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PREMIOS DE LA REAL ACADEMIA DE CIENCIAS
VETERINARIAS DE ESPANA 2024

CONVOCATORIA

La Real Academia de Ciencias Veterinarias de Espafia convoca
los siguientes premios para el afio 2024

1. XVII Premio “Ilustre Colegio Oficial de Veterinarios de Ma-
drid”

Tema: “Libre dentro del &mbito veterinario”. Dotacion: 3.000 euros
y diploma.

2. XlI Premio Andrés Pintaluba, S.A. “Carlos Luis de Cuenca y Es-
teban”

Tema: “Sustancias para la Alimentaciéon Animal”. Dotacion: 1.500
euros y diploma.

3. Xl Premio Laboratorios Zendal

Tema: “Libre dentro del ambito veterinario”. Asociacion Iberoa-
mericana de Academias de ciencias Veterinarias (AIACIVET).
Dotacién: 3.500 euros y diploma.



4. XI Premio Fundacion CESFAC “Miguel Angel Diaz Yubero”

Tema: “Nutricidn y sostenibilidad”. Dotacion: 2.000 euros, diploma
y publicacidn del trabajo en la revista Mundo CESFAC.

5. Xl Premio Fundacion CESFAC “Carlos de Blas Beorlegui”

Tema: “Nutricidn, sanidad y bienestar animal”. Dotacion: 2.000 eu-
ros, diploma y publicacion del trabajo en la revista Mundo CESFAC.

6. X Premio SUPER FEED-VETIA “Mariano Illera Martin”

Tema: “Endocrinologia y nutricion en veterinaria”. Dotacion: 4.000
euros y diploma.

7. V Premio Amigos de la Historia Veterinaria
Tema: “Historia de la Veterinaria”. Dotacion: 2.600 euros y diploma.
8. V Premio Grupo Omega de Nutricién Animal

Tema: “Alternativas a la utilizacién de antimicrobianos en alimenta-
cion animal”. Dotacion: 1.500 euros y diploma.

9. |I Premio Laboratorios MEVET “Carlos Buxadé Carbé”

Tema: “El bienestar animal en las explotaciones avicolas intensivas”.
Dotacion: 2.000 euros y diploma.

BASES GENERALES

1. Losautores, personas fisicas espafolas o extranjeras, tanto individua-
les como en grupo, podran presentar un solo trabajo a la presente
convocatoria y a una sola categoria. En ningun caso se identificara,
implicita o explicitamente, el autor o autores del trabajo. Los trabajos
presentados al Premio “Ilustre Colegio Oficial de Veterinarios de
Madrid” deberan estar firmados por un veterinario y si s un equipo,
alguno de los miembros del mismo debera ser veterinario.

2. Los trabajos que opten a los premios seran de naturaleza experimen-
tal o de revision, inéditos, originales, redactados especificamente
para esta convocatoria y no podran ser presentados a otros premios.

2.1. Como estimulo al analisis del estado de las Ciencias Veterina-
rias, se apreciaran especialmente las revisiones sobre un contexto



cientifico propio (pasado, presente y futuro de una linea de in-
vestigacion) relacionado con las ciencias veterinarias y afines.

3. Formato: En espafiol, en letra Arial 12 puntos en formato UNE A-4,
a espacio y medio y presentados en formato PDF. Se recomienda que
los articulos de naturaleza experimental no superen las 10.000 pala-
bras. Las revisiones no deben superar las 20.000 palabras, exclu-
yendo en ambos casos, ilustraciones, fotografias y esquemas. En todo
caso el tamarfio del trabajo no ha de exceder de 10 MB.

Se recomienda, que los trabajos experimentales, contengan los si-

guientes apartados:

a.

Titulo conciso. Debera definir el contenido de la investigacion
con el menor nimero de palabras posible.

Titulo en inglés.
Resumen en espafiol e inglés, de un maximo de 250 palabras.

Introduccion, breve y documentada, donde se limitara con clari-
dad la hipdtesis desarrollada o los fines y objetivos que se persi-
guen.

Exposicién del material y métodos empleados.
Resultados, discusion critica y conclusiones.
Bibliografia citada.

En los trabajos de revision, los apartados deben ser:

Titulo conciso. Debera definir el contenido de la investigacion
con el menor nimero de palabras posible.

Titulo en inglés.
Resumen en espafiol e inglés, de un maximo de 250 palabras.

Introduccién breve, donde se delimite el interés del motivo cien-
tifico revisado y su importancia préactica.

Amplia revision del origen, evolucion temporal y situacion actual
del tema.

Discusion critica y conclusiones.



10.

11.

10

g. Bibliografia citada y notas aclaratorias.

La fecha limite para la entrega de los trabajos es el dia 4 de noviembre
de 2024 antes de las 24 horas.

Los trabajos seran enviados a la Real Academia de Ciencias Veteri-
narias de Espafia por medios telematicos. A tal fin se ha abierto una
pagina especial en el portal de la RACVE (http://racve.es/premios-
racve-2024). En dicha pagina los participantes en la convocatoria de-
berén rellenar los tres Gnicos campos que aparecen en el mismo: Pre-
mio al que concursan; Lema del trabajo presentado compuesto por
un méaximo de tres palabras (Solo el lema, no el titulo del trabajo)
y un numero de teléfono movil, para preservar la confidencialidad y
poder contactar con los premiados en su momento. El autor o autor
principal debera enviar un correo a la direccion de correo electrénico
(plicaracve@racve.es) en el que pondra en la casilla de “Asunto” el
Lema del trabajo presentado y en el cuerpo del correo el nombre y
apellidos del autor y/o autores del trabajo.

Se enviara a los concursantes un acuse de recibo del trabajo presen-
tado.

La concesion de un premio de la Real Academia de Ciencias Veteri-
narias de Espafia supondré que el autor o autores no podra presentar
un nuevo trabajo a la misma categoria hasta pasadas dos convocato-
rias.

No podran ser concedidos dos premios a la misma persona, equipo o
grupo, en la misma convocatoria.

Los trabajos premiados pasan a ser propiedad de la Academia y se
someteran a la politica de publicacién de los Anales. A tal fin se re-
querird a los autores una declaracién formal de cesion de los derechos
de publicacion e imagen a la Real Academia de Ciencias Veterinarias
de Espafia y a los patrocinadores del premio.

Los Académicos de NUmero no podran figurar como autores de los
trabajos presentados a este Concurso Cientifico.

Los premios seran evaluados por los académicos de la RACVE. Los
trabajos presentados al Premio Amigos de la Historia Veterinaria se-
ran evaluados por la Seccion 52 de Historia de la Veterinaria. Para
cada categoria se concedera el premio a un solo trabajo, pudiéndose


http://racve.es/premios-racve-2024
http://racve.es/premios-racve-2024
mailto:plicaracve@racve.es

12.
13.

14.

15.

16.
17.

otorgar un Accésit a otro de los trabajos presentados o declarar de-
sierto el premio. EI Accésit no llevara consigo dotacion economica.

El fallo se hara publico antes del 15 de diciembre de 2024.

En el caso de que sean varios los autores del trabajo premiado, la
nominacion e importe en metalico y diploma, se entregara al primer
firmante, asi como, la presentacién del trabajo premiado. El resto de
los participantes del trabajo recibiran un certificado acreditativo del
premio otorgado.

La entrega de los premios se realizara en sesion publica extraordina-
ria de acuerdo con el Protocolo de la Academia, en enero de 2025 en
fecha a determinar que se anunciara en la pagina web de la Real Aca-
demia de Ciencias Veterinarias de Espafia y en otros medios. En el
acto de entrega de premios cada uno de los premiados tendré que ex-
poner un resumen de su trabajo, en un tiempo maximo de 5 minutos.

Todos los premios seran acreditados mediante el diploma correspon-
diente, expedido por la Real Academia de Ciencias Veterinarias de
Espana.

No se mantendra correspondencia con los concursantes.

La participacion en esta convocatoria implica la aceptacion de las ba-
ses.
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GANADORES DE LOS
PREMIOS RACVE 2024

1. XVIII Premio “Ilustre Colegio Oficial de Veterinarios de Ma-
drid”

Premiada: D.2 Maria Magdalena Garijo Toledo, Catedratica de la
Universidad CEU Cardenal Herrera

Titulo trabajo: “Primer registro de mortalidad asociada a angios-
trongylus cantonesis en primates no humanos en Europa”

Coautores:

Pedro Maria Alarcon Elbal, Profesor Universidad CEU Cardenal
Herrera

Estefania Montero Cortijo, Profesora de la Universidad CEU Car-
denal Herrera

Ana Elena Ahuir Baraja, Profesora de la Universidad CEU Cardenal
Herrera

Agustin Barragan Hernandez, Profesor Universidad CEU Cardenal
Herrera

David Viana Martin, Profesor Universidad CEU Cardenal Herrera
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Joaquin Ortega Porcel, Profesor Universidad CEU Cardenal He-
rrera

Daniel Bravo Barriga, Profesor de la Universidad de Cérdoba

José Sansano-Maestre, Profesor de la Universidad Catdlica de Va-
lencia

M.2 Dolores Carbonell Montes, Veterinaria del Bioparc Valencia

XII Premio Andrés Pintaluba, S.A. “Carlos Luis de Cuenca y Es-
teban”

Premiada: D.2 Maria Martinez Valladares, Cientifica Titular del
CSIC

Titulo trabajo: “Uso e impacto de los farmacos antihelminticos en
rumiantes bajo el contexto de sostenibilidad”

XI Premio Laboratorios Zendal

Premiado: D. Rodrigo Morchdn Garcia, Profesor Titular, Universi-
dad de Salamanca

Titulo trabajo: “Estudio del proceso angiogénico como mecanismo
de supervivencia de Dirofilaria immitis en el endotelio vascular”

Coautores:

Elena Carreton Gomez, Profesora Titular, Universidad de Las Pal-
mas de Gran Canaria

Manuel Collado Cuadrado, Estudiante predoctoral, Universidad de
Salamanca

Ivan Rodriguez Escolar, Estudiante predoctoral, Universidad de Sa-
lamanca

Alfonso Balmori de la Puente, Investigador postdoctoral Margarita
Salas

Claudia Alarcén-Torrecillas, Investigador postdoctoral
XI Premio Fundacién CESFAC “Miguel Angel Diaz Yubero”

Premiada: D.2 Adriana Recalde Garcete, Estudiante de doctorado en
Nutricion animal, UPM



Titulo trabajo: “Capota de almendra: una materia prima para
una nutricion sostenible”

Coautoras:

Maria Dolores Carro, Catedratica de Universidad, Departamento de
Produccion Agraria, UPM

Trinidad de Evan, Contratada Posdoctoral con cargo a Proyecto de
Generaciéon de Conocimiento 2021 (Referencia P1D2021-124648
OB-C21)

. XI Premio Fundacion CESFAC “Carlos de Blas Beorlegui”

Premiado: D. Manuel Toledo Castillo, Doctor en Veterinariay Vete-
rinario jefe de produccion, Agropecuaria Casas Nuevas SA

Titulo trabajo: “Control de la salud intestinal mediante biomarca-
dores: clave de la sanidad en la produccién porcina”

Coautores:

Anabel Ferndndez Bravo, Veterinaria de produccion, Agropecuaria
Casas Nuevas SA

Andrea Martinez Martinez, Veterinaria de produccion, Agropecua-
ria Casas Nuevas SA

Elena Goyena Salgado, Doctora en Medicina veterinaria por la Uni-
versidad de Murcia

Emilio José Ruiz Fernandez, Veterinario de produccién, Agropecua-
ria Casas Nuevas SA

Simon Garcia Legaz, Veterinario de produccion, Agropecuaria Ca-
sas Nuevas SA

José Manuel Pinto Carrasco, Ingeniero agrénomo, SAT Hnos. Chico
SL

X Premio SUPER FEED-VETIA “Mariano Illera Martin”

Premiada: D.2 Belén Crespo Cortés, Estudiante de doctorado, facul-
tad de Veterinaria, UCM

Titulo trabajo: “El uso de cannabinoides en investigacion endocri-
nolégica y oncologica”
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V Premio Amigos de la Historia Veterinaria

Premiado: D. Jaume Vicent Jorda Moret, Profesor adjunto Universi-
dad Cardenal Herrera CEU - Facultad de Veterinaria

Titulo trabajo: “La Alianza Veterinaria: una hemerografia iné-
dita”

Coautora:

Dra. Ana Navarro Serra, Profesora adjunta Universidad Cardenal
Herrera CEU - Facultad de Veterinaria

V Premio Grupo Omega de Nutricion Animal
Desierto
II Premio Laboratorios MEVET “Carlos BUXADE CARBO”

Premiada: MVVZ, M en C Dra. Lilia Gutiérrez Olvera, Departamento
de Fisiologia y Farmacologia, Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, Universidad Nacional Autonoma de México. Profesora
Titular TC- Farmacologia Veterinaria

Titulo trabajo: “Recuperacion de la productividad de los huevos
en gallinas ponedoras de segundo y tercer ciclo suplementando-
las con una formacion fitobiotica; méas vida y mas bienestar para
estas aves”

Coautor:

MVZ PhD Dr. Héctor Salvador Sumano L6pez, Departamento de Fi-
siologia y Farmacologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zoo-
tecnia, Universidad Nacional Autonoma de México. Profesor Titular
TC- Farmacologia Veterinaria









Ann. R. Acad. CC. Vet. Es. 32 (Supl. 1): 19-41, 2024

XVIII PREMIO “ILUSTRE COLEGIO OFICIAL DE
VETERINARIOS DE MADRID”

PRIMER REGISTRO DE MORTALIDAD ASOCIADA A
ANGIOSTRONGYLUS CANTONESIS EN PRIMATES NO
HUMANOS EN EUROPA

MARIA MAGDALENA GARIJO ToLEDO!
PEDRO MARIA ALARCON ELBAL?
ESTEFANIA MONTERO CORTIIO®
ANA ELENA AHUIR BARAJA?
AGUSTIN BARRAGAN HERNANDEZ®
DAVID VIANA MARTIN®
JOAQUIN ORTEGA PORCEL'’
DANIEL BRAVO BARRIGA®
JOSE SANSANO-MAESTRE®
M.2 DOLORES CARBONELL MONTES™®

RESUMEN

Entre diciembre de 2020 y marzo de 2022, se documentaron tres
casos de meningoencefalitis mortal en dos 1émures de frente roja (Eule-
mur rufus) y un Iémur de cola anillada (Lemur catta) en un zooldgico del

1 Catedratica de la Universidad CEU Cardenal Herrera.
2 Profesor Universidad CEU Cardenal Herrera.

3 Profesora de la Universidad CEU Cardenal Herrera.
4 Profesora de la Universidad CEU Cardenal Herrera.
5 Profesor Universidad CEU Cardenal Herrera.

6 Profesor Universidad CEU Cardenal Herrera.

7 Profesor Universidad CEU Cardenal Herrera.

8 Profesor de la Universidad de Cérdoba.

9 Profesor de la Universidad de Catolica de Valencia.
10 Veterinaria del Bioparc Valencia.
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este de Espafial’. Los analisis post-mortem revelaron una congestion mo-
derada en las meninges del cerebro en todos los casos. Se observaron
areas multifocales de hemorragia en uno de ellos, principalmente en el
cerebelo y el tronco encefalico. EI examen histopatoldégico mostro alte-
raciones hemorragicas agudas y necroticas, junto con meningoencefalitis
eosinofilica y/o histiocitica moderada, con manguitos perivasculares y
gliosis. Se encontraron numerosas larvas de nematodos en las meninges,
el cerebro y la médula espinal, con o sin inflamacion, hemorragia y ne-
crosis asociadas. Teniendo en cuenta las especies hospedadoras afecta-
das, la morfologia de los nematodos y su localizacion anatdmica se sos-
pechd que Angiostrongylus cantonensis (Nematoda: Metastrongylidae)
podria ser el agente causal. Para corroborarlo, se llevaron a cabo estudios
filogenéticos basados en el gen ITS1 que confirmaron la identificacion
de este parasito zoondsico y su relacion con secuencias ya registradas
procedentes de Baleares y Canarias. Esta es la primera deteccién de an-
giostrongilosis en primates no humanos en Europa y representa uno de
los pocos casos descritos en la regidn Paleartica hasta la fecha. La pro-
fundizacion de la investigacion sobre esta zoonosis es crucial para com-
prender su propagacion en Espafia, evaluar los riesgos para la salud pu-
blica y desarrollar medidas de control efectivas de cara a mitigar los bro-
tes y prevenir casos humanos y animales.

ABSTRACT

Between December 2020 and March 2022, three cases of fatal
meningoencephalitis were documented in two red-fronted brown lemurs
(Eulemur rufus) and a ring-tailed lemur (Lemur catta) at a zoo in eastern
Spain. Post-mortem analyses revealed moderate congestion in the me-
ninges of the brain in all cases. Multifocal areas of hemorrhage were ob-
served in one lemur, primarily in the cerebellum and brainstem. Histo-
pathological examination showed mainly acute hemorrhagic and necrotic
changes, along with moderate eosinophilic and/or histiocytic meningoen-
cephalitis, with perivascular cuffing, and gliosis. Numerous nematode
larvae were found in the meninges, brain, and spinal cord, with or without
associated inflammation, hemorrhage, and necrosis. Considering the af-
fected host species, nematode morphology, and its anatomical localiza-
tion, Angiostrongylus cantonensis (Nematoda: Metastrongylidae) was

1 En el manuscrito se ha optado por utilizar el término "este de Espafia" para referirse
a la ubicacion geogréfica, evitando una designacion mas precisa con el fin de proteger
la identidad del grupo de trabajo responsable del estudio.
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suspected as the causative agent. Phylogenetic studies based on the ITS1
gene confirmed the initial suspicion of this zoonotic parasite and its rela-
tion to sequences from the Balearic and Canary Islands. This is the first
detection of angiostrongylosis in non-human primates in Europe and it
represents one of the few occurrences reported in the Palearctic region to
date. Deepening research on this zoonotic parasite is crucial to understan-
ding its spread in Spain, assessing public health risks, and developing
effective control measures to mitigate outbreaks and protect human and
animal health.

1. INTRODUCCION

Angiostrongylus cantonensis (Chen, 1935) (Rhabditida: Metas-
trongylidae) es un paréasito zoondsico emergente que plantea un impor-
tante problema de Salud Publica mundial. Aunque el parésito es origina-
rio del sudeste asiatico, se ha propagado a nivel mundial, especialmente
en ecosistemas insulares fragiles. Comunmente conocido como el “gu-
sano pulmonar de las ratas”, este nematodo metastrongiloide infecta prin-
cipalmente a roedores, en particular a las especies sinantropicas Rattus
norvegicus y Rattus rattus, que actian como sus hospedadores definiti-
vos (Kottwitz et al., 2014). Otras especies de aves, asi como caballos,
perros y primates no humanos (PNH) pueden actuar como hospedadores
accidentales (Morgan et al., 2021). Todos ellos, al igual que los humanos,
suelen infectarse a través de la ingestion de caracoles infectados, o in-
cluso su baba, que adquieren el parasito principalmente a través del con-
sumo de vegetales contaminados con las heces de ratas infectadas (Ro-
llins et al., 2023). Las larvas de tercer estadio siguen siendo infectantes
en hospedadores paraténicos como moluscos, cangrejos o gambas (Jarvi
y Prociv, 2021).

Este parasito es actualmente reconocido como la principal causa
de meningitis eosinofilica humana en todo el mundo, también llamada
neuroangiostrongilosis (NAS), que puede ser potencialmente mortal en
algunos casos (Cowie et al., 2022). Los casos de A. cantonensis se regis-
tran predominantemente en regiones endémicas. No obstante, el creci-
miento del turismo internacional, el aumento de los desplazamientos in-
dividuales y los cambios en los comportamientos de riesgo sugieren una
posible expansion de casos esporadicos en humanos en paises no endé-
micos (Brummaier et al. 2019) (Figura 1).

En los PNH, el primer caso de infeccion se notifico en dos maca-
cos cangrejeros (Macaca fascicularis) importados de Indonesia a Japon
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(Kodama et al., 1981). Desde entonces, se han documentado otros casos
mortales en las Ameéricas, especialmente en el sureste de Estados Unidos
y en Australia (Kottwitz et al., 2014; Walden, 2020). Espafia se considera
una zona endemica, con estudios recientes que informan de la presencia
de ejemplares adultos de A. cantonensis en roedores sinantropicos
(Rattus rattus, R. norvegicus y Mus musculus) de Tenerife (Islas Cana-
rias) y Valencia (Foronda et al., 2010; Martin-Alonso et al., 2011; Galan-
Puchades et al., 2022). Ademas, se han encontrado estadios larvarios en
erizos de Mallorca (Islas Baleares) como hospedadores accidentales (Pa-
redes-Esquivel et al., 2019), en lagartijas como hospedadores paraténicos
de las Islas Canarias (Anettova et al., 2022), y en caracoles como hospe-
dadores intermediarios de las Islas Canarias (Martin-Alonso et al., 2011;
Martin-Carrillo et al., 2023), Mallorca (Jaume-Ramis et al., 2023) y Va-
lencia (Fuentes et al., 2024). El primer caso clinico europeo en humanos
fue el de un turista cubano en Catalufia, aunque este se considerd un caso
importado debido al consumo de langostinos poco cocidos (Valerio Sa-
llent et al., 2021).

A Hawaii

Canar : y
Islandi . ' \q
T

Mayotte o
5/ Samoa
Vanuatu® A

A Tahiti T Réunion
e Fiji o

L 4

K Geographical distribution of cerebral angiostrongyliasis /
h ¥4 (Angiostrongylus cantonensis)

I Countries with endemic regions (human cases or animal reservoirs)

e Sporadic human A. cantonensis cases

A Human A. cantonensis outbreaks
No data or non-endemic regions

New
Caledonia

FIGURA 1. Distribucién geogréfica de la neuroangiostrongilosis. Fuente: Brummaier
et al. (2019).

En este estudio, se describe la infeccion letal de A. cantonensis en tres
Iémures: dos Iémures de frente roja (Eulemur rufus) y un Iémur de cola
anillada (Lemur catta) mantenidos en cautividad en un zooldgico de
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Espafia. Estos casos representan las primeras muertes por angiostrongi-
losis en PNH en Europa y los primeros casos de esta parasitosis en ambas
especies en todo el mundo.

2. OBJETIVOS

En vista de los antecedentes anteriormente expuestos, los objeti-
vos del presente estudio fueron:

1. Confirmar la identificacion de Angiostrongylus cantonensis como
agente causal de la mortalidad en primates no humanos en cautividad
en Europa mediante estudios filogenéticos de alta precision.

2. Ampliar el conocimiento sobre la angiostrongilosis producida
por Angiostrongylus cantonensis y actualizar su patron de distribu-
cién en primates no humanos en el mundo, evaluando su potencial
impacto en salud publica.

