the best information from amongst the
aforementioned techniques (49).

Investigating plants of interest for livestock
is an integral process which must include study-
ing these species’ active components. Identifying
the responsible molecules and also submitting
them to activity studies could contribute towards
the search for useful compounds for humanity.

STRATEGIES FOR APPROACHING
KNOWLEDGE REGARDING POISON-
OUS PLANTS

Given the large amount of plants which are
poisonous for animals, it is necessary to group
them to facilitate their study. The most usual
ways of classifying them are according to geo-

graphical region (e.g. poisonous plants from the
state of Texas), the infected animals’ pathological
clinical picture (plants causing acute mortality,
plants causing photosensitivity), the affected sys-
tems (cardiotoxic plants, hepatotoxic plants), the
botanical families (Poaceaes, Apocynaceaes) and
the predominant poisonous compound (nitrate-
accumulating plants, cyanogenic glycoside-ac-
cumulating ones, etc.). Table 1 lists some of the
poisonous plants present in Colombia grouped
according to their chemical classification as well
as indicating the main effects produced by each of
them (3). Table 2 lists the main poisonous plants
present in Colombia, classified according to the
affected system (3).

RESEARCH PERSPECTIVES REGARD-
ING POISONOUS PLANTS IN COLOM-
BIA

Colombia is the second country in the world
having the greatest diversity of flora as well as
great cattle-raising potential this being mainly

Table 1. Examples of plants which are poisonous for animals present in Colombia, classified accor-

ding to their main chemical compounds

Chemical Toxic Plant Effect
Group Substance
Monofluoroacetic Palicourea spp. Neurotoxic
acid
Algghols and Cicutoxin Cicuta maculata. Neurotoxic.
acids
Calcium insoluble Philodendron spp., Monstera | Irritation of the oral cavity.
oxalates spp., Caladium spp.
Soluble oxalates Rumex sp., Chenopodium Hypocalcemia, nephrotoxic.
sp., Rheum sp.
Diterpenes Aconitum spp. Neuromuscular.
Indolizidine Ipomoea carnea, Sida rhom- | Neurotoxic, infertility.
bifolia.
Piperidine Conium maculatum Neurotoxic
Alkaloids Piridine Nicotiana tabacum. Neurotoxic.
Prrolizidine Senecio spp, Crotalaria spp. | Hepatotoxic, photosensitivity
Quinolizidine Lupinus spp. Teratogenic, myotoxic, neuro-
toxic
Tropane Datura spp. Anticholinergic
Cardiac Nerium oleander, Digitalis Cardiotoxic
purpurea.
. Cyianogenic Prunus sp., Sorghum sp., Respiratory, nervous.
Glycosides Trifolium repens.
Phytoestrogen Medicago sativa Infertility
Ptaquiloside Pteridium aquilinum, Enzootic hematuria, Aplastic
anemia.
Proteins Lectins Momordica charantia, Rici- Gastrointestinal.
and nus communis.
aminoacides Thiaminase Pteridium aquilinum, Equise- | Neurotoxic.
tum spp.
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Table 2. Examples of plants which are poisonous for animals present in Colombia, classified accor-

ding to the affected system

Affected system Plant Toxic substance
Thevetia peruviana Cardenolides

Cardiovascular Nerium oleander Cardenolides
Sorghum vulgare Nitrates
Ricinus communis Lectins

Gastrointestinal Panicum coloratum Steroidal saponines
Senecio spp. Pyrrolizidine alkaloids
Rumex spp. Oxalates

Urinary Amaranthus spp. Oxalates
Pteridium aquilinum Ptaquiloside
Equisetum spp. Tiaminase

Nervous

Conium maculatum

Piperidine alkaloids

Prunus spp.

Cyanogenic glycosides

Skeletal muscular Senna occidentalis Anthraquinones
Fagopyrum esculentum. Fagopyrin
Lantana spp. Triterpenes

Skin and appendages

Brachiaria decumbens.

Sporidesmin (produced by
Pyhtomyces chartarum)

Trifolium subterraneum.

