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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el uso de fragmentos de polisacaridos
bacterianos en forma de un producto inyectable (MK471, Laboratorio Puebla SRL) en
bovinos en crecimiento. Se utilizaron 40 vaquillonas, con un peso inicial de 260 kg, las
que fueron divididas al azar en dos grupos: Control y Tratamiento. Las vaquillonas del
grupo Tratamiento recibieron 10 ml del producto, al momento inicial, a los 21, 73 y 107
dias. Los animales fueron individualizados con caravanas numeradas y pesados, en 5
oportunidades, a lo largo del ensayo para determinar la ganancia diaria de peso (GDP).
Con la misma periodicidad, las vaquillonas fueron sangradas para evaluar variables
hematoldgicas: numero de globulos rojos (GR) y blancos (GB), y cantidad de proteinas
plasmaticas totales. Los animales consumieron una pastura de alfalfa, con manejo
rotativo, durante la totalidad del ensayo, que dur¢ 170 dias. EI grupo Tratamiento fue
estadisticamente superior en las variables GDP, concentracion de proteinas
plasmaticas totales y numero de GRy GB en sangre. Se concluye que el producto MK471
tiene un efecto positivo como promotor de crecimiento en vaquillonas y demuestra una
amplia relacion beneficio/costo.

Palabras clave: Polisacaridos bacterianos, bovinos para carne, promotor de
crecimiento.

Evaluation of a commercial product based on bacterial polysaccharide
proposed as a growth promotor in beef cattle.

ABSTRACT

The objective of this work was to study the use of bacterial polysaccharide fragments in
the form of an injectable product (MK471, Puebla SRL) in growing cattle. 40 heifers, with
an initial weight of 260 kg, were randomly divided into two groups: Control and
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Treatment. The heifers in the Treatment group received 10 ml of the product, at the
initial moment, at 21, 73 and 107 days. The animals were individualized with numbered
caravans and weighed on 5 moments throughout the trial to determinate the weight
daily gain (WDG). With the same periodicity, the heifers were bled to evaluate
hematological variables: number of red (RBC) and white blood cells (WBC), and amount
of total plasma proteins. The animals consumed an alfalfa pasture, with rotational
management, during the entire trial, which lasted 170 days. The Treatment group was
statistically superior in the variables WDG, concentration of total plasma proteins and
number of RBC and WBC. It is concluded that the product MK471 has a positive effect as
a growth promoter in heifers and shows a wide benefit/cost ratio.

Key words: bacterial polysaccharide, beef cattle, growth.

INTRODUCCION

La busqueda de estrategias para mejorar la eficiencia de la produccién global de los
bovinos para carne ha dado lugar a diferentes lineas de investigacion a nivel mundial
(Terry et al., 2021). Los implantes con productos esteroides naturales (17-b estradiol) o
sintéticos (zearalenona, acetato de trembolona) han sido utilizados en Estados Unidos
durante mas de 60 afos (Smith y Johnson, 2020), pero enfrentan restricciones
crecientes en importantes mercados internacionales, como la Union Europea. La
Resolucion No 447/2004, de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la
Nacion ha prohibido la utilizacion de anabdlicos esteroides en la produccion de carne
bovina. El uso de agonistas beta adrenérgicos (cimaterol, zilpaterol, ractopamina) en el
alimento también ha sido objeto de fuertes restricciones en el comercio mundial de
carnes (Centner et al., 2014) y, en consecuencia, no esta autorizado en nuestro pais.
Resulta de interés, entonces, la experimentacion con nuevas alternativas al uso de los
promotores de crecimiento hormonales, con productos como el de referencia que no
dejen residuos en carne, que no representen un riesgo para la salud y sean aceptadas
por los consumidores.

Algunos componentes de la pared celular bacteriana estan relacionados a respuestas
proinflamatorias, pero otros, tales como el polisacarido A (Surana y Kasper, 2012) y el
acido lipoteicoico (Smelt et al., 2013), se han vinculado con respuestas anti-
inflamatorias e inmunoreguladoras que mejoran la salud animal, a partir de su
interaccion con el sistema inmunitario. También se han identificado otras moléculas
efectoras, como los glucanos, que forman parte de la envoltura microbiana. Pueden
distinguirse dos tipos de glucanos: los polisacaridos capsulares, que estan firmemente
unidos a la superficie celular, y los exopolisacaridos (EPS), que estan laxamente unidos
a la superficie extracelular o son secretados al ambiente que la rodea. Existe una
variedad de receptores en las células del sistema inmunitario que intervienen en el
reconocimiento de determinadas sustancias microbianas, como los EPS, y en la
iniciacion y regulaciéon de la respuesta inmunitaria. Algunos de los receptores mas
estudiados son los receptores tipo Toll (TLRs o Toll-like receptors) y los receptores a
lectina tipo C (CLRs o C-type lectin receptors). La interaccion de los EPS con los
receptores de las células dendriticas, asociadas al intestino, inician, a su vez, una
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cadena de eventos asociados a la estimulacidn de los linfocitos B, con la subsecuente
produccién de inmunoglobulina A(IgA), y de los linfocitos T helpers y T requlatorios, que
intervienen en la estimulacién y la requlacion inmunitaria, respectivamente (Oerlemans
et al., 2021). Es reconocido, por otro lado, que los polisacaridos switerionicos (como el
polisacarido A) son tomados por células presentadoras de antigenos, procesados a
través de reacciones oxidativas y presentados a linfocitos T en el contexto del complejo
mayor de histocompatibilidad Il (MHCII), elicitando asi una respuesta inmunoldégica. Los
polisacéaridos no switeridénicos no son capaces de unirse al MHCII. Sin embargo, si estan
unidos a proteinas pueden interactuar con el HMCIl y a receptores de linfocitos T, lo que
dio lugar a las vacunas a base de glucoconjugados (Avci et al., 2013). También los
glicolipidos, por ejemplo, alfa galactosil ceramida, pueden inducir respuestas de células
T “natural killer” invariantes (iNKT), cuando son presentados por moléculas llamadas
CD1d(Sun et al., 2016).

De esta manera, y en base a las complejas interacciones de polisacaridos vy
lipopolisacaridos bacterianos con el sistema inmunitario, resulta de interés evaluar el
uso de este tipo de productos, como promotores del crecimiento, a través de una
mejora de la salud animal (Tzianabos et al., 1994; Notararigo et al., 2014) vy,
probablemente, a través de efectos directos propuestos sobre algunos sistemas
metabolicos(Zhang et al., 2016).

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realizo en la Unidad Didactica Experimental y Productiva (UDEP) de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Pampa, ubicada
cercana alalocalidad de General Pico, y comenzé el 5 de noviembre de 2019.

Se utilizaron 40 vaquillonas, con peso inicial promedio de 260 kg, la mayoria cruza
Hereford por Aberdeen Angus, identificadas con caravanas numeradas. Los animales
fueron asignados aleatoriamente a dos grupos iguales: Control y Tratamiento, los que
fueron manejados en forma conjunta sobre una pastura de alfalfa durante todo el
periodo del ensayo, en un pastoreo rotativo, con parcelas de 2 hectareas.

El grupo Tratamiento fue inoculado en forma subcutanea, con 10 ml de un producto
comercial a base de polisacaridos bacterianos (MK471, Laboratorio Puebla, Argentina),
al inicio del ensayo y a los 21, 73 y 107 dias. Si bien la recomendacion publicada en el
prospecto del laboratorio es de 2 dosis con 20 dias de intervalo, en el presente ensayo
se decidio extender el protocolo a 4 dosis, para evaluar un uso mas extendido del
producto, lo que fue consensuado con el equipo técnico del Laboratorio Puebla. Las
vaquillonas de ambos grupos fueron pesadas por la manana, previo desbaste desde las
18:00 h del dia anterior para calcular la ganancia diaria de peso (GDP) general en todo el
experimento (diferencia entre el peso final e inicial, dividido por la duracion del
experimento)y de cada periodo o intervalo entre pesadas. A las 72 h de cada pesada, los
animales se llevaron a la manga, sin encierro previo, para minimizar las situaciones de
estrés, y fueron sangrados de vena yuqular, para obtener muestras de sangre,
utilizando EDTA como anticoagulante. Dichas muestras de sangre fueron enviadas
dentro del término de una hora al laboratorio para su analisis hematoldgico.
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El recuento de glébulos rojos (GR) y blancos (GB) se realizé en la camara de Neubauer.
Para los GR se realiz6 una dilucion 1:200 de la muestra de sangre en solucion salina al
0.85%, y se procedi6 al recuento con microscopio optico (40 x) en las &reas
correspondientes. El valor obtenido se expres6 como nimero de GR por microlito (pl).
En el caso de los GB, la dilucion fue de 1:20, con una solucion de Turk (acido acético
glacial al 3 %). El recuento se realizé con un aumento de 10 x y el resultado se expreso
como numero de GB por microlito (pl).

Para medir la concentracion de proteinas plasmaticas totales se utilizd un
refractometro y el valor se expresd como proteinas en g/dl de plasma.

Al inicio del ensayo, se realizaron mediciones para verificar que las medias y las
varianzas de los animales muestreados para conformar los grupos Control vy
Tratamiento eran estadisticamente iguales en las cuatro variables de interés (peso
inicial, GR, GB y proteinas plasmaticas totales). Los andlisis estadisticos mostraron la
existencia de homogeneidad de varianzas para las cuatro variables (pHomVar>0,05)y la
no existencia de diferencias entre las medias (p>0,05).

Con los datos productivos al momento de finalizacion del ensayo se realiz6é un analisis
marginal de beneficio/costo para evaluar la factibilidad econdmica de la utilizacién del
promotor de crecimiento.

Analisis Estadistico: El diseno experimental fue un diseno completamente aleatorizado.
Las variables respuesta peso vivo, GDP de cada periodo o intervalo entre pesadas,
numero de GR y GB, y concentracion de proteinas totales en plasma fueron analizadas
mediante un modelo general mixto, modelando la falta de independencia entre las
observaciones. EI modelo incluy6o los efectos fijos de tratamiento, tiempo y la
interaccién tratamiento x tiempo, y para el caso de GDP se incluyo, ademas, el peso
inicial como covariable. La matriz de correlacion seleccionada fue la que presento el
menor valor de AIC (Criterio de Informacion de Akaike). La GDP general de todo el
periodo experimental se analizo mediante un modelo lineal general con el efecto fijo del
tratamiento y modelando la estructura de la varianza mediante varExp. Para el analisis
se utilizé el software estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2017). Las diferencias entre
medias fueron declaradas significativas cuando el p valor fue menor a 0,05.

RESULTADOS

Como puede observarse en la Figura 1, la diferencia en el peso vivo entre los grupos
comenzd a ser estadisticamente diferente a partir de la cuarta medicion (dia 107) y
continu¢ asi hasta los 170 dias, donde el grupo Tratamiento present6 los mayores
pesos. En el mismo sentido, la GDP fue superior (+ 0,11 kg/dia, p<0,0001) en el grupo
Tratamiento comparado con la del grupo Control (Tabla 1). El analisis de la GDP por
periodos, o intervalos entre pesadas, resulté con interaccion tratamiento x tiempo,
siendo en todos los casos mayor en el grupo Tratamiento (Figura 2).

Las determinaciones sanguineas, numero de GR y GB, y concentracion de proteinas
plasmaticas totales, resultaron con interaccion tratamiento x tiempo significativa
(Tabla 1). EI numero de GR fue superior en el grupo Tratamiento (p<0,01) a lo largo de
todo el ensayo (Figura 3), a excepcién del dia 0 donde no hubo diferencias, lo que explica
la interaccion. Por su parte, el conteo de GB fue mayor en el grupo Tratamiento a los 21,
73 y 107 dias (Figura 4), pero, sin embargo, no difirié al final del ensayo. La
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concentracidn de proteinas totales en plasma fue mas elevada en el grupo Tratamiento

alos 73,107y 170 dias (Figura 5).