3. Disefar estrategias y proponer medidas de control efectivas para
reducir el riesgo de brotes de angiostrongilosis, protegiendo la salud
de humanos y animales en nucleos zool6gicos con caracteristicas si-
milares al del estudio.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1.  Seleccion de casos, datos clinicos y patologia

Entre diciembre de 2020 y febrero de 2022, ocurrieron tres casos
de meningitis mortal en un zooldgico del este de Esparia. Los dos prime-
ros casos se dieron en Iémures de frente roja, mientras que el tercero fue
un lémur de cola anillada (Tabla 1). Los dos primeros Iémures habian
nacido en el zooldgico, mientras que el Iémur de cola anillada fue donado
por un centro del Reino Unido en mayo de 2007. EI primer caso murio
después de 18 dias de presentar signos neuroldgicos. El segundo y tercer
caso fueron sacrificados humanitariamente debido a paralisis severa e in-
coordinacion que presentaban, respectivamente.

Todos los individuos compartian el mismo recinto en el zool6-
gico. En él, los animales se mueven libremente por las instalaciones,
tanto en el suelo como en arboles. Por lo general, se alimentan con frutas,
verduras y pienso. El control de plagas se lleva a cabo regularmente en
todo el local por parte de una empresa privada, y se centra, principal-
mente, en roedores e insectos, sobre todo cucarachas y mosquitos.
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Dias de Tratamiento

Caso Causadela Hallazgos Fecha de

. a 3 k il
No. FESPeCie  (ahos)  Sexo muerte clinicos signos  antihelmintico ¢y cimiento
clinicos
Cojera anterior
1 E?Lefu";u’ 8 Hembra Natural derecha, apatia, 18 Ninguno 08/10/2020
parélisis posterior
Albendazol el
Descoordinacion, dia 6 (20
Eulemur . L 2 S
2 6 Macho Eutanasia paralisis posterior 13 mg/kg/dia, 5 22/12/2020
rufus .
total dias
consecutivos)
Famin Descoordinacion,
3 28 Macho Eutanasia cae hacia el lado 14 Ninguno 16/02/2022

calta izquierdo

TABLA 1. Historia clinica de los tres Iémures con angiostrongilosis del zool6gico de
estudio.

3.2.  Andlisis laboratoriales

Se realiz6 una necropsia completa a cada animal en la que se to-
maron muestras de pulmon, corazén, traquea, es6fago, estomago, intes-
tino, pancreas, higado, bazo, rifién, glandula suprarrenal, ganglios linfa-
ticos y cerebro. Todas ellas se fijaron en formol tamponado al 10 % y
posteriormente se montaron en parafina, se procesaron para el examen
histologico y se tifieron con hematoxilina-eosina.

El sistema nervioso se examino sistematicamente bajo el estereo-
microscopio (SMZ-171-TLED). Los nematodos y fragmentos encontra-
dos fueron conservados en etanol al 70 % hasta su posterior identifica-
cion.

Para el analisis molecular, se extrajo el ADN del tejido de médula
6sea fijado en formol e incluido en parafina utilizando el kit de tejido
QlAamp DNA FFPE, siguiendo el protocolo del fabricante. Las muestras
de ADN se mantuvieron a -80 °C hasta su posterior analisis.

Para la amplificacion inicial por PCR, se utilizaron cebadores uni-
versales de nematodos metastrongilidos dirigidos a toda la regidn interna
transcrita del espaciador 1 (ITS1), siguiendo protocolos ya publicados (1z-
quierdo-Rodriguez et al., 2023). Posteriormente, se realizd una segunda
PCR empleando cebadores especificos de la especie disefiados para A.
cantonensis/A. mackerrasae y dirigidos a la region ITS1: ITS1 Canto F3:
AACAACTAGCATCATCTACGTC y ITS1 Canto_R1: CATCCTGTGTATCTCGTTCC (lz-
quierdo-Rodriguez et al., 2023; Qvarnstrom et al., 2010). Se incluyeron
ADN gendmico de A. cantonensis y agua destilada libre de ADN como
controles positivos y negativos, respectivamente. Los productos de am-
plificacion se visualizaron en una electroforesis en gel de agarosa al 2 %
en tampon 1x Tris-Borato-EDTA y se visualizaron utilizando luz
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ultravioleta tras la tincién con RedSafe Nucleic Acid Staining Solution
(iNtRON Biotechnology Inc., Sungnum, Corea).

Los productos de PCR se purificaron utilizando el kit de limpieza
de gel y PCR QIAquick® (Qiagen, Hilden, Alemania) y posteriormente
fueron secuenciados por la empresa StabVida (Caparica, Portugal). Las
secuencias se obtuvieron en ambas direcciones y se genero una secuencia
de consenso utilizando el Editor de Alineacion de Secuencias de BioEdit
(versién 7.2.5, Carlsbad, CA, EE. UU.). La identidad a nivel de especie se
determind con un umbral de >99 % de identidad utilizando BLASTn
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi; opcion Mega-BLASTN). Las se-
cuencias de nucledtidos generadas durante este estudio se depositaron en
el Banco de Datos de ADN de Japon (DDBJ: https://www.ddbj.nig.ac.jp).

3.3.  Andlisis filogenéticos

Se incluyeron un total de cinco especies de Angyostrongilus (23
secuencias) en el arbol filogenético, junto con Crenosoma striatum
(KP941434) como grupo externo. Las reconstrucciones filogenéticas se
llevaron a cabo utilizando el criterio de optimizacion de méxima verosi-
militud, empleando el modelo TPM2+F+I definido por IQ-TREE (Tri-
finopoulos et al., 2016) y teniendo en cuenta el criterio de informacion
Akaike. La robustez de los arboles de ML resultantes se evalu¢ utilizando
SH-aLRT (Shimodaira-Hasegawa-like approximate Probability Ratio
Test) y un arranque con 5000 repeticiones de los datos de la secuencia
original. Finalmente, el arbol se visualiz6 utilizando FigTree v1.4.2
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

3.4. Recopilacion histérica de casos en PNH

Para la recopilacion bibliografica sobre angiostrongilosis en PNH,
se consultaron bases de datos especializadas y literatura gris, siguiendo
una busqueda en dos etapas. En primer lugar, se realizé una busqueda a
nivel global para obtener una perspectiva amplia de los registros disponi-
bles. Posteriormente, el enfoque se dirigié hacia Europa y, finalmente, ha-
cia el contexto especifico de Espafa. Se utilizaron para ellos diversas pa-
labras clave, tanto de forma individual como combinadas: “Angiostrong-
ylus”, “angiostrongyliasis”, “angiostrongyliosis”, “eosinophilic meningi-

tis”, “meningitis/encephalitis”, “nematode”, “non-human primates”, “pa-
rasites” y “parasitic infections”.

Los registros obtenidos fueron verificados y analizados para extraer
la maxima informacion posible, incluyendo la identificacion del parasito y
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su correspondencia con las especies hospedadoras. Cada registro fue geo-
rreferenciado mediante centroides de la procedencia de los PNH afectados,
utilizando el software QGIS (version 3.34 LTR). Esto permitié mapear la
distribucion geogréafica, facilitando la visualizacion y apoyando futuros es-
tudios epidemiol6gicos.

4. RESULTADOS
4.1. Hallazgos anatomopatoldgicos

Tras el examen macroscépico, todos los casos (3/3) mostraron una
congestion moderada difusa de las meninges, tanto en el cerebro, como
en el cerebelo. En un caso, las areas rojizas irregulares multifocales de 3-
4 mm se localizaron principalmente en el cerebelo y el tronco enceféalico
(Figura 2a). Se encontraron varios fragmentos de nematodos debajo de
las meninges y alrededor de los vasos sanguineos de los casos 1y 3 (Fi-
gura 2b). Debido a su deficiente integridad, la identificacion de los ne-
matodos no fue posible bajo el microscopio.

Histologicamente, las areas del cerebro méas afectadas fueron las
meninges (3/3), el cuerpo estriado (3/3), el cerebelo (3/3), el sistema ven-
tricular (3/3), el tronco encefalico (2/3) y el coliculo cerebral (1/2). La
abundancia de los parasitos en las diferentes regiones fue muy variable,
y en ocasiones se asociaron o no a hemorragias, necrosis e inflamacion
(Figura 2c). La hemorragia se caracteriz6 por una extravasacion mode-
rada a grave de eritrocitos sin hemosiderina (Figura 2d-e). La necrosis,
observada con frecuencia, se caracterizo por rarefaccion, tanto en la sus-
tancia blanca, como en la sustancia gris cortical, lo que resulto en la pér-
dida de la arquitectura tisular, desechos celulares dispersos y cariorrexis.
Ademas, se observo edema, junto con infiltracion de numerosas células
de Gitter que mostraban abundante citoplasma espumoso y restos fago-
citados, acompafiados de algunos linfocitos y células plasmaticas (Fi-
gura 2e). En la periferia de las areas de rarefaccion, se observé esponjo-
sis caracterizada por la vacuolizacion del neuropilo, aunque raramente
rodeada de células gliales (gliosis). En los casos de inflamacién, ésta se
caracterizd principalmente por acimulo de eosinofilos, linfocitos, células
plasmaticas, macrofagos y, en raras ocasiones, células gigantes (Figura
2f-g). Ocasionalmente se observo un manguito perivascular, con una ex-
pansién del espacio de Virchow-Robins debido a las capas concéntricas
de macrdéfagos epitelioides, linfocitos y células plasmaticas (Figura 2h).
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FIGURA 2. Hallazgos macroscépicos e histolégicos asociados con Angiostrongylus
cantonensis en Iémures. a) Area irregular de necrosis y hemorragia de 3-4 mm situada
entre el cerebelo y el tronco encefalico (flecha). b) Larvas de nematodos localizadas en
las meninges del cerebelo (flecha). ¢) Cuerpo estriado. Dos hematodos en secciones
transversales sin reaccion patologica (hemorragia, necrosis y/o inflamacién). Hemato-
xilina y eosina (HE). d) Cerebelo. Hemorragia grave (asterisco) asociada con la migra-
cion de larvas de nematodos. HE. ) Coliculo cerebral. Area de necrosis con rarefaccion
del neuropilo, gran nimero de células de Gitter (flecha), vacuolizacion y hemorragia
(*). Corte transversal de un nematodo que muestra cuticula, musculatura polymyaria-
coelomiaria, cordones hipodérmicos accesorios basofilos, pseudoceloma, intestino y
canal genital. f) Meninges. Focos de inflamacion compuestos por eosindfilos (flecha),
células gigantes multinucleadas (punta de flecha), neutréfilos y menos linfocitos y cé-
lulas plasméticas. HE. g) Sistema ventricular. Multiples cortes transversales de nema-
todos con reaccidn inflamatoria eosinofilica a su alrededor. HE. h) Sistema ventricular.
Manguito perivascular (asterisco) con expansion del espacio de Virchow-Robins por
macrdfagos epitelioides, linfocitos y células plasmaticas. HE. i) Médula espinal. Corte
longitudinal del nematodo en meninges sin lesiones patolégicas. HE. CS: cuerpo es-
triado; VS: sistema ventricular; SC: médula espinal.
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En la médula espinal cervical se observaron parasitos a nivel de
las leptomeninges (Figura 2i). Habia vainas de mielina dilatadas disper-
sas que contenian espacio libre, axones eosinofilicos (esferoides) hincha-
dos, asi como restos celulares y células de Gitter con citoplasma espu-
moso (elipsoides o camaras de digestion). Los hallazgos histologicos se
resumen en la Tabla 2.

. . Otras
Cerebro Médula espinal lesiones
iz Células, . R L
Localizacion, P - " it M it L . ... _Degeneracion|
Caso No. del parasito MeningitisHemorragiaNecrosis Gﬁteer eosinofilicaperi del parasi itis axanal
" Congestion
M:S'e?gzs‘ pulmonar
1 iad + ++ ++ ++ + + NE NE NE moderada;
getflado, glucogenosis
cerebelo hepati
epatica
Meninges,
cuerpo
estriado,
5 cerebelo, ” B _- " B R Meninges ” ” Glucoge_nosws
tronco hepatica
encefalico,
coliculo
cerebral
Meninges, Congestion
cuerpo pulmonar y
3 estriado, ++ +++ +++ ++ + + NE NE NE hepatica
cerebelo, moderada;
tronco glucogenosis
encefalico hepatica

+: leve, ++: moderada, +++: severa, ND: No examinado

TABLA 2. Caracteristicas patolégicas en los tres lémures con angiostrongilosis del
zooldgico de estudio.

4.2. Hallazgos parasitologicos

El examen microscopico de las secciones tefiidas con H-E de los
tres animales reveld larvas con un didametro que oscilaba entre 150 y 200
um de didmetro. Las larvas presentaban una cuticula eosinofila lisa y del-
gada, musculatura polimiaria-celomiaria, cordones hipodérmicos acce-
sorios basofilos, un pseudoceloma, un tracto digestivo compuesto por
pocas células multinucleadas y un canal genital (Figura 2e). Estas carac-
teristicas eran compatibles con nematodos inmaduros de la superfamilia
Metastrongyloidea. En base a una combinacidn de caracteristicas morfo-
I6gicas, especies hospedadoras y localizacion anatémica, se sospechd
que la especie podria ser A. cantonensis.

4.3. Analisis moleculares

Las tres muestras de PNHSs dieron positivo por PCR. Sin embargo,
solo dos produjeron bandas adecuadas para la secuenciacion tras la elec-
troforesis. Tras la purificacion, ambas muestras fueron secuenciadas exi-
tosamente, confirmando la identidad de A. cantonensis con una similitud
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nucleotidica del 99,6 % al 100 % al comparar con secuencias de referen-
cia de GenBank (OR119902 y OR119903). Las secuencias obtenidas
fueron depositadas en la base de datos DDBJ (accesos [LC819639-40]).
Ademas, el analisis filogenético demostrd que estas secuencias se agru-
pan junto con otras de A. cantonensis y A. mackerrasae procedentes de
Espafia, Estados Unidos y Australia, lo cual respalda la identificacion y
la relacién genética entre poblaciones de diferentes regiones (Figura 3).
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FIGURA 3. Arbol filogenético circular de Angiostrongylus spp. basado en el analisis
de 23 secuencias de genes ITS1 de nuclettidos utilizando el método de maxima vero-
similitud. Los valores de Bootstrap >75% en 5000 repeticiones se indican en nodos de
rama especificos. La barra indica el nimero medio de sustituciones por sitio. El arbol
se enraiz0 utilizando Cresomia striatum (KP941434) como grupo externo. Las secuen-
cias obtenidas durante este estudio se muestran en negrita (LC819639 y LC819640).
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4.4. Distribucion mundial e historia clinica de casos en PNH regis-
trados

La Tabla 3 presenta un andlisis detallado de casos de diversas
especies de primates, en su mayoria bajo el cuidado de zooldgicos o pro-
pietarios privados, ubicados en diferentes paises como Indonesia, Aus-
tralia y Estado Unidos. En este contexto, se observa una notable diversi-
dad de especies, desde Macaca fascicularis hasta Cebus capucinus, lo
que resalta la extension del problema en distintas ubicaciones y tipos de
primates. Los reportes en Norteamérica y Australia podrian indicar una
mayor vigilancia y documentacion en estas regiones, lo cual permite ca-
racterizar mejor los patrones de enfermedades en animales en cautiverio,
a la que habria que incluir Espafia como primer pais europeo con este
nuevo reporte (Figura 4).

Con respecto a la edad y el sexo, la tabla incluye PNHs de un
amplio rango de edades, que va desde los 3 afios hasta los 49 afios de un
individuo. En cuanto al sexo, existe una predominancia de casos en ma-
chos. Las causas de muerte han sido diversas: aunque algunos falleci-
mientos han sucedido de forma natural, en varios casos se decidio aplicar
eutanasia, debido al deterioro progresivo de la salud de los animales o
por razones éticas de bienestar animal. En un caso particular, el de un
Cebus capucinus, el cuadro evoluciond favorablemente, lo que repre-
senta una excepcion entre los resultados generales.

En cuanto a los hallazgos clinicos, los signos como letargo, anore-
xia, paralisis y paresia han aparecido de manera recurrente y suelen ser
progresivos, manifestandose durante periodos que oscilan entre dias y
meses. Estos signos reflejan afecciones severas en los sistemas nerviosos
central y periférico, destacando una gravedad creciente de los signos en
cada caso. Los tratamientos aplicados incluyen el uso de antiinflamato-
rios y antiparasitarios, como el fenbendazol y la sulfametazina, si bien la
respuesta terapéutica es limitada. Esto probablemente es debido al estado
avanzado de la enfermedad al momento de la intervencion.
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Localizacion

Dias de

Autor 5§° d?, Ublca?'.én Especie Edad Sexo Ca:':ae:: 14 dela Hallazgos clinicos signos a::iartamlemo Hallazgo; <
¥ b psi clinicos ¥ »
Debilidad, anorexia,
Kodama et : . : M . paralisis de las Meningitis eosinofilica,
al, 1981 Indonesia 2 Macaca fascicularis ND E Eutanasia ND extremidades, ND ND necrosis
distasia
4 Saguinus oedipus 35 am
Carlisle et 3 oedipus . Depresion, anorexia, 2 i 3 .
i 1998 Australia 1 Saguinus imperator " 1“!; Natural ND paralisis 5D-18M Ninguno Meningitis eosinofilica
N Parque
Audubon y Sulfametazina (5
Gardiner 1990 Luisiana Alouatta caraya 3 M Natural Jardin Letargo, ataxia 20 mg/101b) y Meningoencefalitis
Zooldgico, antihistaminicos
Nueva Orleans
" N Meninges cerebrales,
Kim et al. 2002 Luisiana Varecia rubra ND ND Eutanasia Z?:clgg:;z :e h?ﬁ::;n'gg::s ND Ninguno multifocalmente
kb hemorragicas
Necrosis e inflamacion en
. < Zoolégico de Cuadriparesia, . las columnas grises
Duffy et al. 2004 Florida Hylobates lar 49 M Eutanasia Miami depresion 2 Ninguno dorsales a lo largo de la
médula espinal cervical
Einersonel Propietario Debilidad del brazo Antiinflamatorio,
al 2013 Florida Pongo pygmaeus 6 P Eutanasia r?\m 5 izquierdo, fiebre leve, 19 antibiotico y Meningoencefalitis
. P hipo fenbendazol
Kottwitz et : 3 M Natural Zoologico de ND
al. 2014 Alabama Saguinus geoffroyi 4 E Natural ‘Alabama Encontrado muerto 7 NA ND
Letargo con debilidad,
Eiardsat Callimico goeldii 13 M Natural diarrea, ataxia, 2
2020 Texas Zoolégico de convulsiones A v
al. Saguinus Oedipus 18 M Eutanasia Texas Ataxia 74 A Mersngoencefaliys
Saguinus bicolor 8 M Eutanasia Convulsiones 3
. 17 ) Fenbendazol (7
Walzlen et 2020 Florida Cebus capucinus ND ND Recuperado Letargaori epzr:;z dela mg/kg VO cada 24 h ND
. Varecia rubra P x 14d)
Paresia de las
_ et . extremidades traseras 3 it
Rizor et al. 2022 Luisiana Varecia rubra 9 M Eutanasia & inclinacién dela 8 ND Meningoencefalitis
cabeza a la derecha
. : Saimiri boliviensis :
Rivory et al. 2023 Australia boliviensis 11 M Eutanasia ND ND ND ND

ND: dato no disponible, VO: via oral

TABLA 3. Registro de casos historicos de angiostrongilosis en primates no humanos en el mundo.
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FIGURA 4. Localizacién geografica de los casos registrados de angiostrongilosis en primates no humanos en el mundo. Fuente: Elaboracién

propia.
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5. DISCUSION

Hasta donde saben los autores, este es el primer estudio que des-
cribe la mortalidad por infeccion con A. cantonensis en PNHs de Europa.
Ademas, este es el primer caso de NAS que afecta a E. rufus y L. catta
en todo el mundo, ampliando el rango de hospedadores afectados por este
parasito zoondsico. Ambas especies, asi como el resto de las pertenecien-
tes a la familia Lemuridae, son el grupo de mamiferos mas amenazado
de la tierra. Este descubrimiento pone de manifiesto la urgente necesidad
de incluir estos patdgenos en los diagndsticos diferenciales y de mejorar
los programas de seguimiento para proteger a especies vulnerables. Estos
primates, originarios de Madagascar, del que pertenece el Iémur de cola
anillada, es una especie clasificada como amenazada.

Los tres casos detallados fueron mortales, presentando los anima-
les signos neurologicos durante varios dias, 1o que se relaciona con la
migracion de las larvas y con la respuesta inmunitaria frente a los nema-
todos muertos (da Silva y Morassutti, 2021). En uno de ellos (caso n° 2)
se administrd tratamiento antihelmintico con albendazol al inicio de los
signos clinicos, pero no se observd respuesta positiva. Aungue en oca-
siones anteriores otros Iémures, asi como unos monos capuchinos se re-
cuperaron tras el tratamiento con fenbendazol (7 mg/kg VO cada 24 h x
14 dias) (Walden et al., 2020), la mayoria de los casos notificados en
PNHSs terminaron falleciendo o requirieron eutanasia. Esto puede indicar
una reaccion inmunitaria mas grave o mayores problemas de tratamiento
en estas especies que en los humanos, para quienes la enfermedad suele
ser autolimitante, manifestandose como dolor de cabeza agudo y males-
tar general durante varias semanas. Por otro lado, se debe considerar el
infradiagndstico o el diagnostico tardio en primates (Duffy et al., 2004).
En estos valiosos animales, un diagnéstico precoz mediante herramientas
avanzadas, como la PCR en tiempo real en el liquido cefalorraquideo,
seria fundamental para prevenir la enfermedad. En un estudio realizado
a pacientes humanos con meningitis eosinofilica, esta técnica detectd
ADN de larvas en 22 de las 33 muestras de liquido cefalorraquideo, lo
que prueba su alta eficacia (Qvarnstrom et al., 2016).