Isoflavones

Reproductive Medicago sativa Steroidal saponines
Lolium perenne Nitrates
carried out on natural pastures which man has CONCLUSIONS

scarcely interfered with; large-scale production
systems are used thereby representing a high risk
of poisoning by the plants eaten by the cattle.
Colombia does not have a system for recording
possible cases of animals becoming poisoned by
plants, making this phenomenon practically un-
known to such an extent that nitrates and cyano-
genic glycosides are usually considered as being
exclusively responsible for poisoning by plants.
There are very few publications about poisonous
plants in Colombia, most existing ones having
been published in non-scientific journals and
practically none in internationally indexed jour-
nals, thereby creating a large conceptual vacuum
concerning material related to this problem.
Research into poisonous plants of interest
regarding livestock in Colombia must consider
different aspects involving compiling an inventory
by natural regions regarding plants which have
been empirically recognised as being poisonous
in each area, identifying poisonous plants by
performing suitably designed toxicological stud-
ies, carrying out phytochemical studies leading
to recognising the main metabolites responsible
for toxicity and estimating the economic losses
generated by poisonous plants for cattle-raising,
bearing in mind the morbidity, mortality and
costs incurred in prevention and treatment.

Cattle-raising potential, exploitation sys-
tem characteristics and the great biodiversity
of flora in Colombia are factors which, added
to the emergent investigation being developed
to date regarding plants which are poisonous
for animals, justify suitable exploration of this
problem. A methodology must be designed for
correctly researching this field which has been
based on identifying suspicious plants until the
responsible active ingredients have been eluci-
dated, characterising the clinical, paraclinical
and pathologic picture in species which habitu-
ally become affected. Studying plants which are
poisonous for animals could make exploitation
systems more productive, thereby endeavouring
to ensure a lower economic impact or contribut-
ing towards knowledge about this subject con-
cerning public health.
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Resumen: Algunas especies de animales como los pequerios rumiantes y algunos roedores
presentan un periodo de reposo sexual estacional de duracién e intensidad variable. Esta
estacionalidad estad directamente relacionada con las horas luz diarias (fotoperiodo) a las que
se hallan sometidos los animales y se evidencia en las localizaciones geogrdficas en las que
existen marcadas variaciones en la duracién del dia durante el afio. En el caso de los pequerios
rumiantes, ambos sexos tienen una actividad sexual minima en primavera-verano y mdxima
en otono-invierno. En el felino doméstico (Felis silvestris catus) la estacionalidad ovulatoria y
estral de la hembra se halla bien documentada y ocurre durante los dias que presentan mds
de 12 horas de luz (primavera-verano). Sin embargo la estacionalidad reproductiva del gato
ha sido definida recientemente. El presente trabajo tiene como finalidad revisar los estudios
existentes en relacion a la influencia del fotoperiodo natural y manejo artificial del mismo sobre
la actividad reproductiva en diferentes especies con especial énfasis en el gato doméstico.

Palabras clave: Estacionalidad reproductiva, fotoperiodo, gato doméstico.

SEASONALITY OF REPRODUCTION IN DOMESTIC ANIMALS:
NEW PERSPECTIVES IN DOMESTIC CATS (Felis silvestris catus)

Abstract: Some domestic and wild animals have seasonal reproduction performance due
to photoperiod. This seasonality is observed in geographic locations where large differences
between hours of light during the year are present and occurs as an adaptation to annual
changes in the habitat. Small ruminants have sexual activity during fall and winter ceasing
during spring and summer. In the domestic cat (Felis silvestris catus) the queen has ovar-
ian activity during the long days of spring and summer (> 12 h light) ceasing during short
days of fall and winter. However, seasonality in the male has been recently defined. The
aim of this study was to present a review about natural and artificial photoperiod changes
over reproductive activity in different species with special emphasis in the domestic cat.

Key words: Seasonal reproduction, photoperiod, domestic cat.
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ESTACIONALIDAD REPRODUCTIVA:
INFLUENCIA DEL MEDIO AMBIENTE
Y REGULACION ENDOCRINA

A través de anos de evolucion, los mami-
feros se han adaptado a vivir en casi cualquier
habitat. Los diferentes habitats estan sometidos,
en mayor o menor medida, a fluctuaciones cli-
maticas y variaciones en las horas de luz diaria,
las cuales son mas pronunciadas a medida que
aumenta la latitud afectando la disponibilidad
de alimentos. Los mamiferos que habitan regio-
nes con diferencias marcadas en la cantidad de
horas luz diarias a lo largo del ano se adaptaron
a estos cambios exhibiendo cambios ciclicos en
su fisiologia y comportamiento. De esta forma, el
cambio adaptativo principal resulta en restringir
la actividad reproductiva al momento del afio en
el cual es posible cubrir las demandas energéticas
mas altas (fines de la gestacion, parto, lactanciay
destete). Es asi que la etapa reproductiva es coin-
cidente con la mayor disponibilidad de alimento
para asegurar la sobrevida de la cria.