Tabla 1. Medias y error estandar (EE) de la ganancia diaria de peso (GDP) general de todo
el periodo experimental, el nimero de glébulos rojos (GR) y blancos (GB), y la
concentracion de proteinas plasmaticas totales de los animales del grupo Control (C)y

Tratamiento (T).

p valor
T c Tratamiento Tiempo Tratamiento x Tiempo
GDP (kg/dia) 0,62 0,51 0,01 <0,0001 - -
GR (millones/pl) 7,00 6,06 0,10 <0,0001 <0,0001 <0,0001
GB (miles/pl) 8,12 7,80 0.09 0,014 <0,0001 <0,0001
Proteinas(g/dl) 6,91 6,70 0,08 0,066 0,158 0,003

Figura 1. Evolucidon del peso vivo (medias ajustadas + error estandar) de los animales del
grupo Control(C)y Tratamiento(T)a lo largo del ensayo.

380+
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Efectos: Tratamiento: NS; Tiempo: p<0,01; Tratamiento x Tiempo: p<0,01. Letras distintas indican
diferencias entre medias (p<0,05) para la interaccion Tratamiento x Tiempo.

Figura 2. Evolucién de la ganancia diaria de peso (medias ajustadas + error estandar) de
los animales del grupo Control (C)y Tratamiento(T)a lo largo del ensayo.
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Efectos: Tratamiento: p<0,01; Tiempo: p<0,01; Tratamiento x Tiempo: p<0,01. Letras distintas indican
diferencias entre medias (p<0,05) para la interaccion Tratamiento x Tiempo.

Figura 3. Evolucion del numero de glébulos rojos (GR, medias ajustadas * error

estandar) en los animales del grupo Control (C)y Tratamiento(T)a lo largo del ensayo.
8,0

i A
. B % }
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Efectos: Tratamiento: p<0,01; Tiempo: p<0,01; Tratamiento x Tiempo: p<0,01. Letras distintas indican
diferencias entre medias (p<0,05) para la interaccion Tratamiento x Tiempo.

Figura 4. Evolucién del numero de glébulos blancos (GB, medias ajustadas + error

estandar) en los animales del grupo Control (C)y Tratamiento(T)a lo largo del ensayo.
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Efectos: Tratamiento: p<0,05; Tiempo: p<0,01; Tratamiento x Tiempo: p<0,01. Letras distintas indican
diferencias entre medias (p<0,05) para la interaccion Tratamiento x Tiempo.

Figura 5. Evolucién de la concentracion de proteinas plasmaticas totales (medias
ajustadas * error estandar) en los animales del grupo Control (C) y Tratamiento (T) a lo
largo del ensayo.
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Efectos: Tratamiento: p<0,10; Tiempo: NS; Tratamiento x Tiempo: p<0,01. Letras distintas indican
diferencias entre medias (p<0,05) para la interaccion Tratamiento x Tiempo.

Analisis econoémico (abril 2020, valor délar $ 65,37 / USD)

El costo del producto es de 2,44 USD por animal (0,61 USD/dosis por 4 dosis), alo cual se
le suman 2,14 USD por honorarios profesionales (10,71 USD el dia de trabajo, por 4 dias,
dividido 20 animales) y se obtiene un costo marginal de 4,58 USD por animal. Por otro
lado, considerando que la ganancia de peso de todo el periodo de 171 dias fue de 86 kg
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en el grupo Control y de 106 kg en el grupo Tratamiento, el ingreso marginal es de 32,80
USD por animal (20 kg por 1,64 USD de ingreso neto/kg de peso)y, como resultado, la
relacion beneficio/costo seria de 7,2/1(32,80 USD dividido 4,58 USD).

DISCUSION

Un aspecto a destacar del producto comercial en base a polisacaridos bacterianos,
como estimulante del crecimiento en vaquillonas, es que su efecto se mantuvo tanto en
momentos de alta (pesadas 2 y 4) como de baja (pesadas 3 y 5) disponibilidad de forraje
(Figura 2). Dados los resultados obtenidos en cuanto a GDP, dicho producto podria
proponerse como una nueva herramienta en la busqueda de la mejora de la eficiencia de
conversion en ganaderia bovina. Asi mismo se proponen mayores estudios de
investigacion que respalden su utilizacion como promotor del crecimiento.

Aun cuando no se midieron otras variables metabdlicas, las diferencias en el numero de
GR y en la cantidad de proteinas plasmaticas totales a favor del grupo Tratamiento
parecen sustentar la respuesta en la variable productiva ganancia de peso, similar a los
descripto por Ayala et al. (2001) en vacas lecheras.

Adicionalmente, puede hipotetizarse que la elevacion en el nimero de GB en el grupo
Tratamiento se relacionaria con una mejora en aspectos sanitarios, que, a su vez,
impactarian sobre el crecimiento, como lo describieron Roa et al. (2017). No obstante, el
valor de GB en el muestreo del dia 170 no difirié del grupo Control (p>0,05; Figura 4), lo
cual explica la interaccion tratamiento x tiempo (p<0,0001; Tabla 1), y podria asociarse a
una caida del efecto del medicamento.

La mejora en variables relacionadas con el sistema inmunitario amerita futuros ensayos
mas especificos.

CONCLUSIONES

Como conclusion, se puede observar al finalizar el ensayo que el tratamiento con
fragmentos de polisacaridos bacterianos tuvo un impacto positivo en la ganancia de
peso de las vaquillonas tratadas, con una diferencia del 21,6 % sobre el grupo Control.
Asimismo, el analisis econdmico marginal revela una amplia relacion beneficio/costo,
que, al momento de la realizacion del ensayo, fue de 7,2/1.
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RESUMEN

Este proyecto de extension fue generado por docentes y estudiantes comprometidos
con la tenencia responsable de mascotas y con la promocion y prevencion de
enfermedades zoondticas. Se unieron a entidades participantes y propusieron generar
la toma de conciencia por parte de la sociedad sobre la tenencia responsable.
Participaron la Carrera de Medicina Veterinaria y organizaciones publicas y privadas que
se encuentran involucradas en la problematica (municipios, veterinarias privadas y
escuelas). Se desarrollaron acciones que permitieron conformar una red
interinstitucional para la concientizacién de la tematica en cuestién. Se abordo la
problematica del crecimiento en la poblacion de caninos y felinos y la identificacion de
factores de riesgo en salud publica. Se realizaron campanas de esterilizacion,
desparasitacion y vacunacion antirrabica, se brindaron charlas en colegios y se llevaron
a cabo campanas de difusion a través de medios, haciendo hincapié en las familias y en
los cuidados en la salud de los nifos y las mascotas en distintos barrios de Choele Choel
y otras localidades cercanas.

Palabras claves: tenencia responsable de mascotas, enfermedades zoondticas, salud
publica, esterilizacion, vacunacion antirrabica.

Responsible Pet Ownership and Zoonotic Diseases in Valle Medio

ABSTRACT

This project of university extension was generated by teachers and students committed
to responsible pet ownership and the promotion and prevention of zoonotic diseases.
They joined participating entities and proposed to raise awareness on the part of
society about responsible ownership. The Faculty of Veterinary Medicine and public and
private organizations involved in the problem (municipalities, private veterinarians and
schools) participated in this activity. The actions allowed an inter-institutional network
to raise awareness of the issue in question. The problem of growth in the canine and
feline population and the identification of risk factors in public health were addressed.
Sterilization, deworming and rabies vaccination campaigns were perforemed; a canine
census was implemented; talks were given in schools and information campaigns were
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carried out through the media, emphasizing the families, children, and animals’ health
care in different neighborhoods of Choele Choel and other close towns.

Keywords: responsible pet ownership, zoonotic diseases, public health, sterilization,
rabies vaccination.

INTRODUCCION

La superpoblacién urbana de caninos y felinos significa un serio problema en la
sociedad. Entre otras cosas, promueve la transmision de enfermedades zoondticas
(Milano y Oscherov, 2005). Por otro lado, los perros sin propietarios terminan por
apropiarse de los espacios verdes y espacios publicos (Daniels, 1982).

El manejo de la poblacién canina y felina requiere un conjunto de estrategias dirigidas a
prevenir la sobrepoblacion y el abandono de los animales. Estas estrategias se basan en
la perspectiva de promover la salud de la comunidad, el bienestar humano y animal y el
mantenimiento del equilibrio ambiental (Garcia et al. 2012).

Este proyecto promovi6 acciones sociales que devienen en una didactica basada en
competencias, un aprender haciendo para los involucrados (Schon 1987). Son acciones
que se han desarrollado por varios anos consecutivos y se ha integrado el accionar de
diversos estudiantes, docentes y profesionales del medio. Estudios cientificos,
problemas asociados a la falta de conciencia en la tenencia responsable de mascotasy
denuncias que se difunden a través de los medios de comunicacion concluyen que los
perros sueltos aumentan y que las acciones realizadas no son suficientes para
concientizar a los propietarios o propietarios comunitarios. Las castraciones masivas
con buenos resultados en otros paises o provincias, adolecen de problemas
organizativos y/o financieros que las hacen insuficientes. Cuestiones prioritarias como
el censo, la educacién en escuelas y la concientizacion sobre tenencia responsable de
mascotas y las zoonosis siguen relegadas. Pero el problema no son los caninos, su
forma de reproduccion o sus instintos ancestrales; esta comprobado por estudios de
seguimiento demografico que hay una dependencia demografica de los perros y las
poblaciones humanas; significa entonces que el crecimiento como poblacion humana
incide directamente en el crecimiento de la poblaciéon canina. En cuanto a la
reproduccion, aun en condiciones controladas, una perra y su progenie, pueden ser
responsables de un incremento de la poblacion animal de hasta 4400 perros al cabo de
7 anos (Botero Bernal, 2009). Las asociaciones que toman esta problematica, las ONG
que incluyen campanas de Adopcion responsable en la Feria, el trabajo con el Concejo
Deliberante y el municipio, los segmentos en radio y difusién de spots, la coordinacion
del Programa de castraciones y vacunaciones, hacen que la localidad de Choele Choel
muestre acciones y trabajo en dicha problematica que surgen de manera aislada. Este
proyecto intentd desarrollar un espacio y conformar una red interinstitucional que
intensificara la educacion sobre la tenencia responsable de estas especies. A partir de
esta problematica y para concientizar sobre tenencia responsable de mascotas se
elabord este programa que concentro las acciones a fin de organizarlas y formalizarlas.
En estas actividades se renovd, en el concepto de aprendizaje académico universitario,
la capacidad de aplicar conocimientos, habilidades y destrezas adquiridas en la
resolucion de problemas sociales, con énfasis en los sectores mas vulnerables y
desprotegidos. El concepto al cual se apunto es el de servicio social, vinculando de una
manera colaborativa y constructiva a la universidad con la sociedad, para que ambas
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reciban mutuos beneficios en torno a los saberes y a la resolucion de problemas,
intentando que el resultado de este trabajo social impacte en un mejor control de la
poblacién de estas mascotas y en la salud publica mediante el control de las
enfermedades de estas especies y en particular de aquellas denominadas zoondéticas.
El objetivo del proyecto fue fortalecer el paradigma de una sola salud al establecer
vinculos con instituciones que estan en contacto regular con los animales, tomar la
responsabilidad y el compromiso de ejercer acciones de salud, inclusion social,
voluntad de servicio, participacion ciudadana y solidaridad en un ambiente de trabajo
interdisciplinario. Este proyecto intentd, por un lado, responder a las demandas de
concientizacion, asesoramiento, capacitacion y acompanamiento planteadas por la
comunidad del Valle Medio de Rio Negro en cuanto a la tenencia responsable de
mascotas y colaborar en vacunaciones, identificacion de factores de riesgo en
enfermedades zoonoticas y, por el otro, participar en el control de la poblacion
mediante castraciones masivas. Por otra parte se busco desarrollar un espacio y
conformar una red interinstitucional para llevar adelante acciones de concientizacion a
través de todos los medios, comenzando por la educacion en la familia y los cuidados en
la salud de los ninos y las mascotas. También se apunt6 a fomentar la participacion de
los estudiantes universitarios en tareas comunitarias con la finalidad de ampliar no s6lo
su formacion, sino también su compromiso social.