Los examenes histopatologicos de los tres Iémures revelaron la
presencia de estadios inmaduros del parasito en el tejido nervioso. Estos
parasitos migran naturalmente a los pulmones en los roedores, pero ge-
neralmente cesan la migracion en el sistema nervioso de los hospedado-
res accidentales, si bien se han observado ejemplares adultos en cerebro
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de tities (Saguinus spp.) (Carlisle et al., 1998; Edwards et al., 2020). Asi-
mismo, la migracién a los pulmones ha sido evidenciada por Edwards et
al., (2020) en un titi (S. bicolor). Aungue en nuestro caso no fue posible
identificar los especimenes completos bajo el microscopio, la descrip-
cién histoldgica sugiere que habian transcurrido al menos tres semanas
desde que se ingirieron las larvas de tercer estadio. La necropsia no re-
velo lesiones significativas, aparte de congestion en los tres casos y mul-
tiples areas de hemorragia en el caso 3. Esto se alinea con la ausencia de
lesiones macroscopicas en el cerebro y la médula espinal en un l1émur
rufo rojo (Varecia rubra) afectado recientemente (Rizor et al., 2022).
Estudios anteriores han descrito la ubicacion de nematodos en el cerebro,
el tronco encefélico, el cerebelo y la médula espinal en 1émures rufos
rojos (Edwards et al., 2020; Rizor et al., 2022). En el presente estudio,
sin embargo, también se encontraron larvas de nematodos libres en los
ventriculos cerebrales en los tres casos. Podria haber varios mecanismos
por los cuales los parasitos pueden pasar de las meninges a los ventricu-
los. Uno de ellos seria que el parasito migre a través de los tejidos perfo-
rando las meninges hacia los ventriculos. Alternativamente, la propaga-
cién hematogénica podria permitir que los parasitos ingresen al torrente
sanguineo y sean transportados a los ventriculos cerebrales, donde po-
drian cruzar la barrera hematoencefalica hacia el liquido cefalorraquideo.
En este estudio, los parasitos se localizaron en la region cervical de la
médula espinal en el caso 2, aunque en estudios previos habian descrito
su presencia en las regiones toracica y lumbar de calitricidos (Familia:
Callitrichidae) en cautiverio (Edwards et al., 2020).

Los principales hallazgos histopatologicos incluyeron necrosis y
hemorragia, con areas de inflamacién leve a severa que comprendian eo-
sinofilos, células de Gitter, linfocitos y células plasmaticas alrededor de
los paréasitos, hallazgos como los descritos en el mono ardilla boliviano
y lémur rufo rojo en otras especies de estudios previos (Edwards et al.,
2020; Rizor et al., 2022; Rivory et al., 2023). Entre los tres I[émures, e
incluso dentro de un mismo animal, las lesiones histoldgicas variaron.
Algunas areas exhibieron parasitos rodeados exclusivamente por hemo-
rragia y rarefaccion del neuropilo, lo que indica un curso agudo de infec-
cién sin inflamacion. Otras &reas mostraron solo inflamacion variable
(eosinofilos, macrofagos, linfocitos y células plasmaticas), lo que sugiere
un curso subagudo. Sorprendentemente, también se observé la ausencia
de cambios patologicos asociados al parasito (necrosis, hemorragia e in-
flamacion), que no habian sido descritos previamente. Esta variacion
puede estar relacionada con el nimero de larvas ingeridas, el tiempo
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transcurrido desde la ingestion y si se tratd de una infeccién primaria o
de reinfeccion. Teniendo en cuenta que un solo caracol puede albergar
desde unas pocas hasta miles de larvas infectantes, la gravedad de las
lesiones puede variar significativamente entre los hospedadores suscep-
tibles.

El nematodo pulmonar de rata se considera un parasito zoondsico
emergente en Europa, ya que se ha encontrado parasitando hospedadores
intermediarios y definitivos de diferentes paises durante la Gltima década.
En concreto, Galan-Puchades et al., (2022) confirmaron su presencia en
ratas de Valencia, marcando el primer hallazgo de esta especie en la Pe-
ninsula Ibérica. Investigaciones recientes también han aislado el ADN
del parésito de tres especies de caracoles terrestres como hospedadores
intermediarios (Fuentes et al., 2024), lo que confirma que el ciclo de vida
del nematodo puede completarse en esta zona de la Espafia peninsular.
Ademas, los cuidadores del zooldgico informaron haber observado a los
Iémures ingiriendo caracoles del suelo, un comportamiento confirmado
previamente en otros PNHSs afectados (Walden et al., 2020).

De acuerdo con los andlisis filogenéticos, nuestras secuencias se
agruparon con las detectadas recientemente en las Islas Canarias y las
Islas Baleares (Espafia), asi como en Estados Unidos, asi como con las
de A. mackerrasae. Sin embargo, esta Gltima especie debe ser descartada,
ya que hasta el momento no se ha detectado fuera de Australia (Morgan
et al., 2021). La rapida propagacion de A. cantonensis a nuevos territo-
rios en las Ultimas décadas ha sido alarmante (Cowie et al., 2022). Es
probable que el trafico maritimo frecuente y directo con ambas islas, asi
como con el puerto de Valencia y regiones donde este patdgeno es endé-
mico, haya facilitado la entrada del parasito a través de buques de carga
y/o la importacion involuntaria de ratas y gasterépodos infectados (Gon-
zalvez y Ruiz de Ybariez, 2022). Ademas, la introduccion de moluscos y
otros invertebrados en los ecosistemas locales, impulsada por préacticas
de consumo cultural, podria desempefiar un papel crucial en la expansion
del ciclo de vida del parasito en la peninsula ibérica.

Europa se consideraba una region no endémica hasta 2018,
cuando se detecto el parésito infectando a dos erizos africanos (Atelerix
algirus) en la isla espafiola de Mallorca (Paredes-Esquivel et al., 2019).
Recientemente, los casos humanos han aumentado entre viajeros que re-
gresan de paises endémicos (Valerio Sallent et al., 2021). Entre los fac-
tores de riesgo se encuentra el consumo de caracoles crudos o poco
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cocinados, que forman parte de los platos tradicionales de algunos paises
europeos como Espafia o Francia. Ademas, estudios recientes también
han demostrado la capacidad de las larvas para hibernar en el interior de
los caracoles, lo que pone de manifiesto el potencial de supervivencia del
parasito (Anettova et al., 2023). Sin embargo, la mayoria de los casos de
NAS en humanos son el resultado de la ingestion accidental de vegetales
infectados con baba de caracoles o babosas, lo cual se puede prevenir
lavando y enjuagando minuciosamente los productos agricolas, especial-
mente las verduras de hoja verde.

Diversos estudios documentan que los roedores comensales en
zooldgicos son hospedadores de varios patégenos zoondsicos. En Portu-
gal, se identificaron cinco especies de endoparasitos en roedores del zoo-
I6gico de Lisboa: Hymenolepis diminuta y Cysticercus fasciolaris (Ces-
toda), Syphacia obvelata y Calodium hepaticum (syn. Capillaria hepa-
tica) (Nematoda), y Cryptosporidium sp. (Protozoa) (Crespo et al.,
2013). En la Republica Checa, se detectaron anticuerpos frente a Coxiella
burnetii, Francisella tularensis y Borrelia burgdorferi s.l. en roedores
silvestres recogidos en el zooldgico de Brno (Pittermannové et al., 2021).
En Francia, se identificaron plagas de roedores como fuentes potenciales
de contaminacién con Lawsonia intracellularis, aislada en varios gibo-
nes crestados (Hylobates pileatus) que presentaban diarrea en el zoolé-
gico de Mulhouse (Frangois-Brazier et al., 2021). En Espafia, las ratas
grises (Rattus norvegicus) del Zoo de Cordoba presentaron una prevalen-
ciay seroprevalencia de Leptospira spp. del 18,2 % y del 41,9 %, respec-
tivamente. Este estudio se llevo a cabo precisamente en la misma zona
donde se observé un brote de mortalidad aguda por leptospirosis en ma-
cacos de Berberia (Macaca sylvanus) en peligro de extincion mantenidos
en cautiverio (Beato-Benitez et al., 2024). Esta situacion pone de mani-
fiesto la importancia de fortalecer las medidas de control de los roedores
que habitan en los zooldgicos, los cuales proporcionan amplios recursos
(abundante alimento, agua, refugio y temperaturas ideales) para su proli-
feracion. Dada la excepcional capacidad de ciertos animales, en particu-
lar los primates, para acceder a los productos utilizados para el control
de plagas, se recomienda encarecidamente evitar el empleo de rodentici-
das o estaciones de cebo dentro de su recinto. En su lugar, el control pe-
rimetral debe reforzarse en todo el recinto del zooldgico y alrededor de
las instalaciones, empleando técnicas como las trampas instantaneas.
Ademas, también se deben implementar medidas rutinarias de control
ambiental, incluida la eliminacion de madrigueras y la eliminacion del
exceso de alimento.
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[1]

[2]

(3]

CONCLUSIONES

Angyostrongilus cantonensis esta emergiendo en Europa, y su pre-
sencia parece consolidarse en el este de Espafia.

Existe un riesgo para diversas especies de mamiferos, incluidos
los humanos, por lo cual es necesario que los profesionales de la sa-
lud humanay animal establezcan programas de vigilancia especificos
para este parasito.

La deteccion temprana de A. cantonensis es compleja, y el trata-
miento de la infeccion no siempre resulta efectivo, lo que resalta la
importancia de estrategias preventivas.

En los primates no humanos se deben aplicar medidas de preven-
cién y control similares a las recomendadas para los humanos,
como evitar el consumo de verduras sin lavar adecuadamente, asi
como caracoles, moluscos o crustaceos crudos.

Es fundamental implementar un control y monitoreo eficiente de
roedores terrestres y caracoles en areas urbanas y antropizadas
para reducir el riesgo de transmision del parasito.
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USO E IMPACTO DE LOS FARMACOS ANTIHELMINTICOS EN
RUMIANTES BAJO EL CONTEXTO DE SOSTENIBILIDAD
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RESUMEN

Los sistemas de produccion ganaderos basados en el pastoreo jue-
gan un papel vital en la promocion de practicas agricolas sostenibles en
Europa. Estos sistemas dependen de los recursos naturales como una
fuente de alimento asequible en la granja. Sin embargo, estos sistemas
tienen ciertas desventajas, particularmente en lo que respecta a la salud
animal, ya que el ganado en pastoreo es muy susceptible a infecciones
causadas por parasitos helmintos. Estas infecciones pueden suponer una
carga economica sustancial en el sistema productivo de la explotacion, y
el método mas comunmente utilizado para su control es la administracion
de farmacos antihelminticos. Sin embargo, recientemente estos farmacos
se han considerado recientemente como contaminantes emergentes, ya
gue su presencia en los ecosistemas terrestres y acuaticos representa ries-
gos ambientales. En el presente trabajo se revisa la situacion actual en
cuanto al uso, eficacia y posible impacto de estos farmacos, y se describe
una posible hoja de ruta para realizar un uso mas sostenible de los
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mismos. Por lo tanto, es importante avanzar, consolidar y difundir el co-
nocimiento sobre la presencia ambiental y el impacto ecologico de los
antiparasitarios administrados al ganado, al mismo tiempo que se propo-
nen practicas y métodos mas sostenibles para minimizar su uso en el con-
trol de las infecciones por helmintos.

ABSTRACT

Pasture-based livestock production systems play an important
role in promoting sustainable agricultural practices in Europe. These sys-
tems rely on natural resources as an affordable on-farm feed source.
However, these systems have certain disadvantages, particularly in terms
of animal health, as grazing livestock are highly susceptible to infections
caused by helminth parasites. These infections can place a significant
economic burden on the farm production system, and the most com-
monly used method to control them is the administration of anthelmintic
drugs. However, these drugs have recently been considered as emerging
contaminants, as their presence in terrestrial and aquatic ecosystems po-
ses environmental risks. This study reviews the current situation regar-
ding the use, efficacy and potential impacts of these drugs and describes
a possible roadmap for a more sustainable use of anthelmintics. There-
fore, it is important to advance, consolidate and disseminate knowledge
on the environmental presence and ecological impact of antiparasitic
drugs administered to livestock, while proposing more sustainable prac-
tices and methods to minimize their use in the control of helminth infec-
tions.

INTRODUCCION

Los sistemas de produccion ganaderos que se basan en el uso de
pastos desempefian un papel fundamental en la promocion de préacticas
de ganaderia sostenible, especialmente en diversas regiones de clima
templado de Europa, incluyendo Espafa. Estos sistemas aprovechan el
pastoreo de hierbas como una fuente de alimentacién accesible y rentable
dentro de la misma explotacion, lo cual constituye un pilar de la produc-
cion sostenible y econdmicamente viable para muchos ganaderos de ga-
nado bovino, ovino y caprino (Hanrahan et al., 2018). Sin embargo, aun-
que estos sistemas aportan importantes beneficios, también presentan va-
rios desafios, siendo uno de los principales la preocupacion en torno a la
salud animal. Los animales alimentados principalmente a base de pasto,
como el ganado vacuno y ovino, son especialmente vulnerables a sufrir
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infecciones por paréasitos helmintos, los cuales encuentran en estos en-
tornos condiciones ideales para su proliferacion. Este tipo de infecciones
representa una amenaza significativa y puede generar una carga econo-
mica considerable para los sistemas de produccion en las ganaderias
afectadas.

Segun el estudio realizado por Charlier et al. (2021), el coste anual
combinado derivado de las principales infecciones por helmintos, como
los nematodos gastrointestinales, Fasciola hepatica y Dictyocaulus vi-
viparus, que afectan al ganado vacuno, ovino y caprino, en Europa se
estima en unos 1.800 millones de euros. De este total, aproximadamente
un 81 %, lo que equivale a unos 1.460 millones de euros, corresponde a
pérdidas econdmicas directamente relacionadas con la reduccion en la
produccion, mientras que el restante 19 % (unos 350 millones de euros)
se atribuye a los gastos en tratamientos antihelminticos. Dada su reper-
cusién econdmica y su impacto directo en la salud animal, los antipara-
sitarios ocupan en la actualidad el segundo lugar en importancia dentro
del mercado mundial de productos para la sanidad animal. En 2018, el
mercado global de antiparasitarios alcanz6 un valor de aproximadamente
7.000 millones de euros, y ha mostrado una tasa de crecimiento media
anual del 6 % durante la Gltima década, tendencia que se espera continue
en el futuro (Selzer y Epe, 2021). En concreto las infecciones por nema-
todos gastrointestinales pueden provocar pérdidas de entre el 10 y el 50
% de la produccion debido a un menor crecimiento de los animales y a
una menor produccion de leche, entre otros. En cuanto a la infeccion por
F. hepatica, ésta también afecta gravemente la salud animal, produciendo
la muerte de los animales en los casos méas agudos; en los casos cronicos
aparece un deterioro general del animal, con adelgazamiento, menores
rendimientos productivos y decomiso de los higados en el matadero
(Charlier et al., 2014). La prevalencia de las infecciones por nematodos
gastrointestinales en Espafia es alta (68,2-100 %) y la intensidad del pa-
rasitismo es media-baja dependiendo de las zonas donde se realice el pas-
toreo, si se trata de zonas de secano o de regadio (Martinez-Valladares et
al., 2013b). Sin embargo, se ha demostrado que incluso niveles bajos de
infeccion, entre 100 y 150 huevos por gramo en heces, pueden influir
negativamente en el rendimiento lechero al final de la lactacién, con casi
un 10 % menos de rendimientos productivos (Martinez-Valladares et al.,
2019). Tal y como se expone en el presente trabajo, el método mas utili-
zado para controlar estas infecciones es el tratamiento con farmacos an-
tihelminticos. Sin embargo, el uso abusivo de los mismos ha dado lugar
a una serie de consecuencias, desde la aparicion de las resistencias
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antihelminticas, hasta la presencia de residuos ambientales, con su con-
secuente impacto en diferentes ecosistemas. Por lo tanto, es necesario un
enfoque maés sostenible del control de las infecciones por parésitos hel-
mintos donde se tenga en cuenta no solamente la salud animal, sino tam-
bién la salud ambiental, sin olvidarnos de no poner en riesgo las produc-
ciones ganaderas.

REVISION DEL ORIGEN, EVOLUCION TEMPORAL Y SITUA-
CION ACTUAL DEL TEMA

¢ Como afecta la administracién de los farmacos antihelminticos en
rumiantes sobre el medio ambiente?

Para abordar el tratamiento de las infecciones por parasitos hel-
mintos, existen varias clases de antihelminticos que actian mediante dis-
tintos mecanismos. Entre ellos, se incluyen los benzimidazoles, entre los
que destacan el albendazol y el fenbendazol; las lactonas macrociclicas,
gue se subdividen en avermectinas y milbemicinas, como la ivermectina,
la moxidectina y la eprinomectina; asi como otras categorias de agentes
como las salicilanilidas, las tetrahidropirimidinas, los imidazotiazoles
(como el levamisol), los organofosfatos y los derivados aminoacetonitri-
licos. Estos farmacos antihelminticos se administran mediante diversas
vias, tales como la via oral, la via inyectable o de aplicacion tépica (pour-
on). Una vez administrados, los farmacos se metabolizan dentro del or-
ganismo del animal y son excretados ya sea a través de la orina o las
heces, bien como el farmaco original o como metabolitos de este.

El perfil de excrecion del farmaco depende de factores como la
via de administracion y las propiedades fisicoquimicas de cada com-
puesto especifico. Por ejemplo, cuando los medicamentos se administran
por via oral, la mayor parte se excreta sin modificaciones significativas
en las heces, mientras que los compuestos administrados por via inyec-
table o en forma oral sufren un metabolismo mas amplio antes de su ex-
crecion (Wardhaugh, 2005). En particular, las avermectinas son elimina-
das principalmente a través de las heces, mientras que los benzimidazoles
y el levamisol son predominantemente excretados en la orina (McKellar,
1997). Sin embargo, la falta de datos detallados sobre estos procesos hace
dificil interpretar o comparar los patrones especificos de excrecién de los
diversos antihelminticos empleados en los animales. Ademaés, se deben
considerar los puntos de entrada de estos productos en el medio am-
biente, como los vertidos accidentales durante su aplicacion y la elimi-
nacion inadecuada de los restos de farmacos, lo cual sugiere que estos
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“agroquimicos” pueden tener una persistencia considerable en el medio
ambiente, con posibles efectos a largo plazo (Horvat et al., 2012; Snow
et al., 2018; Charuaud et al., 2019).

Dadas sus propiedades fisicoquimicas particulares, los antihel-
minticos tienden a presentar una baja solubilidad en agua junto con altos
coeficientes de adsorcidn, lo que significa que tienen una mayor tenden-
cia a adherirse a particulas solidas que a disolverse en medios acuosos.
Por consiguiente, estos compuestos suelen asociarse mas facilmente con
los materiales presentes en el suelo y los sedimentos que con las corrien-
tes de agua (Tolls, 2001). Esta inclinacién hacia la adsorcion en sélidos
y sedimentos se refleja claramente en la mayoria de las metodologias
analiticas, asi como en estudios previos orientados a detectar la presencia
de antihelminticos, que se han enfocado predominantemente en muestras
de suelo o sedimentos (Mooney et al., 2021). La presencia de estos com-
puestos en ecosistemas terrestres y acuaticos plantea importantes preo-
cupaciones ambientales debido a los posibles efectos nocivos que pueden
tener sobre la biodiversidad y el equilibrio de estos sistemas. En particu-
lar, esta problematica se debe principalmente a la elevada toxicidad de
ciertos antihelminticos como el albendazol, la ivermectina y la eprino-
mectina, los cuales resultan altamente perjudiciales para diversos orga-
nismos tanto en ecosistemas terrestres como acuaticos (Beynon, 2012;
Vokial et al., 2023). Entre los organismos terrestres afectados se inclu-
yen, entre otros, las lombrices de tierra y los colémbolos (Scheffczyk et
al., 2016; Junco et al., 2021), mientras que en los ecosistemas acuaticos
el impacto se observa en invertebrados y peces (Lumaret et al., 2012;
Serafini et al., 2019). Sin embargo, gran parte de la investigacion sobre
los efectos adversos de los antihelminticos ha concentrado su atencion
en los artrépodos que habitan en el estiércol, como los escarabajos pelo-
teros, debido a su funcién esencial en el reciclaje de nutrientes y la des-
composicion de la materia organica, lo que influye en la fertilidad del
suelo (Jacob et al., 2015; Manning et al., 2017; Lewis et al., 2024). En
contraste, se sabe menos sobre los efectos de estos compuestos en otros
organismos que habitan directamente en el suelo y en las comunidades
acuaticas. Estas observaciones respaldan la clasificacion de los antihel-
minticos como “contaminantes emergentes”, una categoria que agrupa a
aquellos compuestos cuya presencia y efectos en el medio ambiente son
motivo de creciente preocupacion (Lagos et al., 2022).

Por otra parte, los estudios que examinan especificamente los li-
xiviados de estiércol y el comportamiento de los antihelminticos en aguas
superficiales han sido escasos en numero. Las investigaciones realizadas
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en esta area han demostrado que los antihelminticos pueden desplazarse
por la superficie del suelo asociados a particulas y que tienden a movili-
zarse a través de flujos preferenciales en macroporos, canales que permi-
ten el paso de agua y particulas mas rapido de lo que ocurriria en un flujo
homogéneo a través del suelo (Kreuzig et al., 2007). En regiones de acui-
feros karsticos, los suelos presentan fracturas amplias, depresiones y co-
rrientes subterraneas rapidas, que permiten la recarga del agua subterra-
nea con poca o nula atenuacion de contaminantes (Coxon, 2011). Como
resultado, las aguas subterraneas en estos entornos muestran una vulne-
rabilidad significativa ante la contaminacién por farmacos antihelminti-
cos, especialmente en zonas con intensa actividad ganadera.

Farmacos
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FIGURA 1. Distribucion de los residuos de los farmacos antihelminticos en el medio
ambiente.

Tierra

Un estudio realizado en Irlanda en 2018 detect6 concentraciones
de diecisiete compuestos antihelminticos de hasta 41 ng/l en el 22 % de
los lugares muestreados, incluyendo aguas subterraneas y aguas superfi-
ciales asociadas, incluyendo los farmacos benzimidazoles, que ocasio-
nalmente llegaron al valor umbral de plaguicidas en Irlanda de 75 ng/I
(Mooney et al., 2021). Aunque no era probable que la mayoria de las
concentraciones de los benzimidazoles detectadas en ese estudio supu-
sieran un riesgo ambiental agudo para los organismos acuéaticos, preo-
cupa que los niveles de ivermectina, detectados en concentraciones de
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hasta 47,5 ng/l, fueran altamente toxicos para una serie de organismos
acuaticos, como el entero Neomysis integer, Gammarus sp. y Daphnia
magna (Horvat et al., 2012). Por otra parte, también se detectaron varios
benzimidazoles en rios de Polonia y Espafia, con concentraciones que
oscilaban entre 0,32 y 39,2 ng/l (Wagil et al., 2015; Zrncic et al., 2014).
En los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales que
abastecen a las industrias farmacéuticas se detectd el farmaco flubenda-
zol en concentraciones de hasta 671 ng/l en Bélgica (Van De Steene y
Lambert, 2008), y febantel en efluentes de Croacia en concentraciones
de hasta 60 ng/l1 (Babi¢ et al., 2010).