En zonas templadas, las mencionadas con-
diciones medioambientales ocurren en primavera
y principios de verano. En tanto, en regiones
tropicales y aridas estas condiciones estan aso-
ciadas principalmente a la temporada de lluvias
(1, 2). Por otra parte, existe también un factor so-
cial dado por el estimulo tactil, senales visuales,
auditivas y olfativas, a través de feromonas, que
influyen sobre el estado reproductivo en ovinos,
bovinos, roedores y cerdos (3-6). En ovinos, estas
senales sexuales estan dadas por la interacciéon
entre machos y hembras. Las hembras al esti-
mularse entre si logran inducir ciclos estrales y
adelantar el inicio de la temporada reproductiva.

Los machos producen un estimulo visual y
olfativo sobre las hembras que, a través de fero-
monas, inducen ovulacion de hembras en anestro
tardio; asi como también, retrasan el final de la
temporada reproductiva. A su vez, las hembras
inducen un aumento en el volumen testicular, la
secrecion de las glandulas anexas y los niveles
de testosterona sobre los machos (6).

La manera en que cada animal interactiia
con estos factores depende, de la especie, de su
genética individual y de su estado reproductivo
en ese momento especifico. La influencia de los
factores ambientales sobre la regulacién de la ac-
tividad sexual de mamiferos ha sido ampliamente
estudiada. Actualmente se sabe que la estacio-
nalidad reproductiva en especies que habitan
zonas templadas, esta regida por el fotoperiodo,
es decir por la variacion en la cantidad de horas
luz diarias a través del afio. La variacién en la
duracion de los dias es uno de los factores mas
importantes en la regulacion de la estacionalidad
reproductiva debido a que se mantiene constante
de un afio a otro, siendo asi altamente previsible,
a diferencia de otros factores climaticos como la
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temperatura y las lluvias que presentan mayores
variaciones anuales (7). Es asi, que los animales
presentan periodos de actividad sexual seguidos
por periodos de reposo, de duracion e intensidad
variable regulados ambos por el fotoperiodo (8).

La manera en la que los animales sincro-
nizan la actividad reproductiva en un momento
especifico del ano comienza a estudiarse a prin-
cipios de siglo, a partir del interrogante de los
anatomistas acerca de la relacion entre glandula
pituitaria y las génadas. Con el paso del tiempo,
se cre6 una subdisciplina orientada a estudiar
los patrones regulatorios encefalicos. Las prime-
ras comunicaciones de sustancias endocrinas
neurales que regulan la actividad reproductiva
datan de la década del 40 y fueron realizadas
en ratas domeésticas. A partir de ese momento
el estudio sobre este topico se extendié a otras
especies y esta subdisciplina se transformé en
especializacién, la endocrinologia reproductiva
que, en un principio fue orientada hacia patrones
bioquimicos y luego moleculares (2).