METODOLOGIA

Durante la ejecucién del proyecto, en marzo, abril y mayo del ano 2018 se realizaron 15
charlas tanto en jardines como en colegios primarios y secundarios de Choele Choel,
Beltran y Lamarque (destinadas a promover la tenencia responsable de mascotas,
haciendo hincapié principalmente en la transmision de informacion referida a
enfermedades zoonoéticas). Los docentes a cargo del proyecto capacitaron
previamente a los estudiantes y fueron ellos quienes, mas tarde (con el apoyo de los
docentes) estuvieron a cargo de las charlas. Antes y después del dictado de las charlas
se entregaron cuestionarios a los alumnos para conocer sus saberes (previos y
posteriores a la charla informativa) con el objetivo de medir el grado de impacto de la
actividad. Los establecimientos educativos de la zona que recibieron las charlas de
concientizacion en la localidad de Lamarque fueron las escuelas de Educacion Primaria
25,226, 368, 112y 237. En la localidad de Beltran las escuelas de Educacion Primaria 101,
11, 215y el CET 29. En la localidad de Choele Choel, las escuelas de Educacion Primaria
280, 354, el colegio Agrotécnico, el CET 13 y CEM 47. Esto significo una audiencia
aproximada de 600 alumnos. Las charlas y actividades tuvieron una duracion de 45 a 60
minutos cada una.

En mayo, junio, septiembre y octubre del mismo ano se efectuaron 7 jornadas de
esterilizaciones, 8 de desparasitaciones y 10 de vacunaciones antirrabicas en caninosy
felinos en Choele Choele, Beltran, Lamarque, Pomona, Chimpay, Darwin y Belisle. Al
propietario de cada animal vacunado se le entregé un certificado de vacunacion
antirrabica con validez legal, otorgado por el Colegio Médico Veterinario de la provincia
de Rio Negro. Para ello se contd con el apoyo de los municipios, quienes estuvieron a
cargo de la difusion de la actividad para lograr que la sociedad tome conocimiento de
las jornadas que se desarrollarian. El PROTENENCIA (Presidencia de la Nacién) aport6 el
quiréfano movil. También colaboré el HeMeVe (Hospital Escuela de Medicina Veterinaria
de la UNRN), quien puso a disposicidn a su personal no docente del sector de pequefios
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animales para que colabore con los profesionales a cargo de las campanas. En estos
casos los estudiantes colaboraron realizando vacunaciones y desparasitaciones bajo la
supervision de los médicos veterinarios, y se desempefnaron como asistentes en las
cirugias. Se confeccionaron y entregaron folletos a los propietarios de los animales
vacunados. También se realizé entrega de los mismos a diversas personas en las calles
de Choele Choel, Pomona, Chimpay, Lamarque, Beltran, Darwiny Belisle, e inclusive se
dejaron en los Municipios, Hospitales, Centros de Cultura y Colegios primarios vy
secundarios de estas localidades. En dichos folletos se encontraban detalladas las
formas de transmision y de prevencion de la Rabia, como asi también la importancia que
representa para la salud publica la prevencion de la misma.

En otra oportunidad, en abril y agosto de 2019, también se efectuaron vacunaciones
antirrabicas en las localidades de Choele Choel, Pomona, Chimpay, Lamarque, Beltran,
Darwin y Belisle (1 jornada en cada localidad). A diferencia de aquello realizado en
campanas anteriores, en estas oportunidades se vacunaron exclusivamente caninos y
felinos vagabundos.

Sobre el final del proyecto, en octubre de 2019, se dicté una charla informativa sobre
Rabia a alumnos de la Escuela Primaria N° 215 de Luis Beltran. Estos alumnos ya habian
recibido una charla acerca del tema anteriormente y desde el mismo colegio nos
pidieron que volvamos a hablarles del tema con mayor profundidad. Esta vez la jornada
se llevo a cabo en el Hospital Escuela de medicina veterinaria de la UNRN. De esta
manera los alumnos también conocieron las instalaciones del mismo y recibieron
informacion acerca de distintos temas relacionados a la medicina veterinaria v,
principalmente, a la salud publica.

CONCLUSIONES

Se logré realizar diferentes actividades destinadas a promover la tenencia responsable
de mascotas. Los estudiantes han manifestado un alto grado de interés en trabajar
sobre dicha problematica, poniendo de manifiesto el compromiso para con la
comunidad. El proyecto intenté dar respuesta a diversas necesidades, como lo son la
educacidn sobre tenencia responsable en colegios, la esterilizacion, desparasitacion y
vacunacion antirrdbica de mascotas. Debe tenerse presente que las actividades
realizadas surgen efecto a mediano o largo plazo. Por otro lado es real que se debe
sequir trabajando para que el grado de alcance sea mayor. El trabajo debe ser
sostenido en el tiempo y, es por este motivo, que resulta fundamental sequir
ejecutando proyectos similares a travées de los anos. La educacidon es tan o mas
importante que las esterilizaciones ya que, si se logra una tenencia responsable de
mascotas, el nimero de animales en situacion de calle sera cada vez menor y se
reducird la ocurrencia de enfermedades zoonoticas. Se ha contado con la buena
predisposicion de los distintos municipios, de los establecimientos educativos y de la
sociedad en general, lo cual alienta al cuerpo docente de la carrera de Medicina
Veterinaria a continuar trabajando en esta tematica.
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RESUMEN

En este articulo técnico se describen las caracteristicas histolégicas y la expresidn de
receptores de estrogenos B y de progesterona isoforma A, en uteros de cerdas no
gestantes en fase foliculary en placentas porcinas en etapa de implantacion. Se analizo
tejido uterino usando la tincion de hematoxilina eosina, y se evalué cualitativamente la
expresion de receptores de estrogenos By de progesterona isoforma A por medio de la
técnica de inmunohistoquimica. Los resultados se expresaron en funcion de la
coloraciéon marron detectada en nucleos de las muestras analizadas. En cerdas no
gestantes se hall6 expresion de ambos receptores en endometrio. A los 17 dias de
gestacion se hall6 expresion de receptor de estrégeno B en glandulas y en trofoblasto.
En relacion con el receptor de progesterona isoforma A, la inmunomarcacion se
observo en glandulas, tejido conectivo y miometrio. Los resultados obtenidos sugieren
que los receptores de estrogenos fetales y los receptores de progesterona
endometriales son imprescindibles para establecer las senales de comunicacion entre
el uteroreceptivoy los embriones en la fase de implantacion en la cerda.

Palabras claves: Cerda; Uteros; Hormonas; Receptores.

Histological analysis and expression of estrogen and progesterone
receptors in uteri and placentas of sows during the early gestation.

ABSTRACT

In this technical article the histological characteristics and the expression of estrogen
receptors B and progesterone isoform A are described in the uteri of non-pregnant
sows in the follicular phase and porcine placentas at implantation stage. The uterine
tissue was analysed using hematoxylin eosin staining and the expression of estrogen
receptors B and progesterone isoform A were qualitatively evaluated with
immunohistochemical technique. The results were expressed based on brown color
detected in nucleus from endometrial samples. In non-pregnant sows, it was found
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expression of both receptors in endometrium. At 17 days of gestation, it was found
estrogen receptor B in glands and in trophoblast. Regarding the progesterone receptor
isoform A, immunostaining was observed in glands, connective tissue and myometrium.
The results obtained suggest that fetal estrogen receptors and endometrial
progesterone receptors are essential to establish signal pathways between receptive
uteriand embryos in the porcine implantation stage.

Key Words: Sow; Uterus; Hormones; Receptors.

INTRODUCCION

A nivel mundial la porcinocultura es la principal actividad pecuaria y fuente de proteina
animal, la carne de cerdo es mayoritariamente elegida por los consumidores, ya que
representa el 35,3% del total de carne consumida (Braun, 2015); y en los ultimos afios en
Argentina ha crecido su produccién (lglesias and Ghezan, 2013). Esto sucede porque los
cerdos poseen mayor eficiencia biolégica en la transformacion de los alimentos en
carne a diferencia de otra especie como la bovina. Ademas, tienen un periodo de
gestacion mas corto (114 dias), alta prolificidad (24-30 lechones por hembra por afio) y
corta edad para llegar a faena (4-5 meses) (Barrales et al, 2004); siendo estas
caracteristicas claves en la disminucion de los costos de produccion en comparacion
con otras carnes.

La eficiencia reproductiva dentro de una granja puede ser medida de varias maneras
dependiendo la fase del ciclo que se quiera evaluar, como ser: tasa de parto, peso al
nacimiento y destete, cantidad de lechones nacidos totales, vivos, muertos y
destetados. Existen numerosas evidencias cientificas sobre la pérdida embrionaria en
porcinos, y también son variados los parametros que utilizan los distintos autores en el
analisis de este tema, dado que las pérdidas prenatales limitan la rentabilidad
econdmica en la industria porcina (Freking et al,, 2007). La implantacion embrionaria es
una accion clave de la fisiologia reproductiva en los mamiferos y es resultado de una
serie de procesos tisulares complejos que se inicia con la fijacion del blastocito en el
Utero y termina con la formacion definitiva de una placenta (Betancourt Alonso et a/,
2006). Después del contacto inicial entre embrién y endometrio, a los 12 dias de
gestacion (dg), el trofoblasto comienza a proliferar muy rapidamente, empieza a
extenderse dentro de la luz uterina y toma contacto con el endometrio (Wooding and
Burton, 2008). Estudios sugieren que el trofoblasto se pliega como resultado de su
rapida expansion sin alterar la captacion de liquido dentro del blastocele. Desde la
implantacion y hasta la aparicion de la funcion placentaria, el embrién depende para su
nutricion de la captacién de “leche uterina” o nutricién histiotréfica (Hafez and Hafez,
2003). Es importante investigar a través de técnicas histolégicas e
inmunohistoquimicas sobre las caracteristicas de los tejidos en este periodo, ya que
puede darnos pautas necesarias para tomar las decisiones mas adecuadas en el manejo
de la cerda durante su gestacion temprana. En esta etapa, en el dialogo entre el
embrion y el utero se encuentran involucrados varios factores, como las
prostaglandinas, leucotrienos, factores del crecimiento, citoquinas y hormonas
esteroides ovaricas (Betancourt Alonso et a/,, 2008). Es imprescindible la presencia de
un blastocito con capacidad para implantarse y al mismo tiempo el desarrollo de un
endometrio receptivo (Wooding and Burton, 2008). En este periodo, se generan
interacciones reciprocas entre el conceptus (embriéon y anexos embrionarios) y el
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endometrio donde las hormonas esteroideas, estrogenos (Es) y progesterona (P4),
cumplen un papel importante. Estas hormonas secretadas por los ovarios, pertenecen
al grupo de las hormonas esteroideas caracterizadas quimicamente por poseer un
nucleo tetraciclico, el ciclo pentano perhidrofenantreno, que bajo condiciones
fisiolégicas ejercen multiples efectos en la cerda gestante (Hafez and Hafez, 2003).
Estas moléculas liposolubles, difunden de manera pasiva a través de la membrana
plasmatica, se fijan a receptores nucleares especificos, y actuan regulando la
transcripcién de un numero definido de genes (Murray et al., 2019). Esto determina la
sintesis de ARNm el cual es transportado al citoplasma donde estimula la sintesis de
proteinas para reqular los eventos moleculares que se desarrollan durante la
implantacion, al generar acciones especificas sobre los tejidos uterinos y el trofoblasto
(Bazer and Johnson, 2014). Las hormonas esteroideas y sus genes regulados
promueven los cambios en el desarrollo del Utero que son necesarios para una
implantacién exitosa y la placentacion (Mulac-Jericevic y Conneely, 2004; Sukjumlong
et al., 2005; Sukjumlong et a/., 2009; Steinhauser et al., 2017).