Una vez que los antihelminticos se encuentran en el suelo, se es-
pera que interactien con los microorganismos del mismo, aunque aun se
dispone de poca informacion sobre el grado de toxicidad que pueden pre-
sentar estos compuestos en los diferentes grupos microbianos. Un estudio
muy reciente demostrd que el albendazol puede reducir significativa-
mente la abundancia de hongos totales y arqueas, principalmente las per-
tenecientes al filo Crenarchaeota (Lagos et al., 2023). Asimismo, junto
con otros antihelminticos como la ivermectina y la eprinomectina, el al-
bendazol también inhibid los procesos de nitrificacion de los suelos, re-
duciendo tanto los niveles de arqueas como los de bacterias que oxidan
el amoniaco; estos organismos funcionan como bioindicadores de la to-
xicidad potencial de estresores abidticos en la microbiota del suelo (Sar-
kar et al., 2023). Los autores de este estudio concluyeron que la aplica-
cion de antihelminticos producia diferentes efectos, dependiendo de las
concentraciones encontradas, en la diversidad microbiana del suelo, ob-
servando alteraciones que podrian afectar a procesos fundamentales en
la fertilidad del suelo, como el ciclo del nitrégeno (Lagos et al., 2023).
Es importante indicar que la nitrificacion es un proceso bioquimico clave
para la fertilidad del suelo, en el que las bacterias nitrificantes convierten
el amonio en nitratos, los cuales pueden ser aprovechados por las plantas
(Norton et al., 2019). Por lo tanto, es necesario realizar estudios adicio-
nales sobre los efectos potenciales de los antihelminticos sobre el ciclo
del nitrégeno y, en particular, sobre la oxidacion del amoniaco, dada su
importancia en la disponibilidad de nutrientes para las plantas.

En cuanto al efecto de los antihelminticos en las plantas, la infor-
macion disponible es limitada, e incluso algunos estudios sugieren que
no parecen ejercer un impacto negativo directo en el crecimiento vegetal.
Investigaciones previas indican que la penetracion directa de las averme-
ctinas en los tejidos vegetales es poco significativa. Sin embargo, un
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estudio mas reciente informo de concentraciones relativamente elevadas
de ivermectina en plantas que crecian muy proximas a restos de heces
animales, lo cual indicaria un potencial de absorcion indirecta desde el
suelo o el estiércol circundante (Iglesias et al., 2018). Segun Vokial et
al. (2019), las pruebas para determinar la germinacion de semillas y el
crecimiento temprano de raices revel6 una fitotoxicidad significativa de
la ivermectina, mostrando una inhibicién del crecimiento de raices de
hasta un 20 % a concentraciones tan bajas como 50 nM, nivel que es
factible encontrar en ciertos ambientes. Esto plantea interrogantes sobre
el posible impacto de los antihelminticos en las plantas que crecen en
suelos contaminados por estos compuestos.

Los antihelminticos son actualmente clasificados como Contami-
nantes Organicos Emergentes (COE) (Jurado et al., 2012; Lapworth et
al., 2012; Moreau et al., 2019), lo que plantea preocupaciones potencial-
mente significativas debido a su impacto incierto y multifacético en el
medio ambiente. Esta preocupacién se amplifica por el hecho de que su
presencia en diversos ecosistemas podria influir negativamente en la apa-
ricion y propagacion de resistencias a los antihelminticos en el ganado
gue consume plantas contaminadas con estos compuestos. En un estudio
realizado por Navratilova et al., (2021) se administr6 albendazol a un
grupo de ovejas infectadas de forma natural por nematodos gastrointes-
tinales; el estiércol de estos animales se utiliz6 como fertilizante para un
campo el cual posteriormente fue empleado como fuente de alimentacion
para un lote de ovejas de otra granja. Lo que sorprendié a los investiga-
dores fue el hallazgo de niveles notablemente elevados del metabolito
albendazol-sulfoxido en varias matrices, incluyendo el estiércol, las plan-
tas, el plasma ovino, el contenido ruminal y las heces de las ovejas ana-
lizadas. Estos hallazgos aportan una evidencia valiosa y preocupante so-
bre la transmision del albendazol desde las heces de las ovejas hacia las
plantas, y su posterior transferencia a otros ejemplares de ovejas en con-
diciones agricolas reales. Este ciclo de exposicion a los farmacos, que
puede considerarse un fendmeno de persistencia ambiental, potencial-
mente fomenta la aparicion de resistencias antihelminticas en los helmin-
tos que infectan a los animales en pastores, complicando ain mas la efi-
cacia de los tratamientos en el ganado. Adicionalmente, Kellerova et al.
(2020a, 2020b) llevaron a cabo investigaciones que demostraron que la
exposicion a dosis subletales de albendazol y de su metabolito albenda-
zol-sulfoxido en el nematodo gastrointestinal Haemonchus contortus in-
ducia una activacion significativa de varias enzimas responsables del me-
tabolismo de estos compuestos. Este hecho mejord la capacidad del
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nematodo para eliminar el antihelmintico durante tratamientos terapéuti-
cos subsiguientes, lo que puede llevar a una disminucion en la eficacia
de los tratamientos convencionales. En resumen, los efectos acumulati-
vos de los antihelminticos en el medio ambiente y su potencial para in-
ducir resistencias en los helmintos son areas criticas que requieren una
atencion y un estudio mas profundos para mitigar sus impactos adversos
en la salud animal y la sostenibilidad de la ganaderia.

¢ Cudl es la situacion en cuanto a la presencia de resistencias antihel-
minticas en rumiantes?

La desparasitacion estratégica del ganado, con normalmente dos
tratamientos, uno en primavera y otro en otofio, tiene un enorme poten-
cial para reducir la incidencia de infecciones por parasitos helmintos
(Rojo-Vazquez y Hosking, 2013). Sin embargo, el uso indebido y masivo
de estos farmacos como forma “preventiva”, y mayoritariamente sin un
diagnostico previo, es el origen de la aparicion de las resistencias. El au-
mento de las poblaciones de parasitos resistentes es motivo de grave
preocupacion en toda Europa, especialmente en el ganado ovino, tanto
por razones econdémicas como de salud pablica y medioambiental (Him-
melstjernay Rinaldi, 2020). En este contexto, es importante destacar que,
desde el 28 de enero de 2022 esta vigente el nuevo Reglamento (UE)
2019/6 del Parlamento Europeo y del Consejo, del 11 de diciembre de
2018, sobre medicamentos veterinarios (por el que se deroga la Directiva
2001/82/CE), que contempla el uso sostenible de farmacos antihelminti-
cos para prevenir la aparicion de resistencias.

La resistencia a los antihelminticos ha evolucionado hasta con-
vertirse en una amenaza global alarmante que pone en peligro el control
eficaz de los parésitos y, por ende, la productividad sostenible de la ga-
naderia. Un meta-anélisis exhaustivo de datos provenientes de diversas
investigaciones europeas revela que la prevalencia de la resistencia anti-
helmintica a las principales clases de farmacos empleados en el trata-
miento de nematodos gastrointestinales en el ganado oscilaba entre un 48
% y 86 % (Rose Vineer et al., 2020). Esta situacion se ve agravada por
el creciente nimero de casos de resistencia cruzada y multirresistencia,
lo que complica aun mas la situacion sanitaria del ganado. En Espafia,
los parésitos multirresistentes son altamente prevalentes, y no es infre-
cuente encontrar explotaciones en las que existe resistencia a todos los
antihelminticos disponibles en el mercado. En estudios realizados hace
mas de 15 afos ya se detectd la presencia de resistencias en el 63,6 % de
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los rebafios ovinos muestreados en Castilla y Ledn (estudios realizados
entre los afios 2006 y 2011), la mayoria de ellos al levamisol (59,0 %),
ivermectina (27,3 %) y albendazol (13,6 %), ademas se mostraron resis-
tencias multiples en el 27,2 % de ellos (Martinez-Valladares et al.,
2013a). Un estudio retrospectivo sobre la progresion de la resistencia en
la misma Comunidad Autonoma, Castillay Leon, llevado a cabo durante
la altima década, mostrd que la resistencia se mantenia constante, siendo
el nematodo gastrointestinal Teladorsagia circumcincta la especie mas
resistente (Martinez-Valladares et al., 2015). Estos datos sefialan a la RA
como un grave problema para los pequefios rumiantes a medio plazo.
Resultados similares se encontraron en Aragdn entre los afios 2007y
2009, donde la prevalencia de resistencia antihelmintica se estimé en un
11 % de los rebafios de ovino, aunque los autores sospecharon de la pre-
sencia de cepas de parasitos resistentes a los enzimidazoles en el 98 %
de las muestras analizadas (Calvete y Uriarte, 2013). Datos mas actuales
sobre prevalencia de la resistencia en Castillay Ledn (muestreos realiza-
dos entre los afios 2023 y 2024 en el ganado ovino) estan demostrando
un mantenimiento de los niveles de resistencia a los benzimidazoles
(19,2 %), y sin embargo hay un aumento preocupante de la resistencia a
las lactonas macrociclicas, presente en el 77,8 % de los rebafios de ovino
muestreados (Gonzalez del Palacio et al., 2024). Cabe destacar que los
rebafos que resultaron resistentes a la ivermectina la estaban utilizando
con asiduidad en los Gltimos afios, por lo que su eficacia habia dismi-
nuido irremediablemente. En paralelo, se llevo a cabo una encuesta a 140
ganaderos de ovino para identificar los factores que afectan la resistencia
antihelmintica en el pais. La mayoria de los encuestados (53 %) tenia
entre 51 y 65 afios y un 59 % no contaba con estudios previos. Solo el 19
% planificaba las desparasitaciones con ayuda de su veterinario, mientras
que el 60% consideraba estos tratamientos necesarios para mejorar la
productividad. Aun cuando el 67 % creia necesario realizar coprologias
para decidir sobre si era necesario desparasitar, solamente el 21 % lo ha-
cia de forma previa. Menos de la mitad (42 %) consideraba la resistencia
como un problema a tener en cuenta en su explotacion y el 12 % sospe-
chaba de su presencia en sus rebafios. Sin embargo, solamente el 7 %
habia realizado en algin momento alguna prueba para detectar resisten-
cias. En cuanto a los farmacos usados en el ultimo afio, solo el 15 % pudo
indicar qué farmaco habia utilizado. Los principios activos mas utiliza-
dos fueron mebendazol y closantel (26 % cada uno), seguidos por iver-
mectina (18 %) y netobimin (16 %), siendo la combinacién de mebenda-
zol y closantel la més administrada (32 %) (Martinez-Valladares et al.,
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2024). Este estudio demuestra la falta de conocimiento por parte de los
ganaderos sobre el control de los parasitos y la problematica de la resis-
tencia antihelmintica. Es por ello que se necesitan de mas recursos para
poder formar a los ganaderos y de esta forma aplicar todas las medidas
disponibles de control de forma mas efectiva con el fin tltimo de preser-
var la eficacia de los tratamientos antihelminticos actuales. Esto es de
gran importancia ya que a pesar de la alta prevalencia de las infecciones
por parasitos helmintos, existen escasas vacunas de uso veterinario. Re-
cientemente se comercializd Barbervax® para prevenir la infeccion por
H. contortus en Australia; lamentablemente, las vacunas de subunidades
basadas en las proteinas H11 y H-gal-GP no han tenido éxito a la hora de
conferir proteccion (Stutzer et al., 2018; Gonzalez- Sanchez et al., 2019).
Ademas, la falta de nuevos farmacos estd agravando el problema de la
resistencia. Los farmacos monepantel y derquantel, introducidos inicial-
mente en Nueva Zelanda la década pasada (Kaminsky et al., 2008; Little
et al., 2010), fueron una solucion temporal ya que, debido al uso inade-
cuado de los farmacos, se han descrito ya numerosos casos de resistencia
en diferentes paises alrededor de todo el mundo en aquellos paises donde
se comercializan (Scott et al., 2013; Van den Brom et al., 2015).

La Organizacién Mundial de Sanidad Animal (WOAH, 2021), an-
teriormente conocida como OIE, ha emitido alertas sobre la necesidad
urgente e ineludible de un uso responsable y prudente de los antihelmin-
ticos para mitigar el desarrollo de resistencias en el ganado. La utiliza-
cion continua de estos farmacos no solo favorece el probable surgimiento
de cepas resistentes, sino que también representa un riesgo potencial-
mente significativo para el medio ambiente. Si un tratamiento no resulta
eficaz debido a la presencia de cepas de helmintos resistentes, es alta-
mente probable que se incremente la frecuencia de tratamientos con otros
antihelminticos, lo que a su vez conllevaria una mayor concentracion de
residuos en el entorno natural.

¢ Existen alternativas a la utilizacion de los farmacos antihelminti-
cos para el control de la infeccion?

En consecuencia, actualmente se estan implementando diversas
formas alternativas de control de helmintos en el ganado, con el objetivo
Gltimo de reducir la dependencia de los farmacos convencionales. Entre
las soluciones sostenibles que se han propuesto se encuentran los “trata-
mientos selectivos dirigidos”, que se aplica a animales individuales uti-
lizando herramientas de apoyo a la toma de decisiones, como el recuento
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de huevos en heces y el aumento de peso del ganado. Otra opcidn es el
«tratamiento selectivo» basado en herramientas de evaluacion de riesgo
relacionadas con los pastos, como la deteccion de anticuerpos especificos
del parasito en la leche, para decidir cuando y como tratar a los animales.
Ademas, se han identificado practicas alternativas o complementarias
que incluyen el uso de nutracéuticos (compuestos bioactivos), hongos
nematocidas, la vacunacion y/o la implementacion de précticas de ges-
tion sostenible de los pastos (Charlier et al., 2022). También se han desa-
rrollado pruebas diagnosticas novedosas para las infecciones por helmin-
tos y la deteccion de la resistencia a los antihelminticos asi como herra-
mientas de apoyo a la toma de decisiones sobre la necesidad o no de des-
parasitar al rebafo (Rinaldi et al., 2022).

Aunque estos enfoques se han descrito en la literatura cientifica,
han recibido relativamente poca atencién en la practica, en parte porque
la demanda de su uso era baja en un contexto donde los medicamentos
eficaces eran accesibles y asequibles. Por lo tanto, los agricultores a me-
nudo no aplican de forma rutinaria practicas sostenibles, a pesar de que
estas practicas de gestion estan disefiadas especificamente para frenar el
avance de la Resistencia antihelmintica. Parece evidente que la acepta-
cion y aplicacion de préacticas de gestion sostenibles es mas efectiva
cuando las recomendaciones cumplen con los criterios de practicidad y
viabilidad econémica de los agricultores. Esto resalta la importancia de
desarrollar estrategias que no solo sean efectivas desde el punto de vista
cientifico, sino también factibles y atractivas para los productores en el
campo.

¢ Cuales son los principales desafios globales que tendremos que
abordar en el control de las infecciones por helmintos en rumiantes?

El Pacto Verde Europeo (https://www.consilium.europa.eu/es/po-
licies/green-deal/) establece un ambicioso y trascendental objetivo, con-
vertir a la Union Europea (UE) en el primer continente climaticamente
neutro antes del afio 2050. Esta meta implica un profundo compromiso
de transformacion en todas las areas del desarrollo economico, social y
ambiental. Como parte de este plan, la estrategia de la UE denominada
“De la Granja a la Mesa” (https://www.consilium.europa.eu/es/poli-
cies/from-farm-to-fork/) se ha fijado en abordar la contaminacion del
suelo con el fin de reducir a la mitad el uso de pesticidas de aqui al 2030.
Este esfuerzo se enfoca no solo en disminuir los riesgos que los com-
puestos quimicos representan para la salud humana y los ecosistemas,
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sino también en fomentar practicas agricolas mas sostenibles y respetuo-
sas con el medio ambiente. Paralelamente, la estrategia “Biodiversidad”
(https://environment.ec.europa.eu/strategy/biodiversity-strategy-2030_en)
de la UE busca mitigar los riesgos de los plaguicidas y, ademas, pro-
mueve que un 25 % de las tierras agricolas en el territorio europeo se
destine a practicas de agricultura ecoldgica. Este enfoque tiene como ob-
jetivo fomentar la biodiversidad, al tiempo que combate la degradacion
del suelo, protegiendo asi los ecosistemas y asegurando una mayor resi-
liencia ambiental. Asimismo, el Programa de Investigacion de la UE so-
bre medio ambiente, clima y salud, 2021-2030, establece seis grandes
objetivos (Drakvik et al., 2022). En este contexto, el objetivo 3, titulado
“sustancias quimicas y factores fisicos de estrés - prevenir y eliminar las
exposiciones quimicas nocivas para la salud”, se centra en analizar de
manera exhaustiva los efectos que las sustancias quimicas y otros facto-
res ambientales de estrés pueden tener en la salud humana y en el medio
ambiente. Aunque se han logrado importantes avances en la identifica-
cion de estos riesgos, persisten las incertidumbres sobre los impactos es-
pecificos que pueden tener diferentes grupos de factores de estrés en los
ecosistemas y en la salud humana. Este objetivo se relaciona con el ob-
jetivo 6, el cual subraya la importancia de “promover la investigacion
sobre el cambio transformador en el medio ambiente, el cambio climatico
y la salud”. En esta direccion, se considera necesario que las sociedades
desarrollen la capacidad de adaptarse a los retos crecientes planteados
tanto por los factores de estrés ambiental como por el cambio climatico.
Para lograrlo, sera indispensable una transformacion profunda en el com-
portamiento individual y colectivo, asi como en las politicas que rijan
todos los sectores y areas de gobierno.

Dentro de estos desafios se encuentran los denominados COE,
Contaminantes Organicos Emergentes, que son una serie de compuestos
manufacturados cuyo namero supera los 950, segun un informe de la red
NORMAN (del inglés, Network of reference laboratories, research cen-
tres and related organisations for monitoring of emerging environmental
substances) (2016). En su mayoria, estos compuestos no estan regulados
y presentan riesgos de toxicidad en gran medida desconocidos. Los COE
incluyen productos farmacéuticos, productos de cuidado personal, com-
puestos veterinarios, sustancias industriales, pesticidas, aditivos alimen-
tarios y nanomateriales. Se les considera “emergentes” debido a su re-
ciente identificacion en el ambiente, lo cual ha sido posible gracias a
avances en técnicas analiticas mas sensibles y precisas. Entre las preocu-
paciones actuales, la aparicion de estos contaminantes, como los
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antihelminticos, ha suscitado una alerta creciente por sus posibles efectos
adversos sobre la salud humana y el equilibrio ambiental (Moreau et al.,
2019). Aunque algunos de estos antihelminticos se incluyen en la cate-
goria de “nematocidas” dentro de la Directiva sobre agua potable (Direc-
tiva 2020/2184) y la Directiva sobre aguas subterraneas (Directiva
2006/118/CE) de la UE, actualmente no se lleva a cabo una cuantifica-
cién reglamentaria especifica de estos compuestos en ninguno de estos
dos tipos de aguas. Adicionalmente, no se han establecido estandares de
calidad ambiental para estos compuestos en aguas naturales.

La Agencia Europea de Medicamentos (CVMP, 2016) ha sefia-
lado que la falta de informacion suficiente dificulta una determinacion
definitiva sobre 20 sustancias que podrian clasificarse como “sustancias
toxicas, persistentes y bioacumulativas”, muchas de las cuales son far-
macos que actlian frente a diferentes especies de parasitos y que son em-
pleadas en la produccién de especies de consumo humano. Uno de los
compuestos considerados en este grupo es farmaco antihelmintico moxi-
dectina, cuya presencia en el medio ambiente plantea desafios importan-
tes. La vigilancia ambiental desempefia un papel esencial, ya que permite
evaluar las posibles consecuencias de estos contaminantes en el contexto
del cambio climéatico. Ademas, el aumento proyectado en el uso de anti-
helminticos, debido a la proliferacion de fendGmenos meteoroldgicos ex-
tremos que incrementan la carga parasitaria en el ganado y en otros or-
ganismos, subraya la necesidad urgente de mejorar el testaje ambiental
(Bloschl et al., 2019).

Por otro lado, la resistencia a los antihelminticos se ha convertido
en un problema critico en el control de las infecciones por helmintos,
afectando no solo a los nematodos gastrointestinales pero ahora se pre-
senta también como una amenaza emergente en Fasciola spp (Charlier
et al., 2022). Estos farmacos antihelminticos desempefian un papel fun-
damental en la salud, el bienestar y la productividad de los sistemas ga-
naderos basados en el pastoreo, ya que permiten un control efectivo de
los parasitos que comprometen tanto la salud de los animales como la
rentabilidad de las explotaciones. Sin embargo, debido a las limitaciones
en el desarrollo de nuevos antihelminticos, resulta cada vez mas esencial
tomar medidas para asegurar un uso sostenible y responsable de los re-
cursos farmacolégicos disponibles. Esta urgencia radica en que, si el ga-
nado se expone accidentalmente a niveles bajos de estos farmacos o sus
metabolitos, y luego se infecta con parasitos helmintos, se cree que estos
altimos podrian adaptar sus mecanismos de detoxificacion, incrementando
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asi su resistencia a los tratamientos. En este sentido, la necesidad de revisar
y optimizar el enfoque actual en el uso de antihelminticos es cada vez mas
reconocida, y se ha hecho evidente que el desarrollo de métodos mas sos-
tenibles para controlar la propagacion de la resistencia a estos farmacos es
un objetivo de gran urgencia.

Hasta el momento, solo unas pocas investigaciones han abordado
el tema de la presencia de antihelminticos y sus metabolitos en el medio
ambiente, siendo normalmente limitados en cuanto al analisis de los ries-
gos potenciales que su presencia puede representar para los ecosistemas
acuaticos, las plantas, y la microbiota del suelo. Aunque la relacion entre
la exposicion de animales a residuos de antihelminticos y el desarrollo
de resistencia aun no ha sido probada de manera concluyente, se sugiere
gue esta exposicion puede estar asociada con el incremento en las resis-
tencias observadas en las ultimas décadas. Para abordar este complejo
problema de forma efectiva, resulta necesario no solo reducir el uso de
estos farmacos, sino también desarrollar e implementar alternativas que
permitan una gestion eficaz de los parasitos sin comprometer la produc-
cion animal ni la salud ambiental. Sin embargo, el éxito en la implemen-
tacion de estos métodos alternativos dependera de la comprensién de las
barreras que histéricamente han dificultado su uso en el sector ganadero.

DISCUSION CRITICA Y CONCLUSIONES CONCISAS

¢ Cudl seria la hoja de ruta a seguir segun la situacion actual del uso
de los farmacos antihelminticos?

Tal y como se menciond anteriormente, investigaciones recientes
han revelado la presencia de residuos de antihelminticos en el medio am-
biente, en ciertos casos detectandose en concentraciones cercanas al li-
mite general establecido para plaguicidas (75 ng/l). No obstante, los es-
tudios disponibles son todavia muy escasos y en su mayoria se han cen-
trado Unicamente en muestras de suelo, dejando practicamente sin explo-
rar la presencia de estos residuos en el agua. Ante esta situacion, es fun-
damental ampliar el conocimiento sobre la distribucion real de estos re-
siduos, analizar su impacto en el entorno y determinar las préacticas agri-
colas que pueden contribuir a reducir su acumulacién y efectos adversos.