Actualmente el conocimiento en este area
es inmenso y detallado. Es asi, que se ha compro-
bado que el mecanismo por el cual el fotoperiodo
regula la actividad reproductiva en animales de
zonas templadas se encuentra relacionado estre-
chamente con la actividad de la glandula pineal
y de su producto de secrecion. De esta forma
la cantidad de horas de luz diaria es captada
a nivel ocular y transformada al ciclo diario de
secrecion de melatonina por la glandula pineal.
La secrecion nocturna de esta hormona refleja la
duracion de la noche, regulando asi la secrecion
pulsatil de hormona liberadora de gonadotrofi-
na (GnRH) desde el hipotalamo. Asi mismo las
variaciones en la secrecién de GnRH inducen va-
riaciones en la secrecion de hormona luteinizante
(LH) responsable de la presencia o ausencia de
ovulacion en la hembra, y de variaciones en la
produccion espermatica en el macho (9). Debido a
que la melatonina no se almacena en la glandula
pineal, la concentraciéon sérica refleja fielmente
su sintesis y liberacion las cuales a su vez, estan
fuertemente ligadas al ciclo luz/oscuridad (10).
Un cambio en la duracién del tiempo de liberacion
de melatonina durante la noche, relacionado con
la estacion del ano, estimula o frena el pulso de
GnRH, la cual activa o suprime la liberacién de
LH y hormona foliculo estimulante (FSH) hipofi-
sarias, segun la especie sea fotoperiodica positiva
o negativa (9, 11, 12, 13). La estimulacién o in-
hibicion en la liberacién de gonadotrofinas esta
regulada por un mecanismo de retroalimentacion
negativo con sus productos finales de secrecion
(inhibina y testosterona).

En pequenos rumiantes que habitan zonas
templadas, las variaciones fotoperiodicas son el
factor medioambiental principal utilizado para
regular la actividad reproductiva. En ovinos, la
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raza determina la sensibilidad a estas variaciones
fotoperiodicas, mientras que la temperatura y
la disponibilidad alimentaria son considerados
moduladores de la actividad reproductiva (14).
Sin embargo, en zonas tropicales con variacio-
nes fotoperiédicas minimas, las ovejas presen-
tan un ritmo endégeno que alterna periodos de
actividad sexual y quiescencia no sincronizado
entre animales ni con el calendario anual. En
estas zonas, el rol principal del fotoperiodo seria
el de sincronizar el ritmo endégeno de los ciclos
estrales (10, 15, 16).

En términos generales, en regiones tem-
pladas las ovejas domésticas comienzan a ciclar
a mediados del verano, cuando los dias se estan
acortando. Estos ciclos estrales se repetiran de
forma continua cada 17 dias, de no mediar ges-
tacion, hasta mediados de invierno a medida que
los dias se alargan. En este momento los ciclos
ovulatorios cesan y los animales se mantienen en
anestro (17). Esta estacionalidad es regida por la
accion de melatonina, estimulando la pulsatilidad
de la hormona GnRH durante las noches largas
de la temporada reproductiva (9).

En esta especie, el periodo de acortamien-
to asi como el de alargamiento de los dias son
importantes para situar, en el momento del afio
adecuado, la temporada reproductiva del afo
siguiente. (18). De esta forma los cambios foto-
periodicos estacionales actuales sincronizan el
ritmo endogeno reproductivo de la temporada
siguiente.

Los machos acompanan la estacionalidad
reproductiva de la hembra evidenciando cambios
reproductivos 1,5 a 2 meses antes debido a que
la sensibilidad al fotoperiodo es diferente (17).
El cambio de dias largos a dias cortos produce
un aumento en la secreciéon de gonadotrofinas
relacionado con el aumento en la duracién de las
noches. Como cada pico secretorio de LH induce
posteriormente un pico secretorio de testostero-
na, esta ultima aumentara su concentracion en
conjunto con la mayor pulsatilidad de LH (17).
Como consecuencia de estas modificaciones en-
docrinolégicas ocurre un aumento en el tamano
testicular y epididimal asi como en la cantidad
de espermatozoides presentes en el eyaculado,
aproximadamente 2 a 3 semanas posteriores al
cambio luminico (19). Asi mismo se ha comuni-
cado un mayor tamano de la vesiculas seminales
durante la época reproductiva (20).

Estos cambios estacionales modifican la
concentracion de hormonas gonadotroficas asi
como de otras hormonas como la prolactina, evi-
denciandose una disminucién de esta hormona
concomitante con el paso de dias largos a dias
cortos al tiempo que los niveles de FSH, LH y
posteriormente, testosterona se incrementan. La
situacion inversa se evidencia con el paso a dias
largos en donde prolactina es esencial en el de-

sarrollo mamario y la produccién lactea (17, 21).