Los estrégenos desempenan un rol imprescindible en la proliferacion y expansion de la
placenta, en el movimiento de agua y electrolitos, en la permeabilidad celular y en la
regulacion del flujo de sangre uterina. Ademas, intervienen en el transporte del embrion
hacia los cuernos uterinos, en la migracion y en el espaciamiento equidistante en el
interior de los cuernos uterinos antes de la elongacion rapida y adhesion a la superficie
endometrial (Meyer et a/., 2019). La funcién de los estrégenos esta mediada a través de
la union de sus receptores nucleares y citoplasmaticos (Miller et a/, 2017) y que en el
cerdo cumplen un rol fundamental los estrégenos fetales. Los estrégenos secretados
por el conceptus (estrogenos fetales) permiten un ambiente uterino receptivo para la
implantacién del embriony el reconocimiento materno fetal (Velez, 2017).

Los receptores nucleares para estrogenos B (REp), son proteinas sintetizadas a partir
de genes especificos que corresponden a un subtipo de receptor de estrégeno (RE) no
funcional, con efecto anti-proliferativo y que promueven la diferenciacion celular en
presencia de ligando (Koehler et a/., 2005).

Ademas, el epitelio uterino se expone a la accion de la progesterona, hormona de la
gestacion. La respuesta biologica a la P4 esta mediada por dos isoformas del receptor
de P4 isoforma A (RPA) e isoforma B (RPB). Los RPA y RPB son transcriptos a partir de
dos promotores diferentes de un mismo gen, que son inducidos por los Es, los cuales
poseen efectos fisioldgicos diferentes (Mulac-Jericevic and Conneely, 2004; Durlej et
al., 2010). Mulac-Jericevic and Conneely (2004), utilizando al raton como modelo,
estudiaron los efectos de los dos tipos de receptores, encontrando que RPA disminuye
severamente la ovulacion, perjudica la implantacion y la decidualizacion, generando
infertilidad. En raton se sabe que RPA actua como un represor dominante de RPB y
ademas disminuye la respuesta a otras hormonas esteroideas tales como androgenos'y
Es. No se han encontrado estudios de RPA en la especie porcina.

Los eventos moleculares posteriores, a la fijacion del embrion, comienzan con un
proceso de senalizacion entre el blastocito y el Utero para iniciar la formacion de la
placenta. Este periodo involucra la presencia de varias moléculas en la etapa de
implantacién (15-17 dg), generando el didlogo entre el trofoblasto y el Utero receptivo
que afecta la tasa de gestacion y posterior tamano de camada, visualizandose en los
indices reproductivos de esta especie. Por esta razdn, este mecanismo de senalizacion
deja varios interrogantes sobre la expresion del RE y RPA en diferentes estructuras del
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Utero, tanto de cerdas no gestantes (NG) en fase folicular como cerdas gestantes (G) en
el periodo de 15-17 dg.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de tractos reproductivos

Se utilizaron 8 tractos reproductivos de cerdas entre segundo y tercer parto destinadas
a faena. Cuatro de las mismas provenian de cerdas gestantes (G) que se encontraban
entre los 15y 17 dg (n=4), y cuatro pertenecientes a cerdas no gestantes (NG) (n=4). Se
determind la edad gestacional de acuerdo a los registros de su historia clinica y se
conservaron a 42C hasta su procesamiento en el laboratorio. Los tractos reproductivos,
se obtuvieron de animales que fueron a faena comercial en frigorificos de la zona de
General Pico, provincia de La Pampa, Argentina. Los animales se encontraban en buen
estado de salud con plan sanitario completo. La sanidad de los animales fue acreditada
mediante evaluacion de su historia clinica a través de una entrevista con el productor.
En el periodo gestacional estudiado, los embriones no son identificados por palpacion
en los tractos reproductivos, por lo cual se seccionaron los cuernos uterinos por su
curvatura mayor para visualizar la posicion de los filamentos. Luego se tomaron
muestras de uteros de cerdas no gestantes, cerdas gestantes y filamento embrionario
(trofoblasto: Tr). Se realizé técnica histologica para la tincion de hematoxilina eosina
(H-E) para observar morfologia del tejido. Se realizd inmunohistoquimica, para la
determinacion de REB y RPA.

Analisis microscapico de la estructura de la placentay utero

Técnica Histoldgica: Se realizaron cortes histologicos para microscopia optica. Se
extrajeron muestras de 1 cm?® de Utero no gestante y de tejido placentario, tanto
materno como fetal y se las fijo en formol tamponado con fosfato al 10% durante 12 a 24
hs. Posteriormente, las muestras fueron lavadas con agua de grifo, durante una a dos
horas (Celani et al., 1984), para luego ser deshidratadas a través de pasajes de alcohol
con el siguiente orden: se las coloco en alcohol 70° por 10 horas; a continuacion en
alcohol 96° (Bialcohol®, Argentina) por 4 horas, nuevamente en alcohol 96° 4 horas,
luego se las coloco en alcohol 100° dos horas, dos veces. A continuacion, se colocaron
en benzoato de bencilo durante toda la noche, finalmente se las sumergio dos veces en
xilol (Dorwil®, Argentina) una hora. Seguidamente las muestras se incluyeron en
parafina. Se realizaron cortes de cada muestra con un espesor de aproximadamente 5
um, montando dos o tres cortes en cada portaobjetos positivado (Genex, USA);
previamente al montaje se colocaron los cortes en un bano termostatizado a 40°C con
agua. Se realizaron cuatro preparados de cada etapa fisiologica (NG y G), a modo de
obtener una muestra para cada tinciéon (H-E, RPA y REB)y un control negativo.

Tincion con Hematoxilina-Eosina

Para colorear los cortes histoldgicos, se realizo la técnica convencional segun Luna
(1968). Brevemente, se desparafinaron los cortes mediante 3 bafios con xilol (Dorwil®,
Argentina) durante 10 minutos cada bafo, luego se sumergieron los cortes en una
bateria de alcoholes con graduacion decreciente (alcohol 100°, dos bafios de 5 min cada
uno; alcohol 96°, dos bafios de 5 min cada uno y alcohol 70°, un bafio de 5 minutos).
Posteriormente, se procede a la tincién con hematoxilina, luego en agua destilada para
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que precipite y por ultimo se realizo la tincion con eosina. Los preparados tefidos con
H-E se deshidrataron para montarlos con un cubreobjetos, utilizando un medio de
montaje no acuoso.

Determinacién de receptores de hormonas esteroideas en tejidos placentarios y
endometrio porcino por inmunohistoquimica

Se determino la expresion REB y RPA por inmunohistoquimica y se observaron los
preparados para establecer de modo cualitativo la expresion de los receptores. Debido
a la escasa disponibilidad de anticuerpos anti-receptores hormonales especificos para
porcinos, se trabajo con anticuerpos que reaccionan con la especie humana, porcinay
murina, ya utilizados por Durlej et a/. (2010) y Tang et al. (2018). Sobre los cortes
histologicos de cerdas NG y G del periodo de 15-17 dg se realizd la técnica de
inmunohistoquimica indirecta LSAB (Labeled Streptavidin Biotin Method) utilizando el
anticuerpo de raton anti-receptor de estrégenos p humana-babuino monoclonal, [14C8]
ab288 (Abcam, Cambridge, Reino Unido) y anticuerpo de ratén monoclonal anti-
receptor de progesterona isoforma A, clon 16, NCL-L-PGR-312 (Leica Biosystems,
Novocastra Lab, Newcastle, United Kingdom). Brevemente, se desparafinaron los
preparados sumergiéndolos en xilol, para luego rehidratar los tejidos mediante el uso de
una serie de alcoholes de concentracion decreciente, utilizando la técnica arriba
mencionada. Sequidamente, se lavo el tejido con solucién salina tamponada (PBS)
sumergiendo los cortes dos veces durante 10 min, se agregd peroxido de hidrogeno al
5% en PBS (para bloquear la peroxidasa enddgena) durante 20 min y se lavé con PBS
(dos bafios de 5 min cada uno, en adelante: 2x5). Se realizo tratamiento de recuperacion
antigénica, con este fin se utilizd un microondas de uso doméstico, en el que se
sometio los cortes, en bafio térmico con buffercitrato 0.01M, pH 6.0 (Durlej et a/., 2010)
por 3 min a 100% de potencia y 9 min al 50% de potencia; posteriormente las muestras
se dejaron enfriar 20 min a temperatura ambiente y se lavaron con PBS (2x5). Se coloco
bloqueante de biotina enddgena (Avidin-biotin-blocking-reagents, Cell Marque, USA):
primero se incubo por 10 min con avidina y luego de un bano de 5 min con PBS se incub6
por 10 min con biotina. Se lavo el tejido con PBS (2x5). Se utilizé Tritén X-100 al 0.1% en
PBS, durante 5 minutos para permeabilizar las membranas celulares. Se lavo el tejido
con PBS (1x5). Se utilizd suero de caballo al 1% en PBS por 30 min a fin de bloquear las
uniones inespecificas (Durlej et a/, 2010). Para la determinaciéon de REB se utilizd un
anticuerpo de raton anti-receptor de estrégenos g humana-babuino monoclonal, [14C8]
ab288 (Abcam, Cambridge, Reino Unido) (Tang et a/., 2018), dilucion 1:250, incubando
aproximadamente 20 horas a 4°C. Luego de la incubacion, se dejaron los cortes a
temperatura ambiente por 10 min y se los lavé con PBS (2x5). Se agregd un segundo
anticuerpo biotilinado, inmunoglobulina anti-anticuerpos de conejo, raton y cabra
(Cytoscan Biotinylated Link, Cell Marque, USA), se incubd durante 30 min y se lavo con
PBS (2x5). Se coloco estreptavidina-peroxidasa de rabano picante (Cytoscan TM HRP
Detection System, Cell Marque, USA), se incubo durante 30 min y se lavd con PBS (2x5).
A continuacion, se cubrio con solucion cromogena diaminobencidina (DAB Substrate
Kit, Cell Marque, USA), durante 15 min (bajo control de microscopio dptico), se cortd la
coloracién con un pasaje de agua corriente, luego se lavo con agua destilada (un
pasaje), y se contrastd con hematoxilina activada por 1 min (Biopur, Argentina).
Finalmente, se sumergio en agua de grifo 5 min para viraje. A las muestras se las
deshidrato (usando una bateria de alcoholes de graduacion creciente, 1 min en alcohol
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70°, y un pasaje por cada siguiente bafo: dos veces en alcohol 96°, dos veces en alcohol
100° y dos veces en xilol), y se las monté con un cubreobjetos utilizando un medio de
montaje sintético (Canadax®, Biopur, Argentina). El control negativo de la reaccién se
trato igual que las muestras, sélo que no se agrego el anticuerpo primario, en su
reemplazo se utilizé PBS.

Para la determinacion del RPA se utilizd la misma técnica descripta para la
determinacion de la expresion del REP con la diferencia que se agregé el anticuerpo de
raton monoclonal anti-receptor de progesterona isoforma A, clon 16, NCL-L-PGR-312
(Leica Biosystems, Novocastra Lab, Newcastle, United Kingdom), dilucion 1:100 (Durlej
et al., 2010). En todos los periodos analizados se observo inmunoexpresion de RPA en el
nucleo de las células miometriales y se considerd un control positivo en las
experiencias de IHQ porque en el miometrio gestante, el RPA es imprescindible para
disminuir la motilidad uterina que conduce a un mantenimiento de la gestacion exitoso.
Se utilizé miometrio de cada muestra como control positivo.