Abordar de forma integral la cuestion de los residuos de antihel-
minticos en el medio ambiente y su repercusion requiere, ademas, com-
prender con precision el patron de uso de estos farmacos y los factores
que determinan su aplicacion. Para ello es necesario conocer de forma
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detallada las ventas y el uso de cada una de las familias de los farmacos
antihelminticos, con el objetivo de trazar un panorama claro de las ten-
dencias en el uso de estos productos. Ademas, habria que evaluar la efi-
cacia de estos farmacos en el tratamiento de parasitos en el ganado, ya
que se ha observado que la resistencia a los antihelminticos puede derivar
en un uso y dosificacion incrementados, lo que genera un aumento de los
residuos en el entorno natural. Llevar un seguimiento continuo de la pre-
sencia de estos farmacos es esencial para testar los cambios a lo largo del
tiempo, vinculandolos tanto con practicas ganaderas especificas —como
dosis y vias de administracidbn—, asi como con los procesos de gestion
del estiércol (produccion, recogida, almacenamiento, tratamiento y apli-
cacion en el suelo). Para medir eficazmente los residuos de antihelminti-
cos en distintos componentes del entorno —tanto en suelo como en di-
versas fuentes de agua—, resulta indispensable desarrollar métodos ana-
liticos precisos y adaptados al tipo de muestra. Ademas, es crucial inves-
tigar como otros factores, incluidos los ambientales y climaticos, influ-
yen en la distribucion y el ciclo de estos compuestos y sus metabolitos
en el medio ambiente. Las condiciones del suelo, la topografia, la hidro-
logia, asi como la temperatura y las precipitaciones, son variables clave
que afectan la circulacion de los antihelminticos y podrian modificar su
comportamiento y persistencia.

Hasta la fecha, la evaluacion del riesgo ambiental para los medi-
camentos veterinarios, incluyendo los antihelminticos, se ha basado en
un analisis de dos fases centrado en el producto en lugar de en sus com-
puestos activos. En este modelo, los datos de ecotoxicidad y exposicion
que se requieren son bastante limitados en comparacion con otros marcos
de regulacion de sustancias quimicas en Europa, como en el caso de los
plaguicidas o biocidas. No obstante, es fundamental revisar los efectos
potenciales de los antihelminticos en distintos niveles troficos tanto en
los ecosistemas terrestres como acuéticos. En el suelo, los criterios de
valoracion incluirian el impacto sobre la microbiota del suelo —en tér-
minos de funciones y diversidad—, los nematodos, las lombrices de tie-
rra, los artropodos beneficiosos para el suelo, las plantas (flora silvestre
y cultivos forrajeros para animales), asi como las fases de vida libre de
los parasitos helmintos, los artropodos parasitos y las abejas. En los eco-
sistemas acuaticos, se deberian evaluar los efectos sobre vertebrados, in-
vertebrados y plantas acuaticas. Los resultados de estas evaluaciones po-
drian utilizarse para proponer valores umbral, los cuales serian de utili-
dad para orientar acerca de una nueva regulacién y proteccién ambiental
en este ambito.
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Para alcanzar el ambicioso objetivo de cero residuos en el medio
ambiente antes de 2030, tal y como lo indica el Pacto Verde Europeo, es
esencial evaluar, priorizar e implementar practicas agricolas que preven-
gan el uso excesivo o inadecuado de los farmacos antihelminticos. En
este sentido, se estan desarrollando y evaluando métodos alternativos y
mas sostenibles para el control de enfermedades causadas por parasitos
helmintos. Estos incluyen tratamientos selectivos que minimizan la ex-
posicion innecesaria, el uso de hongos nemat6fagos que pueden servir
como control bioldgico, el empleo de nutracéuticos como alternativa a
los medicamentos, y la mejora de métodos diagnosticos que permiten re-
ducir el uso de antihelminticos cuando no son necesarios o en casos de
resistencia. Para que estas practicas se integren efectivamente en la acti-
vidad ganadera, es fundamental concienciar a los ganaderos sobre la pre-
sencia e impacto de estos residuos en el medio ambiente, y sobre la im-
portancia de sus decisiones en el control de los parasitos. Ademas, deben
comprender el riesgo de que un uso excesivo o indebido de antihelminti-
cos favorece el desarrollo de resistencias, amenazando tanto la eficacia
de los tratamientos como el equilibrio ambiental. Esta sensibilizacion
sera clave para fomentar una adopcién amplia de précticas sostenibles y
para alcanzar los objetivos de proteccién ambiental en la gestion gana-
dera.

Los enfoques clasicos para estudiar los antihelminticos de origen
emergente en el medio ambiente suelen centrarse Gnicamente en identi-
ficar su presencia y analizar sus efectos, sin considerar otros factores re-
levantes como el comportamiento de la industria farmacéutica (ventas,
frecuencia de uso y eficacia de los farmacos), la gestion del estiércol, o
el impacto de factores ambientales y condiciones climéticas. Sin em-
bargo, aunqgue las tecnologias avanzadas y los conceptos innovadores son
esenciales, no seran suficientes por si solos para impulsar el cambio ne-
cesario.

Los puntos necesarios a contemplar en la hoja de ruta serian los
siguientes:

— Realizar un seguimiento de las ventas, el uso y la eficacia de los far-
macos antihelminticos en el ganado. Esta informacion permitira en-
tender mejor como estos productos circulan y se utilizan en el mer-
cado, y su impacto potencial en el medio ambiente.

— Estudiar los factores especificos que influyen en la presencia y con-
centracion de antihelminticos en el entorno, para lo cual se deberian
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emplear técnicas avanzadas de muestreo y seguimiento de alta reso-
lucion. Esto ayudaria a identificar las principales fuentes de emision
y las condiciones que favorecen la dispersion de los residuos en di-
Versos ecosistemas.

— Determinar el impacto de los residuos de los farmacos antihelminti-
cos en diferentes tipos de ecosistemas, tanto terrestres como acuéti-
cos, para identificar los efectos negativos que pueden tener en orga-
nismos y comunidades troficas.

— Implementar de técnicas de gestion méas efectivas para el uso de los
antihelminticos, integrando tratamientos alternativos y aplicando las
mejores practicas disponibles. Para ello habra que hacer una evalua-
cion de las opciones disponibles como la aplicacion de tratamientos
selectivos, el biocontrol, o evitar el uso innecesario de farmacos, to-
dos ellos para minimizar su impacto ambiental sin comprometer la
salud y produccion animal.

— Entender las barreras y dificultades que pueden impedir la implemen-
tacion de todos estos métodos sostenibles a corto plazo. Para ello es
necesario conocer las percepciones y actitudes de los ganaderos y ve-
terinarios, asi como otros actores relevantes que ayudaran a desarro-
llar estrategias de comunicacion y capacitacion que promuevan el
cambio hacia précticas mas sostenibles.

— Estudiar el impacto del uso de los farmacos antihelminticos inte-
grando todos los factores anteriormente mencionados. Para ello es
necesario realizar una modelizacion que incluya tanto los beneficios
de estos tratamientos en la salud animal, como los riesgos potenciales
para los ecosistemas, lo que permitira realizar una evaluacion com-
pleta del beneficio-riesgo mediante modelos matematicos. Estos mo-
delos podran ayudar en la toma de decisiones en la gestién de los
tratamientos, buscando un equilibrio entre la eficacia del control de
los parasitos, los rendimientos productivos y la proteccién del medio
ambiente.

Como conclusion final destacar que es necesario tender un puente
entre las distintas disciplinas que han desarrollado enfoques individuales
para abordar la aparicion y el impacto de los antihelminticos en el medio
ambiente, asi como para gestionar su uso en el ganado. El resultado de
estas colaboraciones seran nuevas combinaciones inteligentes de
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tecnologias alternativas y complementarias, asi como directrices sobre
mejores practicas de manejo. Los esfuerzos conjuntos aportarian pruebas
sobre la presencia de los fa&rmacos antihelminticos y sus metabolitos en
el medio ambiente, que sera necesario considerar en un contexto norma-
tivo. Por otro lado, para implicar eficazmente a las principales partes in-
teresadas del sector de la sanidad animal, es esencial comprender cémo
perciben el control de los helmintos los veterinarios, los ganaderos y las
empresas farmacéuticas. Ademas, seria necesario explorar las formas
mas sostenibles de reducir el uso de antihelminticos en el ganado y apli-
carlos con éxito en diversos entornos y practicas ganaderas. Para ello ha-
bria que incorporar técnicas y conocimientos procedentes de ambitos
hasta ahora inexplorados, en particular las ciencias sociales, para com-
prender el comportamiento humano en relacion con el control de los hel-
mintos, incluyendo la eleccion de los productos antihelminticos y los
obstéculos a la adopcidn de los consejos sobre mejores practicas.
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RESUMEN

La angiogenesis es un mecanismo por el cual se originan nuevos
vasos a partir de otros preexistentes en respuesta a la friccién, obstruc-
cion e hipoxia, procesos que se producen durante la dirofilariosis cardio-
pulmonar canina causada por Dirofilaria immitis en el endotelio vascular.
El objetivo de este trabajo fue evaluar si varias proteinas especificas del
antigeno excretor/secretor de los vermes adultos de D. immitis activan el
mecanismo angiogéenico y diferentes procesos asociados, como la
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migracion y proliferacién celular, en un modelo in vitro de células endo-
teliales vasculares. Estos cultivos fueron tratados con el antigeno excre-
tor/secretor (DIES) como control positivo, el Factor de Crecimiento En-
dotelial Vascular-A (VEGF-A) como precursor de la angiogénesis, y las
moléculas recombinantes Actina (rDiAct), Gliceraldehido 3-Fosfato
Deshidrogenasa (rDiGAPDH) y Galectina (rDiGal) del antigeno excre-
tor/secretor de vermes adultos de D. immitis con y sin VEGF-A, pieza
clave en este proceso, durante 24 horas. Como control del cultivo se em-
plearon cultivos no tratados en las mismas condiciones. DIES+VEGF-A,
rDIAct+VEGF-A, rDIGAPDH+VEGF-A y rDiGal+VEGF-A aumenta-
ron significativamente la produccion de VEGF-A, sVEGFR-2 y mEn-
doglina (moléculas pro-angiogénicas) en comparacion con los otros cul-
tivos tratados con las proteinas recombinantes exclusivamente, con
VEGF-A y con los cultivos no tratados. Ademas, DIES+VEGF-A,
rDIAct+VEGF- A, rDIGAPDH+VEGF-Ay rDiGal+VEGF-A produjeron
un aumento significativo en la proliferacion y migracion celular y en la
formacion de pseudocapilares. La estimulacion del mecanismo proangio-
génico, asi como la induccion de los procesos celulares, podrian favore-
cer lasupervivencia de D. immitis en los vasos sanguineos y remodelar el
endotelio vascular.

ABSTRACT

Angiogenesis is a mechanism by which new vessels originate
from pre-existing ones in response to friction, obstruction and hypoxia,
processes that occur during canine cardiopulmonary dirofilariasis caused
by Dirofilaria immitis in the vascular endothelium. The aim of this work
was to evaluate whether several specific proteins of the excretory/secre-
tory antigen of adult D. immitis worms activate the angiogenic mecha-
nism and related processes such as cell migration and proliferation,
treated with the excretory/secretory antigen (DIES) as a positive control,
Vascular Endothelial Growth Factor-A (VEGF-A) as a precursor of an-
giogenesis, and the recombinant molecules Actin (rDiAct), Glyceral-
dehyde 3-Phosphate Dehydrogenase (rDiGAPDH) and Galectin (rDi-
Gal) from the excretory/secretory antigen of adult D. immitis adult
worms with and without VEGF-A, a key player in this process, for 24
hours. Untreated cultures under the same conditions were used as culture
control. DIES+VEGF-A, rDiAct+VEGF-A, rDIGAPDH+VEGF-A and
rDiGal+VEGF-A significantly increased the production of VEGF-A,
SVEGFR-2 and mEndoglin (pro-angiogenic molecules) compared to the
other cultures treated with the recombinant proteins alone, VEGF-A
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and untreated cultures. In addition, DIES+VEGF-A, rDiAct+VEGF-A,
rDIGAPDH+VEGF-A and rDiGal+VEGF-A produced a significant in-
crease in cell proliferation, migration and pseudocapillary formation. Sti-
mulation of the proangiogenic mechanism, as well as induction of cellu-
lar processes, could favour the survival of D. immitis in blood vessels
and remodelling of the vascular endothelium.

1. INTRODUCCION
1.1. El endotelio vascular

El endotelio vascular constituye la capa interna de los vasos san-
guineos. Es una superficie lisa formada por una monocapa de células
endoteliales que actia como barrera semipermeable entre el interior de
los vasos sanguineos (arterias, capilares y venas) y los tejidos circun-
dantes. Supone un 6rgano clave para la regulacion de muchos procesos
fisiolégicos, como la permeabilidad y el aporte de nutrientes al tejido, la
regulacion del tono vascular y el flujo sanguineo, la respuesta inflamato-
ria, la hemostasia, la coagulacion, la fibrindlisis o el remodelado de los
tejidos vasculares, la proliferacion y contraccion del musculo liso vascu-
lar en respuesta a un dafio vascular, y la produccion de distintas sustan-
cias con efectos autoreguladores (vasodilatadores y vasoconstrictores)
(Dejana et al., 2001, 2004).

Las células endoteliales son muy diferentes en cuanto a sus pro-
piedades funcionales y a sus perfiles de expresion génica, que dependen
del tipo de vaso al que pertenezcan, del érgano, de su grado de diferen-
ciacién y de su estado proliferativo (Herold y Kalucka, 2020). Podemos
diferenciar, grosso modo, a las células endoteliales quiescentes, que ha-
cen del endotelio una pared estable y una barrera funcional, y las células
endoteliales activas que, ante determinados estimulos, pueden abandonar
el endotelio y abordar procesos de proliferacion, migracion y quimiota-
xis, 0 de establecimiento de uniones con otras células (Eilken y Adams,
2010).

1.2. Formacion de los vasos sanguineos y angiogénesis

Se pueden diferenciar dos procesos principales de formacion de
vasos sanguineos, que son la vasculogénesis y la angiogénesis. Si bien
existen otros procesos también importantes que complementan estos dos,
como el remodelado vascular o la intususcepcién, pero son los mas es-
tudiados (Patan, 2004).
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La vasculogénesis consiste en la formacion del plexo vascular pri-
mario o primitivo durante el desarrollo embrionario. Este proceso supone
la formacidn de nuevos vasos a partir de hemangioblastos, células pluri-
potentes que también dan lugar a las lineas hematopoyéticas. Los he-
mangioblastos, estimulados por moléculas, entre las que destaca el Fac-
tor de Crecimiento Endotelial Vascular (del inglés, Vascular Endothelial
Growth Factor, VEGF), se diferencian y organizan dando lugar al plexo
vascular primario (Patan, 2004). El sistema vascular aumenta su tamafio
y complejidad durante el desarrollo embrionario gracias a los subsecuen-
tes procesos de angiogénesis a partir del plexo primario (Coultas et al.,
2005; Herbert y Stainier, 2011).

La angiogénesis es la formacion de nuevos vasos sanguineos a
partir de vasos preexistentes, un proceso clave en la resolucion de situa-
ciones fisiol6gicas como la cicatrizacion de heridas y los procesos infla-
matorios obstructivos, entre otros (Figura 1). La angiogénesis se desen-
cadena en respuesta a un estimulo (hipoxia/isquemia tisular) que conduce
a un aumento del crecimiento, proliferacion y diferenciacion del endote-
lio vascular (Hershey et al., 2001; Van et al., 2001; Eilken y Adams,
2010).

Pericitos Gusanos adultos de
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FIGURA 1. Mecanismo angiogénico y el papel del VEGF-A'y sus procesos celulares.
Imagen adaptada de Garcia-Caballero et al. (2022).

Cuando un tejido crece, las células mas alejadas de los vasos san-
guineos se encuentran ante una carencia de nutrientes, entre ellos el
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oxigeno (Mufioz- Chapuli, 2011). Este gradiente hipoxico estimula a los
vasos preexistentes, que empiezan a ramificarse y a formar nuevos va-
sos en direccidn al foco hipoxico (Karamysheva, 2008). Son fundamen-
tales las moléculas Factor Hipdxico Inducible 1a (del inglés, Hypoxia-
Inducible Factor 1a, HIF-1a) y el VEGF. Ante la hipoxia se acumula
HIF-1a, que activa la expresion de los “genes de respuesta a hipoxia”,
siendo uno de ellos VEGF (Karamysheva, 2008). De esta forma, se ge-
nera un gradiente de VEGF (el factor angiogénico mas potente) y, en
respuesta a éste, las células endoteliales se activan y desdiferencian, pa-
sando de estado quiescente a activo, degradan la membrana basal, inician
la proliferacion y migracion, y comienzan a formar una yema guiada por
el gradiente de VEGF, mediada por la interaccion del VEGF-A-Receptor
2 (VEGFR-2) y VEGFR-2 soluble (sSVEGFR-2). Esta yema crece alon-
gandose hacia la fuente de VEGF, adquiere un lumen que sera la luz del
nuevo vaso Yy, al encontrarse con otra yema, sufre un proceso de anasto-
mosis. Finalmente, el vaso puede madurar gracias a la cobertura mural
del endotelio (Gerhardt et al., 2003; Melincovici et al., 2018). Este pro-
ceso finaliza con la inhibicion de la proliferacion y migracion endotelial
y la formacion de nuevos capilares mediada por el factor de crecimiento
B derivado de plaquetas (PDGF-B) y su receptor (PDGFR-B) (Betsholtz,
2004). Ademas, tanto VEGFR-1 como su forma soluble (sFlt1) ejercen
una regulacion negativa de la sefializacion a través de VEGFR-2, ya que
actlan secuestrando el ligando e impidiendo que se una al receptor (Ha-
zarika et al., 2007).

Otra molécula principal es la endoglina, una glicoproteina trans-
membrana, esencial para la angiogénesis, la proliferacion celular y el
desarrollo vascular, que se expresa predominantemente en las células en-
doteliales vasculares y cuya supresion produce la inhibicion de la angio-
génesis (Liu et al., 2014). Se han descrito varias isoformas de endoglina.
Una de ellas, la forma circulante de endoglina, la endoglina soluble (SEn-
doglina), regula negativamente la produccion de varias proteinas pro-an-
giogénicas y pro-migratorias implicadas en la angiogénesis (Gregory et
al., 2014; Gallardo-Vara et al., 2018; Varejckova et al., 2017). Sin em-
bargo, la forma unida a membrana (mEndoglina) esta implicada en proce-
sos con efectos pro-angiogénicos (Ollauri-1bafezet et al., 2017).

1.3. Dirofilariosis cardiopulmonar canina

Dirofilaria immitis es el agente causal de la dirofilariosis cardio-
pulmonar, una enfermedad zoonosica y de transmision vectorial, cuyo
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hospedador mas importante y del que mas datos se conocen es el perro
domeéstico. Es una enfermedad compleja, progresiva y potencialmente
mortal. EI humano es considerado un hospedador accidental en donde,
en la mayoria de los casos, pasa desapercibida, pudiendo llegar a produ-
cir nddulos pulmonares benignos y asintomaticos- Para que su ciclo bio-
I6gico se complete son necesarios dos hospedadores, uno definitivo que
actlle como reservorio y otro hospedador intermediario, que acttie como
vector (Figura 2). Los hospedadores definitivos son canidos y félidos do-
mésticos y silvestres. Existen otros reservorios, ademéas del perro, que
pueden realizar este papel, como son el lobo o el zorro, entre otros. (Mor-
chon et al., 2012; 2024). La accion vectorial es ejercida por mosquitos
culicidos pertenecientes a los géneros Culex spp., Aedes spp., Anopheles
spp., Culiseta spp. y Coquillettidia spp., entre otros. En Espafa, Cx. pi-
piens en la peninsula Ibérica y Cx. theileri en las islas Canarias, son los
principales vectores transmisores reportados hasta la fecha (Cancrini y
Kramer, 2001; Cancrini et al., 2006; Simon et al., 2012).

Hospedador
accidental

Larvas 3

Larvas 3

Hospedador

Vector definitivo

e !/ i N
— /

Microfilarias Microfilarias

Gusanos adultos

FIGURA 2. Ciclo biolégico de Dirofilaria immitis y sus hospedadores.

En el hospedador definitivo canino, los vermes adultos se locali-
zan en la cavidad derecha del corazén, entre la arteria pulmonar y el
ventriculo derecho, pudiendo llegar a vivir durante afios (Figura 3). Su
cuerpo es largo y fino y presentan dimorfismo sexual. Los machos miden
entre 12 y 20 cm de longitud y tienen un didmetro de 700 a 900 um, y su
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cola acaba en espiral. Las hembras, que tienen una longitud de 25 a 34
cm y un diametro de 1 a 1,3 mm, presentan una cola corta y redondeada.
Las hembras adultas son ovoviviparas, por lo que, después de ser fecun-
dadas liberan al torrente circulatorio larvas de 1 estadio o microfilarias
(mf), que miden entre 290 y 330 um de longitud por 7 um de diametro
(Figura 3).

FIGURA 3. Vermes adultos de Dirofilaria immitis (3'y ¢) saliendo de la arteria pul-
monar (imagen izquierda) y microfilarias (imagen derecha) de un perro doméstico in-
fectado.

Estas son ingeridas por mosquitos vectores cuando estos se ali-
mentan sobre individuos infectados. Después de aproximadamente 24
horas, migran desde el intestino del mosquito a los tubos de Malpighi,
donde mudan dos veces. La primera ocurre, aproximadamente, a los 10
dias después de la infeccion, apareciendo la larva de 2° estadio (L), y la
siguiente ocurre entre el 13°y el 15° dia después de la toma de sangre,
dando lugar a la larva de 3 estadio (Ls). La duracion del desarrollo lar-
vario en los mosquitos varia dependiendo de las condiciones ambienta-
les, principalmente de la temperatura. A 28-30°C dura de 8 a 10 dias, a
24°C entre 11 y 12 dias, y a 22°C entre 16 y 20 dias. El porcentaje de
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microfilarias que completan su desarrollo a L3 puede variar entre el 0,4
y el 20% (Cancrini y Kramer, 2001).