En los caprinos, las hembras presentan
actividad sexual fuertemente estacional, ovu-
lando cuando descienden las horas luz (22). En
concordancia con la estacionalidad de las hem-
bras, los machos cabrios muestran una marcada
estacionalidad reproductiva, ocurriendo actividad
sexual durante el otofio. Si bien los machos de
esta especie presentan espermatogénesis con-
tinua, ocurren modificaciones cuantitativas y
cualitativas durante el afio. La disminucion de la
espermatogénesis durante la estaciéon de reposo
sexual provoca cambios en el tamano testicular,
asicomo también disminucién en la actividad de
las glandulas accesorias (23). Asi mismo la con-
centracion de testosterona sérica varia a través
del afio alcanzando niveles maximos desde co-
mienzos del otonio hasta finales de primavera (24).

Asi como sucede en otras especies, los
felinos domésticos (Felis silvestris catus) que
habitan zonas templadas, también evidencian
estacionalidad reproductiva. Desde hace mas de
3 décadas la gata ha sido clasificada como fotope-
riodica positiva. Las gatas ciclan cuando los dias
presentan mas de 12 horas luz y en concordancia
con bajas concentraciones séricas de melatonina.
Durante la temporada reproductiva los celos se
manifiestan de forma ininterrumpida cada 14 a
19 dias de no mediar gestacion, pseudoprenez
o enfermedad (25). Por el contrario, durante el
invierno, cuando los dias poseen menos de 8
horas de luz, la concentracion sérica de melato-
nina aumenta, no se producen pulsos de GnRH
y el eje hipofisario-gonadal esta quiescente por
lo que la actividad ovarica cesa y la hembra en-
tra en anestro (26). Es asi que puede inducirse
el ciclo estral mediante el aumento artificial del
fotoperiodo (27, 28, 29). Las concentraciones
plasmaticas de melatonina estan sincronizadas
con las concentraciones plasmaticas de prolac-
tina. Por lo que ambas hormonas se encuentran
elevadas durante el fotoperiodo corto (estacion
no reproductiva) y bajas durante el fotoperiodo
largo (estacién reproductiva (26, 30).

Si bien la estacionalidad reproductiva se
encuentra claramente definida en la hembra feli-
na desde hace décadas, hace solo pocos anos que
algunos investigadores sugirieron la influencia
del fotoperiodo sobre la fisiologia reproductiva de
los machos. A fines de la década de los noventa,
algunos autores comunicaron la ausencia de
estacionalidad reproductiva en el gato (31). Sin
embargo, estudios posteriores sugirieron una
produccion espermatica estacional en machos
felinos (32, 33, 34).

Asi como ocurre en otras especies fotoperio-
dicas, los felinos domeésticos presentan esperma-
togénesis continua mostrando solo variaciones en
los parametros seminales a lo largo del afo, sien-
do éste el principal efecto del fotoperiodo. Ya en
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la década del 80, Johnstone observé un aumento
en el volumen seminal en eyaculados realizados
durante la temporada reproductiva (35). Veinte
afnos mas tarde, la estacionalidad reproductiva
en el gato doméstico fue sugerida por algunos
autores quienes comunicaron que la cantidad y
calidad de espermatozoides epididimales fue sig-
nificativamente mayor en muestras provenientes
de epididimos de gatos castrados en dias de mas
de 11 horas luz (36, 37). Dos afos mas tarde Rey-
na et al mostraron la ocurrencia de variaciones
en la cantidad de espermatozoides testiculares en
relacién a la época del afio (38). En concordancia
con estos resultados, Blottner observé que si bien
en todas las estaciones se mantiene la capacidad
de producir semen, existieron variaciones en el
peso testicular y en la cantidad de espermato-
zoides por testiculo en muestras de animales
castrados durante la primavera comparado con
los estudiados en otofio-invierno. En este estudio
también se encontraron diferencias en la motili-
dad y el porcentaje de espermatozoides normales
en las mismas estaciones estudiadas (33). Asi
mismo, un estudio retrospectivo sobre morfologia
espermatica realizado en Suecia, evidencié que
el porcentaje de espermatozoides normales fue
mayor en muestras seminales de gatos tomadas
en ascenso luminico (32). Similares resultados
fueron hallados en Argentina, en donde también
se evidenciaron variaciones estacionales en el
desarrollo de la hilera seminal en gatos adultos
castrados durante diferentes épocas del ano,
encontrandose un mayor desarrollo de la hilera
seminal durante los meses con mayor cantidad
de horas luz (39).