Observaciones microscopicas

Se observaron cortes histolégicos correspondientes a uteros de cerdas NG y G. Cada
corte se visualizo a bajo aumento (4x) y luego se realizaron microfotografias a 10x con el
fin de demostrar homogeneidad de tincion y las estructuras placentarias en general. A
continuacién, se tomaron microfotografias a 40x, de cada estructura estudiada
(epitelio luminal endometrial, glandulas, tejido conectivo y trofoblasto) de todas las
muestras.

En la evaluacion de la estructura se observé la continuidad del epitelio, la definicion de
las glandulas y nucleos del estroma en preparados con tincion de H-E.

Los resultados de la determinacion de la expresion de los receptores fueron
expresados en forma cualitativa, como positivos (+) o negativos (-). Se considero
inmunomarcacion positiva, la observacion de color marron en los nucleos celulares,
dentro de las estructuras analizadas. A fin de poder evaluar cualitativamente la
expresion de los RE y RP en la interfase placentaria porcina en el periodo de gestacion
seleccionado, fueron tomadas imagenes de los resultados de la inmunohistoquimica
para su posterior analisis morfoldgico.

Todas las muestras histologicas fueron fotografiadas con un microscopio Carl Zeiss
Axiophot (Carl Zeiss, Alemania) equipado con una camara digital Canon PowerShot G20
(Tokio, Japoén), adquiridas con el software Axiovisién (AxioVision 4.8, Carl Zeiss). Todas
las fotografias para el analisis de la inmunomarcacion, fueron realizadas con el objetivo
de 40x. A fin de describir la expresion de receptores nucleares de estrogenos y
progesterona en utero no gestante, utero gestante y trofoblasto para cada preparado
se extrajeron imagenes del epitelio luminal (EL) y glandular (EG) y estroma endometrial
(TC)del utero materno y el trofoblasto (Tr).

RESULTADOS

Visualizacion de cortes histoldgicos de tejido uterino por H-E

Se observan en los preparados histoldgicos tenidos por H-E la morfologia de los tejidos
uterinos de cerdas NG en fase folicular (Foto 1)y cerdas G (Foto 2) en el periodo de 15-17
dg.
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Foto N°1: Microfotografia de Utero de cerdas no gestantes.

Foto N °1: A-Utero de cerda no gestante en fase folicular. H-E; 10 x. Se visualiza EL (Flecha), EG (punta de
flecha)y TC (asterisco). B- Se observa EL y TC a 40x. C-Se observa EGy TC a 40x.

o de cerdas gestantes.

Foto N° 2: Microfotografia de Uter

. N g ]
Foto N°2: A-Utero de cerdas gestantes a los 15-17 dg. H-E; 10x. Se observa EL (Flecha), EG (punta de
flecha)y TC (asterisco). B-Se observa EG y TC a 40x. C-Se observa el filamento embrionario (linea llena) a
10x. D-Se observa filamento embrionario a 40x.

Al analizar estas imagenes, se observo el endometrio (Figura 1.A) revestido con un
epitelio cilindrico simple (Foto 1.B), y el estroma endometrial compuesto de tejido
conectivo laxo con presencia de glandulas(Foto 1.Ay 1.C). Respecto al Utero gestante, la
mucosa del endometrio consta de multiples pliegues (Foto 2.A), y se observan multiples
glandulas endometriales que tienen epitelio cubico simple con vacuolas en el
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citoplasma (Foto 2.B). En el trofoblasto (Fotol.C), se observan células trofoblasticas
cilindricas y grandes (Foto 2.D).

Estudio de la expresion de los receptores en la estructura del tejido uterino
Se determin6 la presencia del REB y RPA en placentas porcinas en etapa de
implantacién (15 -17 dg)y Uteros de cerdas no gestantes en fase folicular.

Foto N°3: Microfotografias de Utero de cerdas gestantes.
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Foto N° 3: A- Utero con tincion de H-E de cerda de 15-17 dg a 40x se observa EG (punta de flecha) y TC
(asterisco). B-Expresiéon del REB en EG a 40x.

Foto N°4: Microfotografias de filamento embrionario
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Foto N° 4: A- Tr(linea llena) de 15-17 dg con tincion de H-E a 40x. ‘B—trofoblasto de 15-17 dg con expresion
del REp a 40x.

Se observa que el REP se expreso en el trofoblasto a los 17 dg (Foto 4.B) y en las
glandulas endometriales uterinas (Foto 3.B). Los nucleos de las células se observan de
color marrén.

Foto N°5: Técnica de Inmunohistoquimica en Utero de cerdas NG

7

Foto N°5: Expresion del REB a 10x en EL (Flecha), EG (punta de flecha)y TC (asterisco)
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Foto N°6: Tincion de H-E y técnica de Inmunohistoquimica en Utero de cerdas NG en
fase folicular

Foto N°6: A- Tincion con H-E se observa, EG (punta de flecha)y TC (asterisco). B-Expresion del REB en EG
a 40x.

En utero de cerda NG en fase folicular se observa expresion del REB en epitelio (Foto 5),
estroma (Foto 5) y glandulas uterinas (Foto 6.B). La expresion del REB se observa en

todas las estructuras del Gtero de la cerda NG (Foto b).

Foto N°7: Técnica de Inmunohistoquimica en Utero de cerda NG

Foto N°7: Expresion del RPA en cerdas NG en fase folicular por inmunohistoquimica. A- Expresion de RPA
a 10x se observan expresion en EL (Flecha), EG (punta de flecha)y TC (asterisco)

Foto N°8: Técnica de Inmunohistoquimica en utero de cerda NG

Foto N° 8: Expresion del RPA en cerdas NG en fase folicular por inmunohistoquimica A- Expresion de RPA
a 40x se observan expresion en EL (Flecha) y TC (asterisco). B-Expresion del RPA en EG a 40x (punta de

flecha)y TC.
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Foto N°9: Técnica de Inmunohistoquimica en tero de cerda NG

Foto N° 9: Expresion del RPA en cerdas NG en fase folicular por inmunohistoquimica. Se observa
inmunomarcacion de RPA en células musculares del miometrio (estrella), se usé como control positivo a

10x.

En cerdas NG en fase folicular se observa expresion del RPA en nucleos de células de EL
(Foto 8.A). También se expresa en los nucleos de glandulas endometriales y células del
tejido conectivo (Foto 8.B). La expresion de RPA en células musculares (Foto 9) se
considerd como un control positivo. La expresion de este receptor se observa en todas
las estructuras del Utero de la cerda NG (Foto 7y 9).

Foto N°10: Tincién H-E y Técnica de Inmunohistoquimica en Utero de cerda G

Foto N°10: A- Tincion de H-E a 10x se observa EL (flecha), EG (punta de flecha)y TC (asterisco). B-
Expresion del RPA en Utero de cerda G de 15-17 dg a 10x en EG y miometrio (estrella).

Foto N°11: Tincion H-E y Técnica de Inmunohistoquimica en Gtero de cerda G
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Foto N°11: A-Tincion de H-E en Gtero se visualiza EG (punta de flecha)y TC (asterisco). B- Expresion de
RPAenEGyTC.

Se observo la inmunoexpresion de RPA en el nucleo de las células miometriales (Foto
10.B). Se lo definié como un control positivo en las experiencias de IHQ ya que, en el
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miometrio gestante, el RPA disminuye la motilidad uterina favoreciendo la gestacion.
En las hembras porcinas de 15-17 dg se hallé expresion nuclear del RPA en epitelio
glandulary tejido conectivo (Foto 11. B).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En acuerdo con Santos Vidal (2017), la técnica histologica convencional, con tincién de
hematoxilina-eosina permite una descripcion de las caracteristicas del tejido uterino no
gestante y gestante y, ademas, la evaluacion de tejidos que no estén cursando ninguna
patologia subclinica. Mientras que la técnica de inmunohistoquimica permite localizar
las moléculas que se propongan a analizar; en el caso particular de este trabajo los
receptores nucleares esteroideos. La importancia de la identificacion de la localizacion
del receptor se basa en que permite analizar el establecimiento de las condiciones mas
relevantes para una implantacion exitosay qué estructuras participan en ello.

La progesterona y los estrogenos son hormonas que regulan los eventos moleculares
que ocurren en un Utero receptivo, ya que favorecen la fijacién del embrion y aumentan
la tasa de sobrevida prenatal en la especie porcina. Por lo tanto, la observacion de la
expresion de estas moléculas en el presente articulo técnico permitido conocer la
ubicacion de los receptores en diferentes tejidos uterinos endometriales vy
trofoblastico. Se identificd la expresion de los receptores en los tejidos blanco por
accion de ligando, quienes, a través de su interaccion, promueven respuestas celulares
especificas permitiendo asi una correcta implantacion. Se sabe que las hormonas
esteroideas y sus receptores estan involucradas en eventos sucesivos como la
elongacion del conceptus, la implantacion y la placentacion a través de un dialogo
molecular espacio - temporal especifico y promueven la remodelacion del endometrio y
el trofoblasto (Viglierchio M.,2020).

Respecto a la P4, ésta ejerceria su accion sobre los RPA de glandulas y tejido conectivo
del utero gestante. Mientras que los Es, ademas de reqular la expresion de sus propios
receptores REPB encontrados en trofoblasto, serian necesarios para el reconocimiento
materno fetal durante la prenez temprana, como fue reportado por Bazer y Johnson
(2014). Se sabe que P4 es la hormona de la gestacion y que los Es son indispensables en
el reconocimiento materno-fetal (Wooding and Burton, 2008). Sin embargo, no hemos
encontrado expresion RPA en el epitelio uterino durante la implantacion, esto sugiere
que el Utero receptivo permitiria la expresion de moléculas que intervienen en el anclaje
y posterior adhesion e implantacion de los conceptus.

En este periodo de gestacion analizado se observé inmunomarcacion nuclear del REP
en glandulas uterinas y ceélulas trofoblasticas, RPA en epitelio glandular y tejido
conectivo. Respecto a cerdas NG se hallo expresion de REB y RPA en epitelio, estromay
glandulas del endometrio uterino. Estos resultados coinciden con Ka et a/(2018) que
encontraron expresion de REB en epitelio luminal y glandular en el endometrio durante
el ciclo estral y en la prenez en el trofoectodermo del conceptus sobre el dia 12 de
gestacion, pero la funciony laregulacion no esta completamente dilucidada en cerdos.
Segun los resultados obtenidos y en base a lo analizado para RE en la especie porcina
por Koehler et al. (2005) y los efectos de RPA en el raton por Mulac-Jericevic and
Conneely (2004), sugerimos que los Es fetales interactuan con los RE en el trofoblasto
y la P4 se liga a los RPA en el tejido conectivo endometrial para modular la expresion de
moléculas de senalizacion y sus receptores relacionados con la implantacion, el
mantenimiento de la gestaciony con la formacion de la placenta materna y fetal.
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En base a este estudio, proponemos que seria interesante analizar la presencia de otros
receptores de estas hormonas como receptor estrogeno a y receptor de progesterona
isoforma B durante la implantacion, como también el efecto de su positividad o
negatividad sobre la presencia de ciertas moléculas, como las moléculas de adhesion,
factores de crecimiento y/o interleuquinas; ya que sus acciones son claves en la
regulacion de la correcta placentacion durante este periodo.
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RESUMEN

Se describe un modelo experimental para evaluar el efecto gastroprotector de
extractos vegetales en ratones sometidos a estrés y administrados con
antiinflamatorios no esteroides (AINEs). Este modelo experimental reproduce casos
clinicos en los cuales los animales que sufren estrés por dolor durante procesos
inflamatorios, traumaticos o quirurgicos desarrollan lesiones gastricas que se agravan
cuando son medicados con AINEs con el objetivo de disminuir la inflamacion y el dolor.
Frecuentemente se administran antisecretores para prevenir las lesiones en la mucosa
gastrica. Para investigar nuevos farmacos gastroprotectores, con mayor eficacia y
menores efectos colaterales en estos casos clinicos, se requiere de un modelo
experimental que lo reproduzca. Para lograr este objetivo, en este trabajo se describe
un protocolo que combina dos reconocidos modelos experimentales en ratones. Uno de
ellos induce ulceras por estrés provocado por hipotermia e inmovilizacién y el otro
produce dano gastrico por administracion de indometacina. La combinacion de ambos
meétodos en un solo ensayo permite observar que los animales sometidos a estrés y
tratados con indometacina sufren mayor dano gastrico que los sometidos a estrés o
administrados con indometacina respectivamente. Considerando que los mecanismos
involucrados en el dano gastrico producido por estrés son distintos a los provocados
por AINEs, el protocolo propuesto es adecuado para seleccionar drogas que protejan la
mucosa gastrica en animales que sufren estrés por dolor y que estan siendo tratados
con AINEs.