Las L3 son inoculadas en el tejido subcutaneo de un nuevo hospe-
dador, durante la siguiente toma de sangre. Los mosquitos liberan sobre
la herida causada por la picadura, una gota de hemolinfa con las L3, que
penetran en la piel del hospedador definitivo por sus propios medios. Las
larvas mudan en un periodo no bien determinado, dando lugar a las larvas
de 4° estadio (L4). Segun Sawyer (1965) ocurre antes de 3 dias, segun
Kotani y Powers (1982) entre los 3 y 9 dias postinfeccion (p.i.) y segun
Orihel (1961) entre los 9 y 12 dias p.i. EI cambio mas significativo que
ocurre en las L4, ademas de un considerable aumento de su tamafio, es el
desarrollo de los 6rganos reproductores. La transformacion en preadultos
ocurre entre los 50 y los 70 dias p.i. Los vermes llegan a su localizacion
definitiva en las arterias pulmonares y el ventriculo derecho del corazén
entre los 68 y 70 dias p.i., completandose la llegada de todos ellos hacia
el dia 120 p.i. Alli finalizan su desarrollo y se produce la fecundacion.
Las microfilarias pueden aparecen en la sangre periférica entre los 6 me-
ses y medio y 7 meses p.i. La microfilaremia aumenta durante los 10
meses siguientes y se mantiene constante durante varios afios (7 a 9
afios), desapareciendo después progresivamente. La longevidad de las
microfilarias puede alcanzar los dos afios (Barriga, 1982; Quiroz-Ro-
mero, 1984; McCall, 2008).

En el hospedador humano, cuando el vector se alimenta de sangre,
la mayoria de las Ls que son inoculadas, son destruidas por la propia
respuesta inmune e inflamatoria del propio hospedador. En algunos casos,
las L3 de D. immitis son retenidas por trombos que obstaculizan y ralenti-
zan el riego sanguineo dando como resultado una embolia pulmonar lo-
calizada. Estos se calcifican y forman un nédulo pulmonar calcificado, be-
nigno y asintomatico. También podemos encontrarlos en zonas ectopicas
como en la zona ocular, higado, testiculos y en nodulos subcutaneos, como
asi se ha demostrado en investigaciones recientes (Simén et al., 2022;
Morchon et al., 2024).

Como otras filarias, D. immitis alberga bacterias endosimbiontes
del género Wolbachia, pertenecientes al orden Rickettsiales (a-2-Proteo-
bacterias) (Figura 4) (Sironi et al., 1995). Estan presentes en todas las
fases evolutivas de las filarias, siendo especialmente abundantes en las
larvas que se desarrollan en los hospedadores vertebrados, en los cordo-
nes hipodérmicos de los adultos y en los érganos reproductores de las
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hembras (Fenn y Blaxter, 2004; Lamb et al., 2004). Participan en la
muda, en la embriogéneis y en la respuesta inmune e inflamatoria hasta
tal punto que, cuando son liberadas al torrente sanguineo, aparecen los
dafios mas importantes en el endotelio vascular (Morchén et al., 2007,
2012; Kramer et al., 2005; Garcia-Guasch et al., 2013).

FIGURA 4. Localizacién de Wolbachia sp. en ovarios y cordones hipodérmicos laterales
(tefiida en rojizo) de una hembra adulta de Dirofilaria immitis mediante la técnica de
inmunohistoquimica en seccion transversal.

La dirofilariosis cardiopulmonar es una enfermedad cosmopolita.
En Europa es una enfermedad en continua expansion, siendo tradicional-
mente endémica en los paises de sur (Portugal, Espafia, sur de Francia,
Italia, Grecia y Turquia) y, en la actualidad, en el centro y el noreste con
prevalencias entre el 3,6 y el 55%, dependiendo la zona (Morchoén et
al., 2022). El aumento de la temperatura, junto con la globalizacién, el
impacto humano, el aumento de la movilidad de animales domésticos y
el intercambio de mercancias, han promovido la expansion de vectores
y el aumento del nimero de reservorios (Simén etal., 2017). En Espafia,
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la prevalencia en perros es del 6,47% (Montoya- Alonso et al., 2022),
siendo las provincias del noroeste y del sur, asi como en las Islas Baleares
y las Islas Canarias, en las que se han reportado las mayores prevalencias
(Figura 5). Estos datos concuerdan con las predicciones de riesgo de in-
feccion mostradas en diferentes modelos geoclimaticos basados en el
calculo del calor acumulado necesario para el desarrollo de las L3 en los
mosquitos y la consiguiente transmision y el habitat idoneo para Cx. pi-
piens (Genchi et al., 2009; Simén et al., 2014; Rodriguez-Escolar et al.,
2023; Morchon et al., 2023).
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FIGURA 5. Mapa de prevalencia en perros domésticos infectados de Dirofilaria immi-
tis por provincias en Espafia (Montoya-Alonso et al., 2022).

La dirofilariosis cardiopulmonar canina es una enfermedad grave
y potencialmente fatal. Se la debe considerar como una enfermedad cro-
nica y de evolucion progresiva, muy compleja, inicialmente vascular y
pulmonar, y que en sus Gltimas fases afecta a la cavidad derecha del co-
razén (Simon et al., 2012). La presencia de los vermes adultos produce
cambios anatémicos e histologicos en las paredes arteriales causando en-
doarteritis proliferativa (Figura 6), caracterizada por una pérdida de elas-
ticidad, disminucion del lumen arterial y aumento de la permeabilidad de
la pared vascular. Estos cambios tienen como consecuencia la hipoxia,
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hipertension pulmonar y la salida de liquido de los vasos al parénquima
pulmonar perivascular, causando edema pulmonar. El estado de hiperten-
sion pulmonar conduce inicialmente a una dilatacion del ventriculo dere-
cho, acompafada de hipertrofia compensatoria. La persistencia de la hi-
pertension pulmonar, agravada en ocasiones por el aumento del ritmo car-
diaco como consecuencia de la actividad fisica y de fendmenos tromboem-
bolicos, determina una dilatacion irreversible de toda la parte derecha del
corazdn que causa insuficiencia cardiaca congestiva (Figura 6).

5 e £ - : d’ 5
FIGURA 6. Endoarteritis pulmonar proliferativa (imagen izquierda) y corazén con ver-
mes adultos de un perro infectado por D. immitis (imagen derecha).

Paralelamente al desarrollo crénico, pueden producirse procesos
agudos que suponen un riesgo inmediato para la vida de los animales que
los padecen. Aparecen cuando se produce la muerte subita y simultanea
de los vermes adultos, de manera natural o como consecuencia de un tra-
tamiento filaricida. La liberacion masiva de productos antigénicos del
parasito y de la bacteria endosimbionte del género Wolbachia al torrente
circulatorio es responsable de la exacerbacion de las reacciones inflama-
torias en el endotelio vascular y de la formacion de tromboembolismos
importantes acelerando la insuficiencia cardiaca o causando la muerte
del animal (Simon et al., 2012; Ames y Atkins, 2020). A todo esto, hay
que afiadirle la presencia de microfilarias en el torrente sanguineo, que
pueden vivir hasta 2 afios (Simén et al., 2012), y que las podemos llegar
a encontrar en los glomérulos, causando disfuncion renal (Morchon et
al., 2012).

1.4.  Mecanismos de supervivenciay su relacién con el proceso an-
giogénico

Dirofilaria immitis participa en varios procesos gque contribuyen
a su supervivencia dentro del hospedador, limitando el dafio a corto
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plazo, aunque el dafio vascular a largo plazo es inevitable (Dillon et al.,
2008). Se ha demostrado que los antigenos excretores/secretores pro-
mueven la vasodilatacion (Morchoén et al., 2010) y a corto plazo regu-
lan el sistema de fibrinolisis del hospedador impidiendo o promoviendo
la lisis de los coagulos de fibrina (Gonzalez-Miguel et al., 2012; Dios-
dado et al., 2020) (Figura 7). Este efecto también lo producen los anti-
genos asociados a la superficie de la cuticula de los vermes adultos (Gon-
zalez-Miguel et al., 2013). A largo plazo, la produccion de plasmina
incrementa in vitro la proliferacion endotelial y muscular, asi como la mi-
gracion y destruccion de la matriz extracitoplasmatica, todo ello relacio-
nado con la remodelacion vascular (Gonzélez-Miguel et al., 2015).

Degradacién de la matriz extracelular.
Aumento de la migracion y proliferacién de
células endoteliales y musculares lisas.

Endarteritis
proliferativa

D. immitis

Antigeno

Antigeno

P y \a
excretor/secretor T
! **5* FDPs Prevencion de la

tPA/uPA PAL-1 o J coagulacién
T Tromboembolismo sanguinea

FIGURA 7. Activacion del sistema fibrinolitico por parte de antigenos de Dirofilaria
immitis. Imagen adaptada de Gonzalez-Miguel et al., 2016).

Proteinas especificas del antigeno excretor/secretor como la gli-
ceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, fructosa bis-fosfato aldolasa, ac-
tina y galectina, que tienen que ver con procesos como el estrés oxida-
tivo, glucolisis y generacién de energia, entre otros, estan relacionadas
con la activacion del sistema fibrinolitico (Gonzalez-Miguel et al.,
2016). Por otro lado, cuando los vermes adultos mueren, de forma natural
o0 inducida por tratamiento adulticida, los antigenos de Wolbachia sp.
promueven una respuesta endotelial vasoconstrictora y quimiotactica.
Esto parece estar relacionado con la cantidad de antigenos de Wolbachia
sp. liberados al torrente sanguineo (Morchon et al., 2008, 2010).

Otro de los mecanismos en los que recientemente se ha relacio-
nado a D. immitis es el proceso angiogénico, en donde se ha demostrado
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que el antigeno excretor/secretor activa la sintesis de factores pro-angio-
génicos (VEGFR-2 y mEndoglina), asi como la proliferacion y migra-
cion celular y la formacion de pseudocapilares, favoreciendo la super-
vivencia del parésito en el endotelio vascular. Por otro lado, el extracto
somatico de D. immitis produce un efecto anti-angiogénico y, Wolba-
chia sp. ademas, no promueve la formacion de pseudocapilares (Zueva
et al., 2019, 2020; Pérez-Rodriguez et al., 2023; Machado et al., 2023).

Teniendo en cuenta que D. immitis estd implicada en la modula-
cion de los mecanismos inflamatorios que permiten al parasito sobrevivir
en el hospedador durante afios, el objetivo de este estudio fue analizar la
influencia de proteinas especificas del antigeno excretor/secretor de ver-
mes adultos de D. immitis en la produccion de algunos factores implica-
dos en el proceso angiogenico, en la proliferacion y migracion celular y
en la formacion de pseudocapilares, utilizando un modelo in vitro de cé-
lulas endoteliales vasculares, y asi individualizar su responsabilidad en
estos procesos.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1.  Proteinas de interés para el estudio

Se emplearon tres moléculas del antigeno excretor/secretor de
vermes adultos de D. immitis en su forma recombinante: actina (rDiAct),
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (rDiGAPDH) y galectina (rDi-
Gal). Ademas, se empleo antigeno excretor/secretor de vermes adultos
de D. immitis (DIiES) y VEGF-A, precursor de la via angiogénica, como
estimulo positivo (Machado et al., 2023). rDiAct, rDIGADPH y rDiGal
se obtuvieron desarrollando la metodologia previamente descrita por
Gonzalez Miguel et al. (2015, 2016). Se extrajo ARN de vermes adultos
de D. immitis utilizando el kit NucleoSpin RNA Il (Macherey- Nagel),
a partir del cual se sintetizo cDNA de primera hebra utilizando el kit
cDNA de primera hebra (Roche). Las secuencias de cDNA de Act,
GAPDH y Gal de D. immitis se amplificaron por PCR (1 ciclo a 94° C
durante 5 minutos, 35 ciclos a 94° C durante 1 minuto, 46° C durante 46
segundos y 72° C durante 1 minuto 30 segundos, y 1 ciclo a 72° C durante
5 minutos, utilizando los siguientes primers:

— ACTFwd (5"-ATGTGTGACGACGACGTTGCGG)
— ACTRev (5’-CTAGAAACATTTGCGATGAACAATTG)
— GAPDHFwd (5’-ATGAGCAAACCAAAGATTGGAATC)
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— GAPDHRev (5’-TTATCTGCTGGCGATGTAAGAG)
— GALFwd (5’-ATGCACCACAACGAATATGAAACGAATTAC)
— GALRev (5’-CTAGTGCATTTGAATACCGCTCACTTC)

Finalmente, los productos de la PCR se corrieron en un gel de
agarosa y las bandas se purificaron utilizando el kit StrataPrep DNA
Gel Extraction (Stratagene). Los productos de la PCR de Act, GAPDH
y Gal se clonaron en el vector pSC-A utilizando el kit StrataClone PCR
Cloning (Stratagene) siguiendo las instrucciones del fabricante. Ambos
clones se purificaron con el kit Machery- Nagel NucleoSpin Plasmid.

Las secuencias completas de codificacion para Act, GAPDH
y Gal se clonaron en tres vectores TOPO (Gateway System, Invitrogen)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los plasmidos recombinantes
se transformaron en Escherichia coli XL1B. Estas células transformadas
se cultivaron en placas de LB-agar con ampicilina (100 pg/ml) durante
toda la noche a 37°C. Se cultivaron tres colonias en medio LB liquido
con ampicilina durante una noche a 37°C en agitacion, y se recolectaron
las células. Los plasmidos, una vez extraidos, se digirieron con la enzima
EcoRI para comprobar la presencia del inserto. Los vectores que conte-
nian los insertos de interés se secuenciaron con el cebador T7, en el Ser-
vicio de Secuenciacion de la Universidad de Salamanca, para comprobar
si el marco de lectura era correcto. Los vectores que contenian la mole-
cula de interés en el marco de lectura correcto se utilizaron para transfor-
mar células de expresion BL-21. Estas se cultivaron en medio LB liquido
mas ampicilina (100 pg/ml) durante toda la noche a 37°C en agitacion.
Los cultivos se diluyeron 1:20 en medio fresco y se siguieron cultivando
hasta alcanzar una densidad 6ptica (DO) de 0,5 a 600 nm. A continuacion,
se indujo la expresion de la proteina recombinante afiadiendo L-arabi-
nosa a una concentracién final del 0,2% y creciendo a 37°C durante 4
horas en agitacién. Las células inducidas se recolectaron y sonicaron en
un tampon que contenia 50 mM Na2PO4, 300 mM NaCl y 10 mM imi-
dazol, pH8. A continuacion, se centrifugd durante 20 minutos a 10.000
xg y el sobrenadante se introdujo en una columna de afinidad HIS-Se-
lect®Nickel (Sigma) para la purificacion por afinidad de rDiGADPH,
rDiAct y rDiGal marcadas con histidina en tres columnas diferentes, de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Finalmente, la proteina re-
combinante se eluy6 con tampon de elucion (50 mM NaH2PQO4, 300 mM
NaCl y 250 mM imidazol, pH 7,9) para después ser dializada en PBS
durante 24 horas a 4°C. La pureza y el rendimiento de la proteina obte-
nida tras la purificacion se evalu6 en geles de poliacrilamida al 12%
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mediante tinciéon con Coomasie blue. La densitometria se calculé con el
programa PDQUEST (Bio-Rad).

DIES se prepar0 segun la metodologia descrita previamente por
Gonzalez-Miguel et al. (2012) con algunas modificaciones. Se emplea-
ron 23 vermes adultos vivos de D. immitis (8 machos y 15 hembras)
extraidos de un perro infectado con la técnica de Flexible Alligator
Forceps. Estos vermes se lavaron en PBS estéril pH 7,2 y se incubaron
durante 24 horas en 50 ml de medio esencial minimo de Eagle (MMEE)
(Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA) suplementado con
0,04% de gentamicina y 0,01% de nistatina, a 37°C. Posteriormente, el
medio resultante se dializ6 en PBS al 0,01% pH 7,2 y se filtr6 a través
de un Amicon YCO5 (Amicon Corporation Scientific System Division,
Danvers).

La concentracion de proteinas de DIES y las de rDiGADPH,
rDiAct y rDiGal se midieron mediante el kit comercial de ensayo de pro-
teina compatible con detergente (DC) (Bio-Rad) y se almacenaron a -80
°C hasta su uso. La concentracién proteica final obtenida fue de 0,53
pg/ul para DIES y 1 pg/ul para rDiIGADPH, rDiAct y rDiGal.

2.2.  Cultivos celulares y estimulacion de los cultivos celulares

Las células endoteliales de vena umbilical (HUVEC) se cultiva-
ron en un medio de cultivo Basal Endotelial 2 (Lonza, Walkersville,
EEUU) suplementado con SingleQuots® (Lonza, Walkersville, EEUU):
suero bovino fetal al 20%, heparina (22,5 pg /ml), VEGF-A (0,5 ng/ml),
acido ascorbico (1 pg /ml), hFGF-B (10 ng/ml), hidrocortisona (0,2 g
/ml), hEGF (5 ng/ml), gentamicina (30 mg/ml), anfotericina B (15 pg/ml)
y R3-1GF-3 (20 ng/ml). Las placas se recubrieron previamente con gela-
tina de cerdo al 0,1% (Sigma Chemical Co., San Luis, EEUU), fibronec-
tina al 0,01% (SigmAldrich, Misuri, EEUU) y colageno al 0,01% (Cor-
ning) (Morchon et al., 2008). Las células se cultivaron a 37 °C en una
atmosfera humidificada en presencia de un 5% de C0O2/95% de aire. El
medio se cambi6 cada 3 dias. La expansion se llevo a cabo tripsinizando
las células (Tripsina/EDTA, Lonza, EEUU) y pasandolas cuando las cé-
lulas proliferantes habian alcanzado una densidad suficiente. Los pases
se realizaron en una proporcion de 1:3. El recuento de células se realizé
con un Countess® Automated Cell Counter (Invitrogen, California,
EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las células endoteliales fueron tratadas siguiendo la metodologia
descrita por Machado et al. (2023). Las células endoteliales (106
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células/placa) se sembraron en placas de cultivo de 60 mmy se cultivaron
durante 4 dias para obtener cultivos confluentes. Después, estos cultivos
se trataron con VEGF-A (1 pg/ml) (R&D SYSTEMS), rDiAct (1
ug/ml), rDIAct+VEGF-A (1 pg/ml cada una), rDIGAPDH (1 pg/ml),
rDIGAPDH+VEGF-A (1 pg/ml cada una), rDiGal (1 pg/ml) y rDi-
Gal+VEGF-A (1 pg/ml cada una) durante 24 horas con 3 ml de medio
de cultivo. Como controles se utilizaron células no estimuladas en las
mismas condiciones (Control). Como control positivo se empled el tra-
tamiento de cultivos endoteliales con DIES+VEGF-A (1 pg/ml cada
una) (Machado et al., 2023). Transcurridas las 24 horas, se recogieron el
sobrenadante y el lisado celular, que se almacenaron a -80°C hasta llevar
a cabo los analisis pertinentes. Todos los tratamientos se llevaron a cabo
por triplicado.

El lisado celular, una vez retirado el medio y lavada la monocapa
celular con PBS 1X, se obtuvo afiadiendo 1 ml de tampdn de lisis [20
mM Tris-HCI (pH 7,5); 140 mM NacCl; 10 mM de acido etilendiamino-
tetraacético; 10 % de glicerol; 1 % de Igepal CA-630; aprotinina, peps-
tatina y leupeptina (1 pg/ml cada una); 1 mM de fluoruro de fenilmetil-
sulfonilo y 1 mM de ortovanadato sddico] para después levantar los cul-
tivos con un rascador. Todo ello se recolecté en un eppendorf que fue
centrifugado durante 10 minutos a 20.000 xg a 4°C.

2.3. Ensayos de viabilidad celular y citotoxicidad

La viabilidad celular se analizé mediante recuentos celulares uti-
lizando el equipo Countess® Automated Cell Counter (Invitrogen) si-
guiendo las instrucciones del fabricante. La citotoxicidad se evalu6 en el
sobrenadante de los cultivos celulares estimulados y de control mediante
el Toxilight BioAssay Kit (Cambrex, Verviers, Bélgica) siguiendo las
instrucciones comerciales. Este kit comercial mide cuantitativamente la
liberacion de adenilato quinasa de las células dafiadas. Los resultados se
presentaron como la media * desviacion estandar (DE) de tres experi-
mentos realizados por duplicado.

2.4. Ensayos de factores angiogénicos

La concentracion de VEGF-A, VEGFR-1 soluble (VEGFR-
1/sFlt), VEGFR-2 soluble (SVEGFR-2) y sEndoglina se midi6 en los so-
brenadantes de los cultivos celulares tratados y no tratados (control) du-
rante 24 horas utilizando kits ELISA Quantikine comerciales (R&D Sys-
tems, Minneapolis, EEUU) La concentracion de mEndoglina se analiz6
en los lisados celulares mediante el kit ELISA de Endoglina (R&D
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Systems, Minneapolis, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabri-
cante. Los resultados se presentaron como la media £ DE de tres experi-
mentos realizados por triplicado.

2.5. Ensayos de proliferacién celular

La proliferacion celular se analiz6 contabilizando el nimero de ce-
lulas viables a lo largo de 10 dias segin Zueva et al. (2020), con algunas
modificaciones. Se sembraron 103 células por pocillo en una placa de 96
pocillos con los estimulos anteriormente citados durante 10 dias: VEGF-
A (1 pg/ml), rDiAct (1 pg/ml), rDiAct+VEGF-A (1 pg/ml cada una), rDi-
GAPDH (1 pg/ml), rDiGAPDH+VEGF-A (1 pg/ml cada una), rDiGal (1
pug/ml) y rDiGal+VEGF-A (1 pg/ml cada una). Como controles se utiliza-
ron células no estimuladas (Control) y células estimuladas con DIES+
VEGF-A (1 pg/ml cada una) (control positivo), en las mismas condicio-
nes. Se estimd el nimero de células viables cada 2 dias hasta un maximo
de 10 dias de cultivo incubando los cultivos celulares con 0,5 mg/ml de
bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolio (MTT) (Sig-
mAldrich, St. Louis, MO, EEUU) durante 4 h. A continuacion, se afiadio
SDS al 10 % en HCI 0,01M en proporcion 1:1 (v/v) y se dejé toda la
noche a 37 °C. Por altimo, se midio la absorbancia a 570 nm. Los resul-
tados se presentan como la media = DE de tres experimentos realizados
por triplicado.