En la actualidad existe poca evidencia sobre
la produccién espermatica del gato doméstico y
cudl seria la calidad seminal en la época repro-
ductiva de la hembra felina. Es asi que, atin no
se han definido los parametros seminales del
espermograma normal. Algunos autores han
encontrado alrededor de 40% de espermatozoides
morfolégicamente normales en gatos mestizos,
mientras que otros sugieren que el porcentaje
seria mayor al 60% (32, 40, 41). Sin embargo,
existe gran variabilidad entre diferentes gatos
y entre muestras del mismo animal cuando se
utiliza electroeyaculaciéon (42, 43). Este hecho
adquiere gran importancia al estimar los para-
metros seminales normales para cada animal en
particular, habiendo sido sugeridas al menos 5
evaluaciones repetidas en el tiempo para evaluar
la fertilidad de un gato (35).

Un estudio reciente realizado con 43 gatos
castrados en las ultimas dos semanas de cada
estacion del ano ha mostrado que los animales
castrados en épocas con dias en ascenso luminico
(invierno-primavera) presentaron un porcentaje
de espermatozoides morfolégicamente normales
y de membrana plasmatica integra significativa-
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mente superior a los gatos castrados en descenso
luminico (verano-otofio). En concordancia, los
animales castrados en ascenso luminico mostra-
ron una tendencia a tener un mayor porcentaje
de espermatozoides con motilidad progresiva y
una mayor cantidad de espermatozoides totales
comparados con aquellos castrados en descenso
luminico (44).

En estudios realizados en los ultimos
anos, las variaciones observadas en la calidad
de los espermatozoides recuperados a través del
afno mostraron acompafiar cambios histolégicos
testiculares. Si bien en todas las estaciones se
evidenciaron tubulos seminiferos con diferentes
grados de maduracién, los animales castrados
durante ascenso luminico mostraron una mayor
proporcién de tibulos con espermatides maduras
en comparaciéon con los animales castrados en
dias con descenso luminico. De manera inversa,
en épocas con descenso luminico se encontré una
mayor proporcién de tubulos con espermatides
inmaduras. Asi mismo, los animales castrados
durante ascenso luminico presentaron una ma-
yor cantidad de células de Sértoli por tibulo y
de células intersticiales de Leydig por campo, en
comparacion con los animales castrados en des-
censo luminico (39, 44). No obstante la concen-
tracién de testosterona sérica mantuvo valores
similares en los periodos evaluados (ascenso vs.
descenso luminico; 0,76 £ 0,15 vs. 0,59 = 0,19
ng/dl; P>0,51; (44). Asi mismo y en concordancia
con lo previamente descripto por otros autores
se encontr6 gran variabilidad individual entre los
animales muestreados (33, 45, 46).

En el gato domeéstico se ha demostrado
que la produccién diaria de espermatozoides por
gramo de testiculo es de 16 millones y el peso
promedio de cada testiculo es de 1,2 gramos. La
duracion de la espermatogénesis es de 47 dias,
esto significa que cada 47 dias los espermato-
zoides de la misma generaciéon son eliminados
hacia el epididimo (47). En el epididimo se
produce la maduracion espermatica, mediante
la cual los espermatozoides se capacitan para
penetrar la zona pelicida y fecundar al oocito.
Asi como también los espermatozoides listos
para ser eyaculados se almacenan en la cola del
epididimo. Durante el pasaje por el epididimo,
la mayor parte del fluido testicular, rico en Na-
Cl es reabsorbido e intercambiado por K con el
fin de deshidratar y estabilizar la membrana
del espermatozoide, ya que las altas concen-
traciones de Na promueven la capacitaciéon y la
reaccién acrosomica. Las células epididimales
también producen y secretan fosfatasa alcalina.
Esta puede utilizarse para diferenciar entre un
eyaculado incompleto, conteniendo solo fluido
proveniente de las glandulas accesorias, de un
eyaculado completo, conteniendo ademas fluido
epididimal (48). Este 6rgano presenta un epitelio