Palabras clave: Gastroprotector, AINEs, Antiulcerogénico, Modelo experimental
Extractos Vegetales

Experimental model to evaluate gastroprotective compounds in mice
subjected to stress and treated with indomethacin

ABSTRACT

An experimental model is described to evaluate the gastroprotective effect of plant
extracts in mice subjected to stress and administered with non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs). This experimental model reproduces clinical cases in
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which animals that undergo pain stress during inflammatory, traumatic, or surgical
processes develop gastric lesions that are aggravated when they are medicated with
NSAIDs in order to reduce inflammation and pain. Antisecretors are frequently
administered to prevent gastric mucosal injury. To investigate new gastroprotective
drugs, with greater efficacy and fewer side effects in these clinical cases, an
experimental model is required to reproduce it. To achieve this goal, this work
describes a protocol that combines two well-known experimental models in mice. One
of them induces stress ulcers caused by hypothermia and immobilization and the other
produces gastric damage by administration of indomethacin. The combination of both
methods in a single test makes it possible to observe that animals subjected to stress
and treated with indomethacin suffer greater gastric damage than those subjected to
stress or administered with indomethacin respectively. Considering that the
mechanisms involved in gastric damage caused by stress are different from those
caused by NSAIDs, the proposed protocol is adequate to select drugs that protect the
gastric mucosa in animals that suffer stress due to pain and are being treated with
NSAIDs.

Keywords: Gastroprotective, NSAIDs, Antiulcerogenic, Experimental model Vegetable
extracts

INTRODUCCION

Las situaciones de estrés, como las que ocurren en animales politraumatizados,
intervenidos quirdrgicamente o que cursan enfermedades inflamatorias se asocian a
ulceracion y hemorragia gastroduodenal en un contexto patogénico que se agrava con
la administracion de antiinflamatorios no esteroides (AINEs).

El estrés y los AINEs, aunque por distintos mecanismos, debilitan la barrera mucosa
gastrica permitiendo que el acido lesione la mucosa. Estos cuadros han sido estudiados
en humanos hospitalizados. En estos pacientes se aplican protocolos terapéuticos que
incluyen la administracion profilactica de drogas antisecretoras para prevenir las
Ulceras por estrés y evitar hemorragias digestivas altas (Betancur Jiménez, 2004) al
mismo tiempo que se estan empleando AINEs para prevenir o tratar estados febriles,
reducir lainflamacién y para proporcionar analgesia(Toms et al., 2009).

La administracion rutinaria de drogas antisecretoras es discutida en medicina humana
(Villatoro Martinez et al., 2012), pero en medicina veterinaria se justifica por la dificultad
que presenta diagnosticar lesiones gastricas que cursan como gastritis asintomaticas,
que segun algunos estudios llega a un 70 % de los casos (Hernandez et al., 2007).
Algunos efectos colaterales de estas drogas se expresan a largo plazo, mientras que
otros, como por ejemplo las infecciones entéricas, son un riesgo a corto plazo
(Landeira-Fernandez, 2004). Estos efectos indeseables fundamentan la investigacion
de alternativas terapéuticas de nuevos gastroprotectores y los ensayos con extractos
vegetales son los mas investigados.

Teniendo en cuenta lo expuesto, para evaluar la eficacia de nuevos compuestos con
posibles efectos gastroprotectores en estos casos clinicos, se describe un novedoso
protocolo que combina dos conocidos modelos experimentales en ratones. Uno de ellos
induce Ulceras por estrés (ME) provocado por hipotermia e inmovilizaciéon y el otro
causa dano gastrico por administracion de indometacina (MI). Los mecanismos
fisiopatoldgicos que provocan estos modelos experimentales son diferentes, aunque
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finalmente ambos determinan un desequilibrio en la barrera mucosa gastrica. EI ME,
reduce la circulacion sanguinea mucosal disminuyendo la produccion de mucus vy
debilitando la barrera mucosa gastrica. Al mismo tiempo se produce un aumento de la
motilidad gastrica que provoca la formacion de multiples ulceras que se ubican con
preferencia en las crestas de los pliegues gastricos, mas expuestas al efecto erosivo
mecanico (Murakami et al., 1985). El desprendimiento de la barrera mucosa permite que
el acido y la pepsina ataquen la mucosa gastrica formando ulceras de distinta gravedad
(Jacobson, 1992).

El modelo Ml induce la formacion de multiples ulceras en los estomagos de ratas y
ratones, con aspecto macroscopico similar a las que produce el modelo ME. Pero el
debilitamiento de la barrera mucosa gastrica tiene su origen en el efecto inhibitorio de
los AINEs sobre la sintesis de prostaglandinas (PG). Las PG producen un efecto
citoprotector sobre la mucosa gastrica al aumentar, la secrecion de mucus, la
secrecion de bicarbonato, el flujo sanguineo y la restauracion epitelial. Por lo tanto, la
inhibicion de PG altera los mecanismos de proteccion y permite que la pepsina y el
acido clorhidrico ataquen a la mucosa. La administracion de indometacina en animales
de experimentacion también provoca un aumento de la motilidad gastrica produciendo
un efecto erosivo mecanico. Este efecto determina la presencia de multiples ulceras
ubicadas en las crestas de los plieques gastricos del mismo modo que las producidas
por estrés(Takeuchi et al., 1999).

Es frecuente que junto con los AINEs se administren inhibidores de la secrecidn
gastrica como antagonistas del receptor de la H2 y de la bomba de protones, éstos
producen una mejora al aumentar el pH gastrico retrasando la digestién y la formacion
de ulceras en la mucosa gastrica. Pero no aumentan los factores citoprotectores que
contribuirian a prevenir el dano de la mucosa gastrica al reforzar la barrera mucosa
gastrica(Betancur Jiménez, 2004).

El modelo de induccion de Ulceras por estrés e indometacina (MEI) que se propone y
describe en esta publicacion, fue utilizado hace dos décadas en ensayos para evaluar el
efecto gastroprotector de extractos vegetales obtenidos del Banco de Extractos
Vegetales (BEV) en el Centro de Investigacion y Desarrollo de Farmacos (CIDEF) de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Pampa (Toso y
Skliar, 2000). No se encontraron antecedentes de otros autores que hayan empleado el
Modelo MEI. Sin embargo se debe mencionar que Toso y Skliar, (2000) asociaron ambos
métodos con otros propodsitos. En primer lugar, el objetivo fue demostrar que la
asociacion de los dos modelos lograba inducir mayor dano gastrico cuando se emplean
al mismo tiempo, y en segundo lugar, obtener informacion sobre los posibles
mecanismos de accion implicados en el efecto gastroprotector de los extractos
metandlicos y cloroférmicos obtenidos de Centaurea solstitialis. Es decir, para
determinar si éstos mecanismos gastroprotectores estaban asociados o no a las
prostaglandinas. En estos trabajos iniciales, los autores concluyeron que algunos
extractos mostraban distinta eficacia para prevenir la formacion de ulceras gastricas,
dependiendo si eran desafiados empleando el método ME o MI. En ese momento, no se
penso6 que el Modelo MEI podria emplearse para probar nuevas drogas, mas eficaces y
con menores efectos colaterales que inhiban o atenuen el dano gastrico provocado por
el estrés en animales que sufren dolor traumatico y que se los administra con AINEs
para controlar lainflamacion, el dolory la fiebre.
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Los numerosos ensayos realizados en el CIDEF han permitido desarrollar un protocolo
confiable que se describe en este trabajo con el objetivo de ponerlo a disposicion de
otros investigadores. Cabe destacar que los estudios mencionados fueron previamente
avaluados por el Comité Cientifico, en algunos casos y por el CICUAL de la FCV -
UNLPam, en otros. Con lo cual queda explicito que los animales involucrados en estos
ensayos fueron tratados bajo protocolos avalados por estos organismos. En este
Centro de Investigacion se estudian las propiedades farmacoldgicas de extractos
vegetales obtenidos de planas nativas y naturalizadas recolectadas en la Provincia de
La Pampa. Aunque el protocolo mencione como drogas a ensayar a extractos vegetales
de administracion oral, el protocolo, eventualmente, puede ser utilizado para probar
otras drogas de origen sintético o semisintético que se administren por ésta u otra via.

MATERIALES Y METODOS

Protocolo

Extractos vegetales: considerando que el objetivo de esta publicacion es describir el
meétodo MEI se omitiran los detalles de la preparacion y dosis empleadas de los
extractos, los cuales han sido descriptos por Steibel et al. (2007).

Los extractos se diluyen hasta un volumen de 0,5 ml con una solucion de
Carboximetilcelulasa (Ex)y se administran con ayuda de una sonda gastrica.

Animales de experimentacion: se utilizan ratones Mus musculus de 28 - 30 g de peso de
ambos sexos. Los animales se aclimatan durante 3 dias con periodos de luz y oscuridad
de 12 h disponiendo de alimento y agua ad /ibitum. 12 h previas al ensayo, los animales se
trasladan a jaulas provistas de rejillas para evitar la coprofagia y se someten a ayuno de
alimentos solidos con libre acceso al agua.

Modelo Experimental: para ensayar un solo extracto se utiliza el procedimiento
siguiente, aunque pueden agregarse en el mismo ensayo tantos Grupos Tratados como
extractos u otras drogas se deseen probar.

Se forman al azar cuatro grupos de cinco ratones cada uno. El Grupo Control (GCEXx) se
administra con una dosis de 0,5 ml del excipiente (Ex) empleado para diluir el extracto
por via oral (VO) con ayuda de una sonda gastrica, el Grupo Control tratado con
indometacina (GCI) se administra con una dosis de 5 mg/kg de indometacina via
subcutanea (SC) disuelta en un volumen total de 0,2 ml con una solucién de bicarbonato
de sodio al 4 % (IEx), el Grupo Tratado con el Extracto Vegetal (GTE) recibe una dosis VO
de 0,5 ml del Extracto a ensayar disuelto hasta un volumen de 0,5 ml con el Ex y el Grupo
Tratado con el Extracto mas indometacina (GTEI) una dosis SC de 0,2 ml de
indometacina y una dosis VO de 0,5 ml de Extracto.