2.6. Ensayos de migracion celular

Los ensayos de migracion celular se llevaron a cabo mediante la
técnica de cicatrizacion de heridas en cultivos celulares en monocapa
(Wound Healing) segun lo descrito previamente por Pérez-Rodriguez et
al. (2023) con algunas modificaciones. Se realizaron heridas in vitro ras-
pando monocapas celulares confluentes en placas estériles de 60 mm con
una punta de pipeta estéril desechable. Los cultivos se lavaron con tampon
PBS estéril y se incubaron con medio de cultivo con los diferentes estimu-
los hasta 6 horas: VEGF-A (1 pg/ml), rDiAct (1 pg/ml), rDiAct+VEGF-A
(1 pg/ml cada una), rDIGAPDH (1 pg/ml), rDiGAPDH+VEGF-A (1
pg/ml cada una), rDiGal (1 pg/ml) y rDiGal+VEGF-A (1 pg/ml cada una).
Como controles se utilizaron células no estimuladas (Control) y células
estimuladas con DIES+VEGF-A (1 pg/ml cada una) (control positivo) en
las mismas condiciones. La migracion de las células endoteliales a la
zona denudada se monitorizo fotografiando las placas cada 30 minutos.
Los resultados se presentaron como la media £ DE de tres experimentos
realizados por triplicado.
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2.7. Ensayo de formacion de tubos de células endoteliales

La formacion de pseudocapilares de células endoteliales se evalu6
segun lo descrito previamente por Jerkic et al. (2006), con modificacio-
nes. Se sembraron un total de 8000 células endoteliales por pocillo en
placas p-Slide Angiogenesis® recubiertas previamente con Matrigel®
(Ibidi, Grafelfing, Alemania) en medio de cultivo con los diferentes esti-
mulos: VEGF-A (1 ug/ml), rDiAct (1 pg/ml), rDiAct+VEGF-A (1 pg/ml
cada una), rDiGAPDH (1 pg/ml), rDIGAPDH+VEGF-A (1 pg/ml cada
una), rDiGal (1 pg/ml) y rDiGal+VEGF-A (1 pg/ml cada una). Como
controles se utilizaron células no estimuladas (Control) y células estimu-
ladas con DIES+VEGF-A (1 pg/ml cada una) (control positivo) en las
mismas condiciones. Tras la siembra en Matrigel®, las células se exten-
dieron y alinearon entre si para desarrollar estructuras huecas en forma
de tubo. Las células y las uniones intercelulares se observaron cada 30
minutos durante 3 horas de incubacion y los cambios morfoldgicos se
fotografiaron con un microscopio invertido Leica (Leica, Wetzlar, Ale-
mania) de contraste de fases. Posteriormente, se dividieron las uniones
intercelulares entre los cuerpos celulares para calcular la relacion entre
ellos (formacion de tubos de células endoteliales = uniones celula-
res/cuerpos celulares). Los resultados se presentaron como la media +
DE de tres experimentos realizados por triplicado.

2.8. Andlisis estadistico

Se utilizé6 GraphPad Prism v.7 para todos los analisis de datos.
Los analisis se realizaron mediante ANOVA'y se corrigieron para medi-
das repetidas cuando fue apropiado. Si el ANOVA revelaba diferencias
significativas globales, las medias individuales se evaluaron post hoc
mediante la prueba de Tukey. Todos los resultados se expresaron como
media £ DE de tres experimentos realizados por triplicado. En todos los
experimentos, una diferencia significativa se defini6 como un valor
p<0,05 y p<0,01, df=4, para un nivel de confianza del 95y 99% respec-
tivamente.

3. RESULTADOS

3.1. Efecto del antigeno excretor/secretor de Dirofilaria immitis
(DIES) y de las moléculas recombinantes rDiAct, rDIGAPDH,
rDiGal sobre la viabilidad celular y la citotoxicidad

Los tratamientos con VEGF-A, DIiES+VEGF-A, rDiAct,
rDIAct+VEGF-A, rDiGAPDH, rDiGAPDH+VEGF-A, rDiGal, y
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rDiGal+VEGF-A no mostraron efecto citotdxico alguno sobre las células
endoteliales ni sobre la viabilidad celular en comparacion con los culti-
vos celulares no estimulados (Control), reportandose, al menos, el 80%
de celulas vivas en todos ellos, no encontrdndose diferencias significati-
vas entre los cultivos analizados (Figura 8).
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FIGURA 8. Efectos de los diferentes tratamientos sobre la viabilidad celular [porcen-
taje (%) de células vivas] en cultivos no estimulados Control (e) y cultivos estimulados
con VEGF-A (e), DIES+VEGF-A (e), DiAct (), DiAct+VEGF-A (e), rDiIGAPDH
(), rDIGAPDH+VEGF-A (), rDiGal (), rDiGal+VEGF-A () durante 24 horas. Los
resultados se expresan como la media + desviacion estandar (DE) de 3 experimentos
independientes.

3.2. Efecto de las moléculas recombinantes rDiAct, rDIGAPDH,
rDiGal del antigeno excretor/secretor de Dirofilaria immitis
sobre los factores angiogénicos

3.2.1. VEGF-A

La estimulacion de cultivos celulares con rDiAct+VEGF-A, rDi-
GAPDH+VEGF-A vy rDiGal+VEGF-A aumentd significativamente la
produccion de VEGF-A en los medios de cultivo en comparacion
con cultivos celulares estimulados con rDiAct, rDiIGAPDH, rDiGal,
VEGF-A vy con los cultivos no estimulados (p<0,01) durante las primeras
24 horas (Figura 9).

La estimulaciéon de los cultivos celulares con DIES+VEGF-A
(control positivo) tambien produjo un aumento significativo en la
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produccion de VEGF-A en comparacion con los cultivos estimulados
con las proteinas rDiAct, rDIGAPDH, rDiGal (p<0,01), VEGF-A
(p<0,01) y los cultivos no estimulados (Control) (p<0,01) durante las pri-
meras 24 horas, como cabia esperar. Ademas, los cultivos celulares esti-
mulados con VEGF-A también mostraron un aumento significativo en la
produccion de VEGF-A en comparacién con todos los cultivos estimula-
dos y no estimulados (p<0,01) aunque mucho menor que en el caso an-
terior. No se detectaron diferencias significativas entre los cultivos celu-
lares estimulados con rDiAct, rDIGAPDH y rDiGal y con los cultivos no
estimulados (Control) durante las primeras 24 horas, obteniéndose valo-
res similares.
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FIGURA 9. Efectos de los diferentes tratamientos sobre la produccion de VEGF-A en
cultivos no estimulados Control (e) y estimulados con VEGF-A (e), DIES+VEGF-A
(e), DiAct (), DIACt+VEGF-A (e), rDIGAPDH ( ), rDIGAPDH+VEGF-A (e), rDi-
Gal (), rDiGal+VEGF-A (e) durante 24 horas. Los resultados se expresan como la
media + desviacion estdndar (DE) de 3 experimentos independientes. Los simbolos
(*,+,=,”) indican respectivamente diferencias significativas con un p<0,05 entre
DIES+VEFG-A vs Control, VEGF-A, DiAct, rDiGAPDH y rDiGal (*); rDiIAct+VEFG-
A vs Control, VEGF-A y DiAct (+); rDiIGAPDH+VEFG-A vs Control, VEGF-A y rDi-
GAPDH (=); rDiGal+VEFG-A vs Control, VEGF-A y rDiGal (7).

VEGF (pg/m)

3.2.2. VEGFR-1/sFlt (anti-angiogénico) y sVEGFR-2 (pro-angioge-
nico)

Por un lado, con respecto al contenido de VEGFR-1/sFIt detectado,
no se observaron diferencias significativas entre los cultivos celulares
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estimulados con los diferentes tratamientos y los no estimulados durante
las primeras 24 horas (Figura 10A). Por otro lado, la estimulacion de los
cultivos celulares con rDiAct+VEGF-A, rDIGAPDH+VEGF-A y rDi-
Gal+VEGF-A aumento significativamente la produccion de s-VEGFR-
2 en comparacion con cultivos celulares estimulados con rDiAct, rDi-
GAPDH y rDiGal, con los cultivos estimulados con VEGF-A y con los
cultivos no estimulados (Control) (p<0,01) durante las primeras 24 ho-
ras (Figura 10B).
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FIGURA 10A. Efectos de los diferentes tratamientos sobre la produccién de VEGFR-
1/sFIt en cultivos no estimulados Control () y cultivos estimulados con VEGF-A (e),
DIES+VEGF-A (o), DiAct (-), DIiAct+VEGF-A (e), rDiGAPDH (), rDi-
GAPDH+VEGF-A (e), rDiGal (), rDiGal+VEGF- A (e) durante 24 horas. Los resul-
tados se expresan como la media + desviacion estandar (DE) de 3 experimentos inde-
pendientes.

En los cultivos celulares estimulados con DIES+VEGF-A (control
positivo) también aumentd significativamente la produccién de sVE-
GFR-2 en comparacion con los cultivos no estimulados (Control), y los
estimulados con VEGF-Ay las proteinas rDiAct, rDIGAPDH, rDiGal
(p<0,01) (Figura 10B). No se detectaron diferencias significativas entre
los cultivos celulares estimulados con VEGF-A, las proteinas rDiAct,
rDIGAPDH y rDiGal y las células no tratadas (Control), obteniéndose
valores similares.
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FIGURA 10B. Efectos de los diferentes tratamientos sobre la produccion de sVEGFR-
2 en cultivos no estimulados Control (e) y cultivos estimulados con VEGF-A (e),
DIES+VEGF-A (e), DiAct (°), DiAct+VEGF-A (e), rDiGAPDH (), rDi-
GAPDH+VEGF-A (), rDiGal (), rDiGal+VEGF-A (e) durante 24 horas. Los resul-
tados se expresan como la media * desviacién estdndar (DE) de 3 experimentos inde-
pendientes. Los simbolos (*,+,=,”) indican respectivamente diferencias significativas
con un p<0,01 entre DIES+VEFG-A vs Control, VEGF-A, DiAct,  DiGAPDH y rDiGal
(*); rDiAct+VEFG-A vs Control, VEGF-Ay DiAct (+); IDiGAPDH+VEFG-A vs Con-
trol, VEGF-A y rDiGAPDH (=);rDiGal+VEFG-A vs Control, VEGF-A y rDiGal (7).

3.2.3. sEndoglina (anti-angiogénico) y mEndoglina (pro-angiogé-
nico)

En cuanto a la produccion de sEndoglina, detectada en los sobre-
nadantes de los cultivos celulares, no se observaron diferencias signifi-
cativas entre los cultivos estimulados y no estimulados durante las pri-
meras 24 horas (Figura 11A). Sin embargo, si se observaron diferencias
en relacion a la produccion de mEndoglina. De hecho, en los cultivos
celulares tratados con rDiAct+VEGF-A, rDIGAPDH+VEGF-A vy rDi-
Gal+VEGF-A se observé un aumento significativo la produccion en
comparacion con cultivos celulares estimulados con rDiAct, rDiIGAPDH
y rDiGal, con los cultivos estimulados con VEGF-A y con los cultivos
no estimulados (Control) (p<0,01) durante las primeras 24 horas (Figura
11B).
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FIGURA 11. Efectos de los diferentes tratamientos sobre la produccion de sEndoglina
(A) y sEndoglina (B) en cultivos no estimulados Control (e) y cultivos estimulados con
VEGF-A (e), DIES+VEGF-A (e), DiAct (), DiAct+VEGF-A (e), rDIGAPDH ( ),
rDIGAPDH+VEGF-A (e), rDiGal (), rDiGal+VEGF-A (e) durante 24 horas. Los re-
sultados se expresan como la media + desviacion estandar (DE) de 3 experimentos in-
dependientes. Los simbolos (*,+,=,”) indican respectivamente diferencias significativas
con un p<0,05 entre DIES+VEFG-A vs Control, VEGF- A, DiAct, rDiGAPDH y rDi-
Gal (*); rDiIAct+VEFG-A vs Control, VEGF-A y DiAct (+); entre rDIGAPDH+VEFG-
A vs Control, VEGF-A y rDIGAPDH (=); y entre rDiGal+VEFG-A vs Control, VEGF-
Ay 1DiGal (7).

Los cultivos celulares tratados con DIES+VEGF-A (control po-
sitivo) aumentaron significativamente la produccion de mEndoglina en
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comparacion con los cultivos no estimulados (Control) y los estimula-
dos con VEGF-A'y las proteinas rDiAct, rDIGAPDH y rDiGal (p<0,05)
durante las primeras 24 horas. No se detectaron diferencias significativas
entre los cultivos celulares estimulados con VEGF-A, las proteinas
rDiAct, DIGAPDH y rDiGal y las células no tratadas durante las prime-
ras 24 horas, obteniéndose también valores similares.

3.2.4. Efecto de las moléculas recombinantes rDiAct, rDIGAPDH,
rDiGal del antigeno excretor/secretor de Dirofilaria immitis so-
bre la proliferacion celular

Se analizo el efecto de rDiAct, rDiIGAPDH, rDiGal y VEGF-A
sobre la proliferacion celular analizando el nimero de células endotelia-
les viables (proliferacion celular) mediante la técnica MTT en un periodo
de 10 dias cada 2 dias (Figura 12). Todos los cultivos celulares estimula-
dos y no estimulados mostraron curvas tipicas de crecimiento celular en
todos los grupos experimentales con un crecimiento progresivo entre los
dias 0 y 6 u 8 post- estimulacion, experimentando una disminucion de
células viables a partir de ahi hasta el dia 10 post-estimulacion. La téc-
nica MTT mostr6 un aumento significativo del nimero de células viables
a los 6 y 8 dias de la estimulacion entre los cultivos estimulados con
rDiIAct+VEGF-A y DIES+VEGF-A (control positivo) en comparacion
con los cultivos estimulados con VEGF-A, rDiAct y los cultivos no tra-
tados (Control) (p<0,05) (Figura 12A). Un hecho similar fue observado
en los tratamientos con rDIGAPDH+VEGF-A (Figura 12B).

En relacion a los cultivos estimulados con rDiGal+VEGF-A y
DIES+VEGF- A (control positivo) se observaron diferencias significati-
vas en comparacion con los cultivos estimulados con VEGF-A, rDiGal y
los no tratados (Control) a los dias 6 y 8 de la estimulacién inicial
(p<0,05) (Figura 12C).
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FIGURA 12A. Efectos de los diferentes tratamientos sobre la proliferacion celular en
cultivos no estimulados Control (e) y cultivos estimulados con VEGF-A (e),
DIES+VEGF-A (e), DiAct (), DiAct+VEGF-A (e) cada 2 dias durante 10 dias. Los
resultados se expresan como la media + desviacion estandar (DE) de 3 experimentos
independientes. Los simbolos (*,+) indican respectivamente diferencias significativas
con un p<0,05 entre DIES+VEFG-A vs Control, VEGF-A, DiAct, (*); rDiAct+VEFG-
A vs Control, VEGF-A y DiAct (+).
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FIGURA 12B. Efectos de los diferentes tratamientos sobre la proliferacion celular en
cultivos no estimulados Control (e) y cultivos estimulados con VEGF-A (e),
DIES+VEGF-A (e), rDIGAPDH (' ), rDIGAPDH+VEGF-A (e) cada 2 dias durante 10
dias. Los resultados se expresan como la media * desviacién estandar (DE) de 3 expe-
rimentos independientes. Los simbolos (*,=) indican respectivamente diferencias sig-
nificativas con un p<0,05 entre DIES+VEFG-A vs Control, VEGF-A, rDIGAPDH (*);
rDiIGAPDH+VEFG-A vs Control, VEGF-A y rDIGAPDH (=).
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FIGURA 12C. Efectos de los diferentes tratamientos sobre la proliferacion celular en
cultivos no estimulados Control (e) y cultivos estimulados con VEGF-A (e),
DIES+VEGF-A (e),rDiGal (), rDiGal+VEGF-A (e) cada 2 dias durante 10 dias. Los
resultados se expresan como la media + desviacion estandar (DE) de 3 experimentos
independientes. Los simbolos (*,”) indican respectivamente diferencias significativas
con un p<0,05 entre DIES+VEFG-A vs Control, VEGF- A, rDiGal (*); rDiGal+VEFG-
A vs Control, VEGF-A y rDiGal (7).

3.2.5. Efecto de las moléculas recombinantes rDiAct, rDiIGAPDH,
rDiGal del antigeno excretor/secretor de Dirofilaria immitis so-
bre la migracién celular

Se realiz6 un ensayo de curacion de heridas (Wound healing) para
evaluar la migracion celular (Figura 13). La cuantificacion se llevo a
cabo midiendo la distancia de migracion celular en comparacion con el
control negativo (células no tratadas) hasta 3 horas después de la estimu-
lacion. Se detectd un descenso significativo de la distancia de migracion
celular tras la estimulacion con rDiAct+VEGF-A, rDIGAPDH+VEGF-A
y rDiGal+VEGF-A en comparacion con los cultivos celulares estimula-
dos con VEGF-A, las proteinas rDiAct, rDIGAPDH y rDiGal respecti-
vamente, y los cultivos no estimulados (Control) (p<0,05). Un hecho si-
milar fue observado con el tratamiento con DIES+VEGF-A (control
positivo) en comparacion con los cultivos estimulados con VEGF-A,
rDiAct, rDIGAPDH, rDiGal y los cultivos no tratados (Control) (p<0,05)
como cabia esperar. No se detectaron diferencias significativas entre los
cultivos celulares estimulados con VEGF-A, las proteinas rDiAct, rDi-
GAPDH y rDiGal y las células no tratadas (Control) durante las 3 prime-
ras horas, obteniéndose valores similares.
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FIGURA 13. Imégenes representativas y efecto de los diferentes tratamientos sobre la
migracion celular en cultivos no estimulados Control (e) y cultivos estimulados con
VEGF-A (e), DIES+VEGF-A (e), DiAct (*), DiAct+VEGF-A (e), rDiIGAPDH ( ),
rDIGAPDH+VEGF-A (), rDiGal (), rDiGal+VEGF-A (e). La cuantificacion se llevéd
a cabo midiendo la distancia de migracion celular en comparacion con el control (célu-
las no tratadas) hasta 6 horas después de la estimulacion. Los resultados se expresan
como la media * desviacidn estandar (DE) de 3 experimentos independientes. Los sim-
bolos (*,+,=,”) indican respectivamente diferencias significativas con un p<0,05 entre
DIiES+VEFG-A vs Control, VEGF-A, DiAct, rDIGAPDH y rDiGal (*); rDiAct+VEFG-
A vs Control, VEGF-A y DiAct (+); entre rDIGAPDH+VEFG-A vs Control, VEGF-A
y IDIGAPDH (=); y entre rDiGal+VEFG-A vs Control, VEGF-A y rDiGal (7).
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3.2.6. Efecto de las moléculas recombinantes rDiAct, rDiIGAPDH,
rDiGal del antigeno excretor/secretor de Dirofilaria immitis en
la formacion de pseudocapilares

La capacidad de formacion de pseudocapilares se evalu6 anali-
zando las uniones celulares (conexiones) y el conjunto celular (fuerzas
convergentes de las diferentes ramificaciones celulares) que surgieron en
cultivos celulares estimulados y no estimulados (Figura 14). El trata-
miento con DIES+VEGF-A (control positivo) produjo un aumento sig-
nificativo durante las 3 primeras horas en comparacién con los cultivos
celulares estimulados con VEGF-Ay las proteinas rDiAct, rDiGAPDH,
rDiGal (p<0,01) y los cultivos no estimulados (Control). Un hecho simi-
lar fue observado con los tratamientos rDiAct+VEGF-A, rDi-
GAPDH+VEGF-A y rDiGal+VEGF-A en comparacion con los cultivos
celulares estimulados con VEGF-A'y las proteinas rDiAct, rDiGAPDH,
rDiGal y los cultivos no estimulados (Control) respectivamente (p<0,01).
No se detectaron diferencias significativas entre los cultivos celulares es-
timulados con VEGF-A, las proteinas rDiAct, rDIGAPDH y rDiGal y
las células no tratadas (Control) durante las 3 primeras horas, obte-
niéndose valores similares.
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FIGURA 14. Iméagenes representativas y efecto de los diferentes tratamientos sobre la
formacion de pseudocapilares (nimero de conexiones y set celulares) en cultivos no
estimulados Control (e) y cultivos estimulados con VEGF-A (e), DIES+VEGF-A (e),
DiAct (+), DiACt+VEGF-A (o), rDIGAPDH (), rDIGAPDH+VEGF-A (e), rDiGal
(), rDIGal+VEGF-A () durante las primeras 3 horas e imagenes representativas. Los
resultados se expresan como la media + desviacion estandar (DE) de 3 experimentos
independientes. Los simbolos (*,+,=,”) indican respectivamente diferencias significati-
vas con un p<0,01 entre DIES+VEFG-A vs Control, VEGF-A, DiAct, rDiIGAPDH y
rDiGal (*); rDiAct+VEFG-A vs Control, VEGF-A y DiAct (+); entre rDi-
GAPDH+VEFG-A vs Control, VEGF-A y rDiGAPDH (=); y entre rDiGal+VEFG-A
vs Control, VEGF-A y rDiGal (7).

4. DISCUSION

La angiogénesis es un proceso endotelial que se desencadena tras
la estimulacion por procesos obstructivos, hipoxia, inflamacion o lesio-
nes tisulares, dando lugar a un aumento del crecimiento endotelial vas-
cular, la proliferacion y la diferenciacion celular (Hershey et al., 2001;
Eilken y Adams, 2010; Richarz et al., 2017). En la dirofilariosis cardio-
pulmonar, la presencia de vermes adultos de D. immitis en la arteria pul-
monar provoca cambios en el endotelio vascular que conducen a pérdida
de elasticidad, endarteritis proliferativa, hipertension, edema y trom-
boembolismo pulmonar, entre otras afecciones, lo que conduce a una in-
flamacion de los vasos e hipoxia (McCall et al., 2008; Venco et al., 2011;
Simén et al., 2012; Morchon et al., 2018).

Estudios previos han demostrado que tanto los antigenos somati-
cos de D. immitis como la proteina recombinante Wolbachia Surface
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Major (rWSP) son capaces de promover procesos inflamatorios cau-
sando vasoconstriccion y quimiotaxis de células inmunes en un modelo
in vitro de células endoteliales (Morchon et al., 2008, Simén et al., 2008),
asi como una fuerte respuesta inflamatoria cuando los vermes adultos
mueren y se liberan sus antigenos en perros infectados (tanto del parasito
como de Wolbachia) (Morchén et al., 2012). Sin embargo, el antigeno
excretor/secretor (DIiES) es capaz de estimular la vasodilatacion al au-
mentar la produccion de PGE2 y limitando la transmigracion de mono-
citos a los tejidos vasculares, facilitando de esta manera también la su-
pervivencia del parasito (Morchon et al., 2010), y de activar el sistema
fibrinolitico del hospedador y limitar la formacion de coagulos (Gonza-
lez-Miguel et al., 2012), del mismo modo que el antigeno asociado a pro-
teinas de superficie del paréasito (DiCut) (Gonzalez-Miguel et al., 2013).
Ni DIES ni DiCut contienen antigenos de Wolbachia (Simén et al., 2012,
Morchon et al., 2014) por lo que DIES y DiCut podrian estar relaciona-
dos con mecanismos que promueven la supervivencia de D. immitis en
el endotelio vascular. Ademas, se ha demostrado la actividad profibrino-
litica de cuatro proteinas de DIES en su estado recombinante como son
la actina, galectina, bis-fosfato aldolasa y gliceraldehido-3-fosfato deshi-
drogenada (Gonzaélez et al., 2015, 2016).