Impresa ISSN 0365514-8 Electronica ISSN 1514-2590

AnaLecta VET 2013; 33 (1): 42-49 45



R. Nuiiez Favre y col.

seudoestratificado en el cual pueden observarse
tres tipos celulares (células principales, apicales y
basales). En el gato doméstico, las células princi-
pales se dividen en células claras y oscuras. Esta
caracteristica tintorial observada al microscopio
optico podria relacionarse con diferencias en la
fisiologia de cada tipo celular. En invierno, se ha
evidenciado una menor proporciéon de células
oscuras y mayor de células claras, mientras que
la situacion inversa se observé durante los dias
de verano-otofio. Este hecho podria sugerir una
mayor actividad celular epididimal, relacionada
con la produccién de factores implicados en la
maduracién espermatica, en la etapa de mayor
produccién de espermatozoides (49). Asi mismo,
se ha evidenciado que animales castrados duran-
te los meses de primavera y verano presentaron
un mayor porcentaje de células PAS positivas.
Este hallazgo se correlacionaria con una mayor
actividad secretora del epididimo en concordancia
con la época de mayor produccion espermatica
en el gato doméstico. Mostrando una mayor pro-
duccién de mucopolisacaridos en la estaciéon del
afio con dias mas largos (50).

REFRACTARIEDAD
AL ESTIMULO LUMINICO

En ovinos y caprinos ademas de estacio-
nalidad en la actividad reproductiva también se
ha evidenciado un fenémeno de insensibilidad al
estimulo luminico constante denominado foto-
refractariedad. El mismo, se manifiesta luego
de mantener a los animales durante periodos
prolongados a una cantidad fija de horas luz dia-
ria. Es decir, que a pesar de que los dias cortos
estimulan la actividad reproductiva, un periodo
prolongado de dias cortos induce insensibilidad
al estimulo luminico con el consiguiente cese de
la actividad reproductiva (51). Asi mismo, si los
animales son mantenidos durante un largo pe-
riodo de dias largos la actividad sexual comienza
de manera espontanea como una adaptacion al
estimulo luminico constante (52). Este fenémeno
foto-refractario puede ser evitado exponiendo a
los animales a periodos alternados de dias largos
y cortos. Este manejo es esencial para el control
fotoperiodico de la actividad sexual en animales
mantenidos en ambientes controlados (51, 53).
Al realizar cambios luminicos cada 30 o 60 dias,
los animales responden siempre al fotoperiodo del
ambiente, manteniéndose la actividad reproduc-
tiva (54, 55). Esta alternancia mensual entre dias
cortos y largos es usada en carneros y chivos en
centros de inseminacién artificial, para inhibir el
efecto foto-refractario obteniendo semen todo el
ano sin variaciones en la calidad espermatica ni
en la fertilidad. Mediante este manejo luminico
se ha logrado mantener la calidad seminal por 3
anos consecutivos (55).

Los roedores también han mostrado pre-
sentar este fenémeno foto-refractario. Es asi
que, el hamster dorado (Mesocrisetus auratus),
el cual presenta actividad reproductiva durante
los dias largos de primavera-verano, evidencia
refractariedad al estimulo luminico constante.
Esta refractariedad se manifiesta en algunos
animales 10 a 12 semanas después de comen-
zado el periodo inhibitorio de dias cortos, evi-
denciandose reactivacién gonadal espontanea
con activacion espermatogénica y de los ciclos
estrales. Esta reactivaciéon gonadal se produce
incluso en ausencia total de luz y estos animales
son denominados foto-refractarios. Los animales
foto-refractarios, no solo no responden al esti-
mulo luminico inhibidor, sino que también son
refractarios a la accién de melatonina exégena,
posiblemente debido a insensibilidad de los
tejidos blanco para esta hormona. Esta refrac-
tariedad puede ser revertida exponiendo a los
animales a un periodo de 11 semanas de dias
largos luego de los cuales, tanto los machos como
las hembras, vuelven a ser sensibles nuevamente
al fotoperiodo corto (56, 57, 58).