La administracién SC de indometacina y del excipiente empleado para diluirla en los
grupos que corresponda, se realiza al iniciar el ensayo y transcurridos 30 minutos se
procede a realizar el resto del esquema de administracion VO como se indica en el
Cuadro 1. Todos los grupos son sometidos a estrés utilizando el modelo ME.
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Cuadro 1: Esquema de administracion de drogas utilizado en el Método MEI

rogas Indometacina Excipiente Extracto Excipiente
empleado para vegetal empleado
diluir la para diluir los
Grupos indometacina extractos
GCEXx 0 X
GCl 0 X
GTE 0 X
GTEI 0 X

Ref.: Las drogas marcadas con “0” fueron administradas via SC al inicio del ensayo, las marcadas con “X"
se administraron VO transcurridos 30 minutos después. GCEx: Grupo control administrado con el
excipiente utilizado para diluir el Extracto vegetal (Ex) y con el excipiente empleado para diluir la
indometacina (IEx). GCI: Grupo Control Indometacina administrado VO con el Ex y via SC con idometacina.
GTE: Grupo tratado con el Extracto administrado via SC con el IEx y VO con el Extracto. GTEI; Grupo
Tratado con Indometacina via SCy VO con el extracto.

Inmediatamente después de completar el esquema de administracion de drogas, todos
los grupos de ratones se someten a estrés por hipotermia e inmovilizaciéon (Toso y
Skliar, 2000). Los animales se colocan en jaulas de inmovilizaciéon y se sumergen en
agua hasta el cartilago xifoides. La temperatura del agua debe reqularse a 22 + 0,2°C
durante 4,5 h. Los ratones se sacrifican con CO2, se extraen los estdmagos e insuflan
con solucion fisiolégica y se colocan en formol al 10 % durante 2 h. Los estomagos se
abren por la curvatura mayor, se lavan cuidadosamente y fotografian para medir las
ulceras gastricas.

RESULTADOS

Teniendo en cuenta que este articulo consiste en la descripcion de un modelo
experimental, no se presenta resultados, sino la forma de obtenerlos y como evaluarlos.
Registro y analisis de datos: el dano géstrico se mide utilizando el programa de manejo
de imagenes Scion Image Software (accesible en
http://www.scioncorp.com/pages/scion_image_windows.htm). El analizador de
imagenes permite circundar las ulceras gastricas convirtiendo pixeles en mm para
obtener el area de las Ulceras de cada estobmago en mm?2. El porcentaje de inhibicion de
Ulceras en los Grupos Tratados se calculd utilizando la férmula [(AUGrupo Control o
Testigo - AUGrupo Tratado/ AUGrupo Control o Testigo) x 100] donde AU es el Area
Ulcerada expresada en mm?.

Evaluacion de resultados

Para evaluar los resultados utilizando el modelo MEI, se compara el GCEx con respecto
al GCl y el GCI con respecto al GCE y al GCEI. Para comparar los diferentes grupos se
utilizé la prueba ANOVA y el Test Tukey para las comparaciones entre grupos
considerando significativo un p <0,05.

DISCUSION

El modelo MEI descrito en este trabajo emplea al mismo tiempo dos métodos conocidos
para inducir ulceras. El proposito es reproducir los efectos de los procesos
fisiopatoldgicos que inducen dano gastrico en situaciones de estrés, efecto que se
muestra agravado en cuadros clinicos que requieren la administracién de AINEs para
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tratar la inflamacion, el dolor y la fiebre (Betancur Jiménez, 2004; Toms, et al., 2009).
En el modelo MEI propuesto se emplean dos grupos control de ratones, GCEx y GCl, para
comprobar que efectivamente se indujo dano gastrico por estrés en el modelo ME y por
accion de laindometacina en el modelo Ml respectivamente. Si el modelo funciond bien,
debe esperarse que el GEI muestre mayor area ulcerada que cualquiera de los GCEx y
GCl respectivamente. EI mayor dano de la mucosa, que se estima por el area ulcerada
de cada grupo, se debe a que los ratones previamente administrados con indometacina,
como consecuencia de la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas, tienen
disminuidos los factores citoprotectores. A esta condicion se le suman los efectos del
estrés que también disminuyen la secrecidén de mucus y bicarbonato. El aumento de la
motilidad gastrica, presente en ambos modelos (Murakami et al., 1985; Takeuchi et al,
1999) ejerce un efecto erosivo desprendiendo la barrera mucosa mostrando mayor
numero de ulceras, las cuales también pueden tener mayor tamano. Esta observacion
macroscopica puede comprobarse estadisticamente comparando las areas ulceradas
de los GCEx con respecto al GCl. Se espera que el GCl tenga un area ulcerada
significativamente mayor que el GCEXx.

Al comparar el GCI con respecto al GCE y al GCEI permite evaluar la eficacia de drogas
gastroprotectoras en Ulceras producidas en animales sometidos a estrés y también en
animales sometidos a estrés y administrados con AINEs. De esta manera es posible
obtener datos preliminares sobre los posibles mecanismos de accién implicados en la
gastroproteccion. Trabajos recientes llevados a cabo en el CIDEF empleando el Modelo
MEI permitieron identificar especies vegetales con efecto inhibitorio sobre la formacion
de ulceras con el método ME, mientras que no evidenciaron eficacia en el método Mly
viceversa. Esto llevo a pensar que algunos extractos necesitan la presencia de PG para
actuar, mientras que otros, ejercerian un efecto protector directo sobre la mucosa
gastrica o inhibiendo la motilidad y evitando el efecto erosivo mecanico (Toso, et al.,
2019; Toso, et al., 2020).

CONCLUSIONES

Considerando que los mecanismos fisiopatoldgicos que inducen las lesiones gastricas
en ambos modelos son distintos, la combinacion de los dos métodos, permite en un
solo ensayo evaluar el potencial uso de extractos vegetales, o eventualmente de otras
drogas, en cuadros clinicos que cursan animales sometidos a estrés y tratados con
AINEs.

El modelo MEI permite obtener datos preliminares sobre los posibles mecanismos de
accion implicados en la gastroproteccion.

El modelo MEI reduce el numero de animales de experimentacion, el tiempo de los
ensayos y los costos operativos. Permitiendo evaluar varias drogas al mismo tiempo en
un solo ensayo.
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RESUMEN

La cria vacuna constituye una actividad de importancia economica y social en la
provincia de la Pampa, desarrollada fundamentalmente sobre pastizales naturales, con
limitaciones climaticas y edaficas que dificultan la produccion. Con el objetivo de
mejorar los indices reproductivos se implementd en un establecimiento ubicado en el
departamento Toay, provincia de La Pampa, Argentina, un servicio que consistio en un
tratamiento de sincronizacion de celo con inseminacion a tiempo fijo y repaso con
monta natural (IATF + T) en dos momentos de servicios. Se utilizé un rodeo de 180 vacas
de razas britanicas y sus cruzas durante 3 anos. El primer protocolo de induccion de
celo y ovulacion se realizd en vacas cabeza de paricion con un minimo de 40 dias
posparto mediante un dispositivo intra vaginal de progesterona (DIB) en el dia 0 y una
dosis de benzoato de estradiol (BE). El dia 7, junto con el retiro del DIB, se aplicé una
dosis de prostaglandina (PG)y una dosis de cipionato de estradiol (Cl), el dia 9 se realiz6
la IATF. Posteriormente ingresaron los toros (3%) para continuar en servicio natural
hasta completar el periodo de 90 dias de servicio. A las vacas restantes se realizo el
mismo tratamiento 35 dias posteriores a la primera IATF. El indice de prenez y destete
incrementaron en un 38 y 31 % respectivamente, aumento el numero de partos en el
primer mes en 60 % y redujo en un 36% las pariciones en el ultimo mes. Se concluy6 que
el sistema propuesto permite mejorar la eficiencia reproductiva de los rodeos en zona
de cria con pastizales naturales y sostenerlas en el tiempo a pesar de las diferencias en
el régimen pluviométrico anual.

Palabras claves: Cria, Manejo reproductivo, anestro posparto, IATF

Implementation of technologies in a breeding herd: fixed time artificial
insemination and early weaning at the caldenal zone

ABSTRACT

Cow-calf operation is an important economic and social activity in La Pampa, Argentina,
carried out mainly on natural grasslands with climatic and edaphic limitations that
impair optimal performance. With the objective of improving reproductive results, an
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experiment consisting of two heat synchronization treatments and fixed time artificial
insemination (FTAI) plus natural mating (IATF + T), at a ranch located in Toay, La Pampa,
Argentina. A herd of British-bred cows (n=180) was treated for 3 years. The first heat
and ovulation induction protocol used for FTAl was performed only in cows with at least
40 d postpartum, consisting of an intra vaginal progesterone device (Dib)on day O and a
dose of estradiol benzoate (BE). On day 7, along with the remotion of the progesterone
device, a dose of prostaglandin (PG) and a dose of estradiol cypionate (Ci) were applied,
ending on day 9 with the FTAI Finally, bulls (3/100 cows) were introduced to complete a
natural 90-d service period. To the remaining cows the same treatment was applied 35
d after the first FTAIL The rate of pregnancy and weaning increased a 38% and 31%
respectively, the number of births at the first month increased a 60% and they
decreased a 36% in the last month. It was concluded that the proposed system
improves reproductive efficiency in cow calf system based on natural pastures and
sustaining them over time, despite the differences in the annual rainfall regime.

Keywords: Breed, Reproductive management, anestrus postpartum, IATF

INTRODUCCION

La cria vacuna constituye una actividad de importancia economica y social en la
provincia de la Pampa, Argentina, desarrollada principalmente en zonas marginales con
pastizales naturales y con limitaciones climaticas (Frank et al., 1998; Adema et al., 2001).
En las ultimas décadas el indice de destete de la provincia oscilé entre un 60 a 62%
(Anuario, 2018), estando por debajo de la media nacional, como consecuencia de la
variabilidad en la productividad forrajera de los pastizales nativos.

El criador tiene como objetivo lograr un ternero por vaca por ailo como maxima
eficiencia reproductiva. Para alcanzar este objetivo, durante la gestacion (280 dias)y los
vientres deben aumentar sus reservas energeéticas, pues tendra solo 85 dias para
concebir nuevamente. De aqui que los servicios estacionados no debieran ser superior
a 90 dias de servicio. A este tiempo hay que descontar el periodo de recuperacion del
tracto reproductivo, que en condiciones pastoriles puede ser de entre 40 a 60 dias y
considerando que la duraciéon promedio del ciclo estral es de 21+ dias, cada vaca en el
mejor de los casos tendra 50 dias para concebir, o que significa de 2 a 3 oportunidades
de servicio. En situaciones donde no es posible aumentar las reservas energéticas
corporales durante el preparto los puerperios son mas prolongados, se acorta el
periodo para concebir y en el peor de los casos puede atravesar todo el servicio en
estado de anestro, reduciendo la tasa de prenezy la eficiencia reproductiva. La cria en
La Pampa Arg. por lo general, se desarrolla en zonas aridas y semiaridas con pastizales
naturales de bajo valor nutricional, y escasas precipitaciones. Estas limitaciones hacen
que la zona tenga una mayor variabilidad interanual en la produccién de MS y menor
productividad potencial (Adema et al., 1995). La composicion y la produccion de los
pastizales naturales son muy variables de acuerdo a la zona y a la época del ano en
promedio tienen una tasa de digestibilidad del 50 % y un contenido de proteina bruta
(PB)de 7 % (Lentz et al., 2016) en contraposicidén con los maximos requerimientos de
ultimo tercio de gestacion e inicio de lactancia cuyos requerimientos en PB son del 10 %
y requerimientos de energia metabolizable de 21 Mcal (NRC, 1996) por dia para una vaca
adulta de raza britanica con 420 kg de peso vivo. Montiel y Ahuja(2005) sostienen que la
nutricion y la lactancia son los factores que mas afectan la reanudacion de ciclo ovérico
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posparto, afectando la actividad del eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal y la actividad
ovarica, inhibiendo el desarrollo folicular. En condiciones de subnutricion, disminuye la
condicion corporal de la madre, produce menor cantidad de leche e induce al ternero a
succionar con mayor frecuencia, lo que provoca pérdida de peso en ambos. Esto, junto
al efecto de la lactancia, interfiere con la liberacion hipotaldamica de GnRH ocasionando
una reduccion de los pulsos de GnRH y LH, los foliculos no llegan al tamano
preovulatorio por lo tanto no producen las concentraciones necesarias de estradiol
para provocar el pico de LH y la ovulacién, resultando en un anestro posparto mas
extenso (Williams et al., 1996; Witbank et al., 2002). En este sentido, el estado corporal
al parto es el factor determinante de la actividad ovarica en el posparto y la fertilidad de
los celos dependen ademas de la condicion corporal y del nivel nutritivo durante el
servicio (Carrillo, 2001)

Todos estos factores antes mencionados hacen que durante gran parte del ano las
vacas de cria presenten un balance energético negativo, lo cual determina una pobre
condicion corporal al parto e inicio del entore, generando de esta manera un largo
periodo de anestro postparto y baja probabilidad de prenez en un servicio estacionado
(Short, 1990. En los ultimos afnos se han desarrollado diferentes protocolos de
induccion y sincronizacion del celo y la ovulacion para vacas en estado de anestro.
Estos protocolos permiten realizar dos maniobras fundamentales en el manejo
reproductivo, 1) la posibilidad de realizar inseminacién artificial sin la necesidad de
detectar celo, lo cual es problematico en sistemas extensivos (Bo et al., 2007)y, 2) la
induccién de celo en animales que no estan ciclando (Wheaton y Lamb, 2007). La
aplicacion de estos protocolos al inicio del periodo de servicio permite inseminar una
gran proporcion de animales e incrementar la cabeza de paricion(Tobal, et al., 2019).