Como se mencionara anteriormente, las
variaciones fotoperiodicas determinan la estacion
reproductiva en gatos domésticos que habitan
zonas templadas. No obstante, esta estacionali-
dad no se observa en gatas que habitan en zonas
ecuatoriales ni en gatas mantenidas bajo foto-
periodo largo artificial durante 6 meses (59). Asi
mismo, nuestro grupo de trabajo ha observado
que las gatas ciclan en forma continua durante
mas de un afo si se las mantiene con 12 horas luz
diaria sin presentar evidencia de refractariedad
(Gimenez et al. datos no publicados). Sin em-
bargo, el fenémeno foto-refractario comunicado
en otras especies fue descripto recientemente en
gatos machos. Un estudio realizado por nuestro
grupo de trabajo evidencio este fenémeno en
gatos mantenidos durante 18 meses con foto-
periodo estimulatorio (12 horas Luz-12 horas
Oscuridad). En nuestro trabajo pudo observarse
una disminuciéon en la calidad seminal en todos
los parametros evaluados (motilidad, vigor, vo-
lumen, concentracion espermatica, cantidad de
espermatozoides totales, porcentaje de esperma-
tozoides vivos, porcentaje de espermatozoides
con membrana plasmatica integra y porcentaje
de espermatozoides morfolégicamente normales)
manteniendo los animales una produccion esper-
matica basal. Estos animales fueron sometidos
a fotoperiodo corto (8L-160) durante 2 meses
después de los cuales retornaron a fotoperiodo
largo. Con este manejo luminico todos los ani-
males mostraron una significativa mejora de los
parametros seminales evaluados. De esta forma
al igual que en otras especies estacionales la
disminucion en la calidad seminal inducida por
un prolongado periodo estimulatorio pudo ser
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revertida por el cambio a dias cortos. Esto indica
que para mantener una buena calidad seminal en
gatos es necesario realizar un manejo luminico
adecuado para inhibir el efecto foto-refractario
(60).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En regiones templadas, los cambios foto-
periodicos son la senal principal utilizado por
pequenos rumiantes y roedores para estimular
la actividad reproductiva (51, 57). En estas
especies, durante la estaciéon reproductiva, las
hembras presentan ciclos estrales mientras que
en los machos se observa un aumento del tama-
fo testicular, de las glandulas accesorias y una
mejor calidad seminal. En el gato doméstico la
estacionalidad ovulatoria y estral de la hembra
se encuentra bien documentada (11). Sin embar-
go, en el macho la estacionalidad se ha definido
recientemente. Es asi que, si bien presentan
espermatogénesis continua a través del afio,
acompanan la estacionalidad reproductiva de la
hembra evidenciando una mejora de la calidad
seminal durante la estacion reproductiva (33, 44).
Este hecho se evidencia también a nivel testicular
con cambios en el desarrollo de la hilera seminal
y de la cantidad de espermatozoides testiculares
(38, 39). El manejo artificial del fotoperiodo es
frecuentemente utilizado en pequenos rumiantes
para inducir ciclos estrales a contra-estacion,
adelantar la pubertad en machos, asi como para
mejorar la calidad seminal en machos adultos uti-
lizados en centros de inseminacién artificial (51).
Sin embargo, estas especies evidencian refracta-
riedad a un fotoperiodo constante prolongado al-
terando su fisiologia reproductiva. Es decir que, si
bien los dias cortos son necesarios para estimular
la actividad reproductiva en ovinos y caprinos,
un prolongado periodo de dias cortos induce
foto-refractariedad con el consecuente cese de
la actividad reproductiva. Esta refractariedad
puede ser revertida exponiendo a los animales a
fotoperiodo largo, por lo que la alternancia entre
dias cortos y largos es esencial para mantener la
actividad reproductiva (51, 53). Asi como ocurre
en pequenos rumiantes, recientemente se ha
observado que, gatos domésticos expuestos a
fotoperiodo largo constante, también evidencian
foto-refractariedad. Esta refractariedad puede ser
revertida exponiendo a los animales a fotoperiodo
corto, luego del cual, al retornar a fotoperiodo de
dias largos la calidad seminal se restablece (60).
Los estudios realizados en los ultimos afios han
permitido aclarar los conocimientos sobre la fisio-
logia reproductiva en felinos machos y han abier-
to nuevas perspectivas en el manejo productivo y
reproductivo felino. Futuros estudios permitiran
determinar el manejo luminico adecuado para
mantener la calidad seminal durante un tiempo
prolongado en el gato doméstico, tal como se ha
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logrado establecer en pequefos rumiantes (55).
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