La competencia de la ganaderia con otros rubros agropecuarios, requiere incrementar
la productividad en los rodeos de cria, que a su vez sea rentable, sustentable y no
deteriore el medio ambiente (Soca et al., 2007). En consecuencia, el objetivo del
presente trabajo fue demostrar que se pueden incrementar los indices reproductivos
aplicando en el uso de la ttecnologia de inseminacion a tiempo fijo y destete precoz con
un manejo aplicado en un rodeo de cria de la region semiarida de La Pampa, con la
finalidad de adaptarlo a los modelos de cria de la region basados en el 100 % sobre
pasturas naturales.

Materiales y métodos

El trabajo se realizo durante 3 anos en un establecimiento ubicado en el departamento
Toay, en la provincia de La Pampa; que cuenta con 1900 ha de monte de caldén y
pastizal natural. Se utilizaron 180 vacas de razas britanicas y sus cruzas, con 2 o mas
partos, un frame score de 4.5 a 5.5. La curva de paricion correspondiente al afno O es la
resultante de un servicio con toro de 90 dias de duracion,a partir de aquiy por 3 anos se
implementd la (IATF + T). Todos los animales consumieron de manera extensiva, en los
mismos potreros y durante todo el ano con las mismas condiciones nutricionales en un
sistema silvopastoril compuesto por una diversidad de especies de pasturas naturalesy
arbustivas tipicas de la zona en estudio. Con una receptividad de 10 ha/a.

El servicio general para las vacas fue restringido a 90 dias y estacionado en los meses
de noviembre a enero. EI servicio asistido se realizd en 2 momentos de acuerdo al
estado reproductivo de los vientres y consistio en un tratamiento de sincronizacion de
celo con inseminacion a tiempo fijo y repaso con monta natural por el término de la
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duracion del servicio (IATF + T). La 1° IATF fue realizada durante la primera semana de
noviembre, una vez finalizada, las vacas se enviaron a un potrero de pastura natural
donde se introdujeron un 3% de toros para continuar con el servicio natural hasta fin de
enero. La segunda IATF se realizo en la segunda semana de diciembre y posteriormente
las vacas ingresaron al potrero junto con las vacas en servicio del primer grupo y
permanecieron juntas hasta finalizar el servicio completo de 90 dias. El protocolo de
sincronizacion de celo para inseminar a tiempo fijo, se realizé con un minimo de 40 dias
posparto y fueron apartadas por color de caravana y fechas probables de parto. Los
tratamientos de induccion de celo, ovulacion e inseminacion artificial a tiempo fijo
(IATF) recibieron un dispositivo intravaginal de progesterona (0.5 g, i.v., Dib, Sintex S.A.,
Argentina) y una dosis de benzoato de estradiol (BE, 2.0 mg, i.m., Gonadiol, Sintex S.A.
Argentina) el dia 7, inmediatamente se retir6é el dispositivo, se aplicd una dosis de
prostaglandina (Cloprostenol, 0.125 mg., i.m., Ciclase DL, Sintex S.A.) y una dosis de
cipionato de estradiol (1 mg, i.m.) Cipiosyn, Sintex S.A., Argentina) finalizando el dia 9
con la IATF. El dia siguiente ingresaron 6 toros para continuar en servicio natural hasta
completar el periodo de servicio. La lactancia se interrumpid mediante destetes precoz,
con un minimo de 70 dias de edad de los terneros y al momento de colocar los
dispositivos en el rodeo de vacas. De esta manera todas las vacas recibieron una (IATF)
con al menos un servicio de monta natural, sin requerimientos para lactacion y con una
duracion de inicio a fin del servicio de 90 dias. El diagnostico de prenez se hizo
mediante ultrasonografia 30 dias de las IATF, y por tacto rectal + ecografia a 30 dias de
finalizado el servicio, en este momento se identificaron con caravanas color verde las
prefadas por tacto rectal (mayores 90 y 60 dias de gestacidn), la prefieces de 60 dias se
identificaron con caravana color amarilla y las de 30 dias de gestacion con caravana
color rojo. De este modo quedaron identificadas por color, las cabezas y la cola de
paricion respectivamente, facilitando el manejo de seleccion de las vacas retiradas 20
dias antes de la fecha probable de parto, las cuales integran el primer grupo de IATF
para el proximo servicio y el primer destete precoz. Se tomaron los registros
pluviométricos de manera mensual en los 4 anos que duro el estudio para su posterior
interpretacion.

RESULTADOS

Tabla N° 1. Resultados de prefiez logrados en 3 afios en vacas.
Afo Prenez(%) Paricion (%) Destete (%)

Vacas 1° Mes 2° Mes 3°Mes

0(2016) 65.5 43 32 25 62.3
1(2017) 83.6 i 38 18 79.5
2(2018) 86.3 58 34 8 79.6
3(2019) 90.5 69 22 9 86

El porcentaje de prenez en vacas se incrementd con respecto al ano del inicio del
trabajo. Durante 3 anos se mantuvo esta tendencia, registrandose un aumento
promedio del 38% en el indice de prenez con respecto al ano inicial y la distribucion de
gestacion también manifestd cambios importantes atribuidos a la IATF + T, observando
una tendencia a incrementar los numeros de partos en los primeros 30 dias vy
disminuyendo la cantidad de partos hacia el final del mismo. EI mayor impacto fue en el
primer ano de aplicacion del tratamiento sobre el ano inicial, donde incrementd un
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27.6% el porcentaje de prenez, ademas, redujo el 28 % los partos en el ultimo mes de
paricién (Tabla N°1). Alo largo de los tres afnos la tendencia a concentrar el parto en el
primer mes se incrementd en 57%, representando en promedio un 33% superior
respecto al servicio sin tratamiento (afio 0). Al finalizar en trabajo se registré el mayor
porcentaje de prefez (90.5 %), el mayor nimero de vacas que paren en el primer mes
(69 %) representando incrementos del 38 y 60 % respectivamente, y una menor
cantidad de vacas que paren al final de la paricion (9 %)representando una disminucién
del 36 % con respecto al ano inicial. Estos resultados encontrados en las
concentraciones de los partos permiten lograr mayor cantidad de oportunidades de ser
prenada. El indice de destete aumento el 31% con respecto al ano inicial, el mayor
impacto se registro en el primer ano un 27% de incremento con respecto al ano inicial
(0)Tabla 1.

Figura N°1Distribucion de las lluvias durante 4 afios

Distribucion de lluvia segun etados reproductivo 2016 - 2019
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Eltotal de lluvia anual fue mayor en los 2 primeros anos (938 y 993 mm en 2016 y 2017, y menores en 2018 y
2019 (445 y 538 mm) respectivamente (figura 1). En 2018 el afio de menor régimen pluviométrico, el 80 %
se registro en los meses del servicio y el Ultimo afo de estudio donde se observo los mayores indices
reproductivos, se registr6 menor cantidad de lluvia caida en los meses de pre parto, parto y servicio
comparado con los 2 primeros anos.

DISCUSION

Las tasas de prenez global son similares a las resultados observados por Vater et al.
(2008) y de Nava et al. (2018), quienes compararon tres niveles de intensificacion del
manejo reproductivo en vacas con cria al pie, las tasas de prenez algo superior a las
observadas en este ensayo, esto podria deberse a que no se utilizd un protocolo que
incluyera hormana liberadora de gonadotrofina (GnRH). Otros autores, no encontraron
diferencias cuando se evaluo el efecto del cipionato de estradiol (CPE)y la (GnrH) y la

combinacion de ambas sobre la tasa de prefiez en vacas sin ternero al pie. (Uslenghi, et
al. 2016).
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La IATF asociado al destete, (de Castro et al. 2006) observaron una diferencia del 10 %
en la tasa de prenez en vacas con 60 dias de pos parto, en anestro y con una CC de 4.5
(1-8). La mayor tasa de prefiez fue para las vacas que se interrumpié la lactancia
temporalmente con tablillas nasales (61.1 % vs 55.1 %). En este sentido, (Menchaca,
et.al. 2005) encontraron diferencias significativas en el porcentaje de prefez, cuando
aplicaron destete precoz a vacas con baja condicion corporal y en anestro como
resultado del servicio de IATF + toros. Asi mismo, (Tobal, et al., 2019) observaron una
tendencia similar en los resultados de prenez general y en la curva de paricion algo
superiores a los obtenido en este ensayo, atribuidos a las diferencias en las
caracteristica de manejo alimenticio y a los mayores indices de prefez inicial. Al
respecto, en resultados obtenidos al norte de Uruguay, con la incorporacion de IATF +
repaso con toro y aplicando sistema de destete precoz, se observo por 8 anos un
incremento en la tasa de prenez general y una mayor cantidad de terneros nacidos en el
primer mes. (Menchaca, et.al., 2013. En base a los registros de lluvia recogidos durante
los 4 anos en este estudio se observa que en los 2 primeros anos 2016 y 2017, en forma
excepcional, se registraron en promedio un total de 965.5 mm. Anuales, en 2018 y 2019
el registro anual fue (450 y 530 mm)representando un 47 % y 55 % respectivamente con
respecto a los anos anteriores. En base a este analisis es importante destacar que los
indices de prenez y destete fueron en aumento, aun con el 50 % menos de lluvia
respecto a promedio de los dos mejores anos. En este sentido, en el ano 3 donde se
alcanza el mayor indice de prenez y destete, el registro de lluvia durante el parto fue de
tan solo el 7 %, fueron similares durante el servicio y un 67 % en el preparto
referenciado con el afo 0.

CONCLUSION

El sistema propuesto muestra ser una herramienta util para mejorar la eficiencia
reproductiva de los rodeos. La (IATF + T) aumenta el porcentaje de prefez global, logra
mayor cantidad de preneces tempranas, concentra las pariciones y alarga el intervalo
entre paricion e inicio de la siguiente estacion de servicio. La planificacién en la
ejecucion de las tareas de manejo del sistema (IATF + T) asociado con destetes precoz,
permite lograr altos indices productivos en rodeos de cria alimentados con el 100 % en
pastizales naturales en un servicio restringido en 90 dias. Logra ademas, sostenibilidad
de estos altos indices reproductivos en el tiempo, aun, en condiciones climaticas
adversas.
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