Hay pocos estudios que aborden el proceso angiogenico de la
dirofilariosis cardiopulmonar canina. Existen estudios en los que el anti-
geno somatico del verme adulto de D. immitis (DiSA) promueve la pro-
duccién de moléculas pro-angiogénicas en las células endoteliales de
acuerdo con la produccion de VEGF-A (Zueva et al., 2019), asi como la
estimulacién del mecanismo anti-angiogénico por Wolbachia y la inhi-
bicién de la formacion de pseudocapilares (Zueva et al., 2020). Sin em-
bargo, en cultivos estimulados con DiSA extraido de vermes adultos pro-
cedentes de perros tratados con doxiciclina (tDiSA) la produccion de
VEGF-A no se vio alterada, ademas de producirse una disminucion en la
capacidad de formacion de pseudocapilares, mostrando de esta manera
potencial antiangiogénico (Zueva et al., 2019). Por otro lado, DIES y
DiCut ejercen un papel proangiogénico reportado en un modelo in vitro
de células endoteliales al estimular la produccion de factores proangio-
génicos y procesos celulares relacionados como la proliferacion y migra-
cion celular y la formacion de pseudocapilares (Machado et al., 2023) al
igual que el antigeno somatico de Dirofilaria repens (DrSA) (Pérez-Ro-
driguez et al., 2023).

Existen estudios en otras filariasis en los que se ha evidenciado la
remodelacion de vasos linfaticos y sanguineos mediante cultivos de
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células endoteliales linfaticas en presencia de vermes vivos o antigenos
de Wuchereria bancrofti, los cuales activaron la remodelacion de los va-
sos linfaticos, provocando la proliferacion y diferenciacion celular. Estos
acontecimientos se han relacionado con procesos que facilitan la irriga-
cion vascular en tejidos danados (Wysmotek et al., 1994). Sin embargo,
algunos autores han demostrado que la angiogénesis y/o linfangiogénesis
puede ser inducida por diversos factores derivados de monocitos adultos
activados por vermes (Dennis et al., 2011; Bennuru et al., 2010; Nara-
simhan et al., 2018).

El objetivo de este estudio fue analizar, profundizar e individua-
lizar el papel en la angiogenesis de tres proteinas especificas del antigeno
excretor/secretor de D. immitis (DIES) en su estado recombinante, como
son la actina (rDiAct), la galectina (rDiGal), y gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenada (DirGAPDH), y que participan también en la fibrinolisis
(Gonzéalez-Miguel et al., 2016).

Para recrear el proceso angiogenico producido por la friccién me-
canica de los vermes adultos vivos de D. immitis sobre los vasos sangui-
neos y teniendo en cuenta que la molécula VEGF-A es la molécula clave
y la primera que se produce tras la hipoxia endotelial (Karamysheva,
2008), se trataron células endoteliales con rDiAct, DirGAPDH y rDiGal
con y sin VEGF-A. Como controles se utilizaron células no estimuladas
(Control) y celulas estimuladas con DIES+VEGF-A (1 pg/ml cada una)
(control positivo) (Machado et al., 2023) en las mismas condiciones.

Los resultados obtenidos muestran que rDiAct, rDIGAPDH y rDi-
Gal promueven la produccion de factores proangiogénicos junto con
VEGF-A vy de otros procesos celulares directamente relacionados como
la proliferacion y migracion celular y la formacion de pseudocapilares,
sin alterar la viabilidad celular.

Se analizaron los efectos de estos antigenos sobre la produccion de
VEGF-A, el principal factor angiogénico, y otras moléculas pro-angiogé-
nicas (SVEGFR-2 y mEndoglina) y anti-angiogénicas (VEGFR-1/sFItl y
sEndoglina). Por un lado, rDiAct+VEGF-A, rDIGAPDH+VEGF-Ay rDi-
Gal+VEGF-A fueron capaces de estimular la producciéon de VEGF-A en
células endoteliales. Se ha observado un resultado similar en células en-
doteliales estimuladas con antigeno somético y excretor/secretor de D.
immitis, antigeno somatico de D. repens y de Wolbachia en condiciones
de hipoxicas (Simon et al., 2012; Morchon et al., 2008; Zueva et al.,
2019, 2020; Machado et al., 2023; Pérez-Rodriguez et al., 2023).
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Ademas, los resultados mostraron un aumento en la produccion de sVE-
GFR-2, un receptor soluble de VEGF-A que promueve la via pro-angio-
génica, cuando las células endoteliales fueron estimuladas con
rDIAct+VEGF-A, rDIGAPDH+VEGF-A y rDiGal+VEGF-A, de la
misma forma que su control positivo (DIES+VEGF-A), un proceso que
se produce en situaciones similares en las que se produce dafio vascular
(Melincovici et al., 2018; Katoh, 2016; Peach et al., 2018). Sin embargo,
ni rDIACt+VEGF-A, rDiIGAPDH+VEGF-A y ni rDiGal+VEGF-A alte-
raron la produccién de VEGFR-1/sFIt1, siendo un factor anti- angiogé-
nico, tal y como se ha descrito en otros estudios (Shibuya, 2015; Zhang
et al., 2002).

Por otro lado, solo la estimulacion de rDiAct+VEGF-A, rDi-
GAPDH+VEGF- Ay rDiGal+VEGF-A provocaron un aumento signifi-
cativo de la produccion de mEndoglina, y no de sEndoglina, en el pre-
sente modelo celular endotelial. La mEndoglina es la forma unida a
membrana relacionada con procesos pro- angiogénicos, mientras que la
sEndoglina en la forma soluble relacionada con mecanismos anti-angio-
génicos y procesos proinflamatorios (Ollauri-1bafiez et al., 2017). La su-
presion de endoglina en HUVECs activa la inhibicion de la angiogénesis
in vitro (Liu et al., 2014). Por tanto, nuestros resultados demuestran que
rDIACt+VEGF-A, rDiIGAPDH+VEGF-A y rDiGal+VEGF-A son capa-
ces de activar la via pro-angiogénica, lo que podria facilitar la supervi-
vencia de vermes adultos de D. immitis.

Por ultimo, se estudio el efecto de rDiAct+VEGF-A, rDi-
GAPDH+VEGF-Ay rDiGal+VEGF-A sobre la proliferacion celular, asi
como la migracion celular y la formacion de pseudocapilares, procesos
directamente relacionados con la angiogénesis (Gerhardt et al., 2003;
Tahergorabi y Khazaei, 2012; Hazarika et al., 2007; Liu et al., 2014).
rDIAct+VEGF-A, rDIGAPDH+VEGF-A vy rDiGal+VEGF- A produje-
ron un aumento en la proliferacion y migracion celular, asi como la for-
macion de pseudocapilares en el presente modelo de células endoteliales.
El aumento de los niveles de VEGF-A tras la estimulacion es beneficioso
para la angiogénesis, que promueve el aumento tanto la proliferacion en-
dotelial como la migracion (Mihleder et al., 2021, Byrne et al., 2005),
procesos implicados en la vascularizacion tumoral y en la activacion de
mecanismos inflamatorios (Laurenzana et al., 2015, Aguilar-Cazares et
al., 2019). Ademas, la formacién de pseudocapilares que se asemejan a
pequefos vasos sanguineos en formacion durante la angiogénesis (Fran-
cescone et al., 2011; Beloglazova et al., 2022), no se alter6é cuando las
células endoteliales fueron estimuladas con rDiAct, rDiGAPDH vy
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rDiGal sin VEGF-A, de la misma forma que sucede con el extracto anti-
génico y excretor/secretor de D. immitis (simulando los vermes muertos
y Vvivos respectivamente en el endotelio vascular) (Zueva et al., 2019;
Machado et al., 2023) e incluso fue inhibida por Wolbachia (Zueva et
al., 2020), lo que podria confirmar que DIES y las tres moléculas
rDIACt+VEGF-A, rDIGAPDH+VEGF-Ay rDiGal+VEGF-A facilitarian
la supervivencia de los vermes adultos de D. immitis, ya que, a su muerte,
este proceso se altera.

En conclusion, en este estudio se individualiza y se demuestra la
capacidad que tienen tres proteinas del antigeno excretor/secretor de D.
immitis (actina, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenada y galectina)
para activar la produccién de algunos factores pro-angiogénicos, un au-
mento de la proliferacion celular, y estimulan la migracion celular y la
formacion de pseudocapilares, al mismo tiempo que son capaces de in-
teraccionar con el sistema fibrinolitico del hospedador y evitar la forma-
cién de coagulos, en un modelo in vitro de células endoteliales. Teniendo
en cuenta que estos procesos ocurren en perros con dirofilariosis cardio-
pulmonar, en los que los vermes adultos producen procesos inflamatorios
obstructivos e isquemia, y que los antigenos somaticos de D. immitis y
Wolbachia promueven la produccion de factores anti-angiogénicos, los
presentes resultados sugieren que los antigenos excretores/secretores de
vermes adultos de D. immitis y la moléculas rDiAct, rDIGAPDH y rDi-
Gal podrian favorecer la supervivencia del parasito en el endotelio vas-
cular mediante la estimulacion de procesos pro-angiogénicos en los va-
SOS sanguineos.
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RESUMEN

El uso de subproductos agroindustriales en alimentacion animal
tiene un gran interés, ya que puede reducir los costes, contribuir a la sos-
tenibilidad de la ganaderia y potenciar la economia circular en el sector
agroalimentario. Espafa es uno de los principales productores mundiales
de almendray la capota de almendra (CA) es el principal subproducto de
esta industria. La CA es la cubierta exterior del fruto, y podria usarse en
las dietas de los rumiantes al tratarse de un subproducto fibroso. La CA
se utiliza ampliamente en la alimentacion de vacas lecheras en Estados
Unidos y otros paises, pero su uso en Espafia es muy limitado y existen
pocos datos sobre su composicion y valor nutritivo. Ademas, se ha suge-
rido que la CA podria contener compuestos bioactivos que reducen las
emisiones de metano de los rumiantes. En este trabajo se analizd la
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composicion quimica y contenido energético de 36 muestras de CA re-
cogidas en Espafia y se observo una alta variabilidad, por lo que se reco-
mienda analizar su composicién antes de su utilizacion préactica. En prue-
bas in vitro no se observaron efectos antimetanogénicos de la CA. Adi-
cionalmente, se evalu6 el efecto de incluir 6 y 12% de CA en el pienso
de corderos de cebo y no se observaron efectos negativos en el rendi-
miento productivo. Sin embargo, el uso de CA aumento el contenido en
acidos grasos poliinsaturados de la carne, haciendo su perfil lipidico mas
saludable para el consumo humano, pero también aumento la oxidacion
lipidica de la carne durante su almacenamiento.

ABSTRACT

The use of agroindustrial by-products in animal feeding is increa-
sing interest, because it can reduce feeding costs, contribute to the sus-
tainability of livestock farming, and promote the circular economy in the
agri-food sector. Spain is one of the main producers of almonds
worldwide and the almond hulls are the main by-product of this industry.
The almond hulls are the outer covering of the fruit, and they could be
used in ruminant diets because they are a fibrous by-product. The almond
hulls are widely used in dairy cows feeding in the United States and other
countries, but their use in Spain is still very limited and there is scant data
on their composition and nutritional value. Furthermore, it has been sug-
gested that almond hulls could contain bioactive compounds that reduce
methane emissions from ruminants. In this work, we examined the che-
mical composition and energy content of 36 samples of almond hulls co-
llected in Spain, and a high variability was observed. Therefore, it is re-
commended to analyze their composition before using almond hulls in
practical feeding. No antimethanogenic effects of almond hulls were ob-
served in in vitro trials. Additionally, the effect of including 6 and 12%
of almond hulls in the concentrate of fattening lambs was evaluated, and
no negative effects on lamb productive performance were observed. The
use of almond hulls increased the polyunsaturated fatty acid content of
the meat, making its lipid profile healthier for human consumption, but
also increased lipid oxidation during meat storage.

1. INTRODUCCION
El Plan de Accion de Economia Circular de la Union Europea

(UE) pretende reducir la presion sobre los recursos naturales y crear un
crecimiento y empleo sostenibles para alcanzar el objetivo de neutralidad
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climatica de la UE para 2050 y detener la pérdida de biodiversidad (Co-
mision Europea, 2021a). Uno de los apartados de este plan se centra en
“Residuos y Reciclado” y pretende reutilizar los residuos en el mayor
grado posible, a través de la mejora de su gestion y la innovacion en su
reciclado. Al igual que otros sectores productivos, la produccién gana-
dera esta haciendo un gran esfuerzo por contribuir a estos objetivos,
siendo el reciclado de residuos vegetales en la alimentacién animal una
practica cada vez mas frecuente. En Espafa se generan una gran cantidad
de restos vegetales, como por ejemplo los subproductos producidos en
las empresas del sector agroalimentario y los residuos y desechos o des-
trios generados en las cosechas agricolas. Usar estos materiales en ali-
mentacion animal presenta varias ventajas, ya que puede reducir el coste
de las dietas, la competencia entre la alimentacion animal y la humana, y
la importacion de materias primas de otros paises, lo que disminuiria la
huella de carbono de los productos animales, especialmente si se utilizan
subproductos de produccién local. Ademas, algunos de estos materiales
contienen compuestos bioactivos beneficiosos para la salud de los ani-
males o que pueden mejorar la calidad de los productos animales. Por
altimo, el reciclado de estos materiales en la alimentacion animal reduce
la contaminacion medioambiental provocada por su acumulacién. En re-
sumen, la incorporacion de subproductos y residuos vegetales puede me-
jorar la sostenibilidad de la alimentacion animal e impulsar la economia
circular en el sector agroalimentario (Molina-Alcaide y Carro, 2022). Sin
embargo, la utilizacién practica de subproductos y restos vegetales re-
quiere conocer su valor nutritivo y las condiciones idoneas para su inclu-
sion en la dieta de los animales.

En los Gltimos afios el cultivo del almendro ha experimentado un
gran aumento en nuestro pais, situdndolo como el tercer productor mun-
dial tras Estados Unidos y Australia. La pepita o grano constituye solo
una pequefia parte del fruto (15% del total), por lo que el resto son sub-
productos que estan formados por pieles, cascara dura y capota de almen-
dra (CA). La CA es la cubierta exterior de la pepita 'y la cascara dura, que
puede representar alrededor del 50% del peso del fruto total en base a
materia fresca (Barral-Martinez et al., 2021). La CA es un material fi-
broso que contiene nutrientes, por lo que podria ser una alternativa a ma-
terias primas convencionales en las dietas de los rumiantes. Mientras que
este subproducto se utiliza ampliamente en la alimentacién de vacas le-
cheras en Estados Unidos y otros paises no europeos, aun no se utiliza
rutinariamente en Europa, y apenas existen datos sobre el valor nutritivo
de la CA generada en Esparia. Este aspecto es importante, porque se ha
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demostrado que la composicién de la CA se ve afectada por numerosos
factores, entre los que destacan las condiciones de cultivo y la variedad
de almendra (DePeters et al., 2020). Ademas, algunos estudios indican
que la CA contiene compuestos que pueden reducir las emisiones de me-
tano de los rumiantes, aunque este aspecto no esta plenamente demos-
trado (Durmic et al., 2014; Williams et al., 201). El metano es un gas de
efecto invernadero 80 veces méas potente que el dioxido de carbono en un
horizonte temporal de 20 afios, aunque su vida atmosférica es relativa-
mente baja y oscila entre 10 y 12 afios (Comision Europea, 2021b). Dada
la importancia de reducir las emisiones de metano es prioritario identifi-
car materias primas con potencial antimetanogénico. Por ello, los objeti-
vos especificos de este trabajo son:

— Analizar la variabilidad del valor nutritivo para rumiantes de la CA
generada en Espafia y su posible efecto antimetanogénico.

— Evaluar los efectos de la inclusion de CA en el pienso de corderos de
cebo sobre su rendimiento productivo y la calidad de la carne.

Para lograr estos objetivos, se llevaron a cabo varias pruebas de
laboratorio y se realizd una prueba de cebo de corderos. Todos los ani-
males utilizados en este trabajo se manejaron de acuerdo a las directrices
espafiolas para la proteccion de animales de experimentacion y todos los
procedimientos experimentales fueron aprobados por la Direccion Gene-
ral de Ganaderia y Agricultura de la Comunidad de Madrid (Numero de
aprobacion PROEX 212.2/22).

2. ANALISIS DEL VALOR NUTRITIVO Y POTENCIAL ANTI-
METANOGENICO DE LA CAPOTA DE ALMENDRA ESPA-
NOLA

2.1. Material y métodos

Se obtuvieron un total de 36 muestras de CA procedentes de dife-
rentes explotaciones de almendros durante las campafias de 2019, 2020,
2021, 2022 y 2023 siguiendo el procedimiento de recoleccion americana.
Este sistema consiste en el uso de vibradores de tronco (buggy) que hacen
caer los frutos al suelo. Esto permite el secado de la almendra al aire y
una vez alcanzado su grado de humedad éptimo, se barren los frutos y se
apilan en hileras para su recogida y transporte a fabrica, donde se realiza
el descapotado y se genera la CA. Las muestras procedian de las varie-
dades Marta, Guara, Soleta, Lauranne y Penta. Una vez en el laboratorio,
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las muestras se limpiaron para eliminar restos (cascaras de almendra, pa-
litos, hojas, polvo) y se secaron a baja temperatura (50 °C; 72 h) antes de
su andlisis.

Se analiz6 el contenido en materia seca, cenizas, fibra bruta (FB)
y grasa (extracto etéreo) de las muestras utilizando los procedimientos
de la Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2005), mien-
tras que el contenido en fibra neutro detergente, fibra acido detergente y
lignina se determind segin Van Soest et al. (1991). Para medir el conte-
nido en nitrogeno (N) se utilizdé el método de combustion Dumas y el
contenido en proteina bruta se calcul6 como N x 6,25. El contenido en
azUcares totales se determino por espectrofotometria segun el ensayo de
Folin-Ciocalteu (Yemm y Willis, 1959). Para estimar el contenido ener-
gético de las muestras, estas se incubaron in vitro con liquido ruminal
para medir la produccion de gas a las 24 horas de incubacion. El liquido
ruminal utilizado se obtuvo de cuatro ovejas Lacaune fistuladas en el ru-
men y se mezcld con la solucion tampdn de Goering y Van Soest (1970)
en proporcion 1:4. Las incubaciones in vitro se realizaron en viales de
vidrio de 120 ml en los que se pesaron 500 mg de cada muestra y se
afiadieron 50 ml de la mezcla de fluido ruminal y medio de cultivo. Los
viales se cerraron, se incubaron a 39°C y se midio la cantidad de gas
producido a las 24 horas con un medidor de presion (Delta Ohm
DTP704-2BGl; Herter Instruments SL, Barcelona, Espafia) y una jeringa
de plastico.

El contenido de energia metabolizable (EM) de las muestras de
capota de almendra se estimé a partir del contenido de proteina bruta y
grasa (ambos expresados como g / kg de materia seca) y la cantidad de
gas producido a las 24 horas de incubacion por cada 300 mg de materia
seca incubada (Gas) utilizando la ecuacién propuesta por Menke y Stein-
gass (1988): EM = 2,43 + 0,1206 x Gas + 0,0069 x Proteina bruta +
0,0187 x Grasa. Los contenidos en energia neta para mantenimiento, lac-
tacion y cebo se estimaron a partir de las ecuaciones del sistema ameri-
cano NRC (2001) para la CA.

Para analizar el posible potencial antimetanogénico de la CA se
formularon cuatro dietas para rumiantes lecheros de produccion media,
una sin CA (dieta control) y tres dietas en las que se sustituyeron ingre-
dientes por 8, 16 0 24% de CA. La CA sustituy¢ parcialmente al heno de
alfalfa y al maiz y se incluyo urea en las dietas que contenian CA para
conseguir dietas isonitrogenadas. (Tabla 1).
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Item Control CA8 CAl16 CA24
Ingredientes (% materia fresca)

Heno de alfalfa 60,0 53,4 46,9 40,3
Capota de almendra - 8,0 16,0 24,0
Urea - 0,18 0,35 0,55
Maiz 15,0 13,4 11,8 10,2
Cebada 8,5 8,5 8,5 8,5
Harina Soja 46,5 3,0 3,0 3,0 3,0
Salvado de trigo 2,5 2,5 2,5 2,5
Pulpa de remolacha 9,0 9,0 9,0 9,0
Otros ingredientes? 2,00 2,00 2,00 2,00
Composicion quimica (%)?
Materia seca 91,8 91,8 90,9 90,5
Materia organica 91,4 91,5 91,5 91,6
Proteina bruta 14,7 14,7 14,7 14,8
Fibra neutro detergente 40,9 40,9 40,5 40,1
Grasa 3,22 3,58 3,94 4,30

TABLA 1. Ingredientes y composicion quimica de dietas sin capota de almendra (Con-
trol) y con capota incluida al 8 (CA8), 16 (CA16) y 24% (CA24) de la dieta.

1 Otros ingredientes: jabon célcico (1,0%), carbonato calcico (0,5%) y premezcla vita-
minico-mineral (0,5%) en las dos dietas.

2 La composicion quimica esta expresada en g/100 g de materia seca, excepto el conte-
nido en materia seca.

La muestra de CA utilizada en las dietas contenia 92,3, 6,83, 36,7,
26,6, 4,58 y 23,8 g de materia organica, proteina bruta, fibra neutra de-
tergente, fibra acida detergente, grasa y azUcares totales por 100 g de
materia seca, respectivamente. Todas las dietas se formularon para satis-
facer las necesidades nutritivas de rumiantes lecheros de produccion me-
dia segun el sistema de alimentacion del INRA (Sauvant et al., 2018) y
para tener un contenido similar en proteina bruta y fibra neutro deter-
gente.

Las dietas experimentales se incubaron in vitro siguiendo la
misma metodologia descrita para las muestras de CA, pero al finalizar la
incubacion se tom6 una muestra del gas producido en un tubo de vacio
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para medir posteriormente su concentracion en metano por cromatografia
de gases (Martinez et al., 2010). Posteriormente se abrieron los viales, se
midio el pH del contenido y se tomaron muestras para determinar la con-
centracion en acidos grasos volatiles (AGV) y amoniaco. La concentra-
cion en AGV se determin6 por cromatografia de gases segun el procedi-
miento descrito por Tejido et al. (2005) y la concentracién en amoniaco
segun el método colorimétrico descrito por Weatherburn (1957).

Los datos obtenidos en la incubacion in vitro de las dietas se ana-
lizaron mediante un analisis de varianza utilizando un modelo mixto que
incluia el efecto fijo del pienso y el efecto aleatorio del in6culo ruminal.
Los posibles efectos lineales y cuadraticos de la inclusion de CA en el
pienso se analizaron mediante contrastes polinomiales. Cuando se de-
tectd un efecto significativo de la inclusion de CA, las medias para cada
dieta se compararon mediante el test de Tukey. Para todos los analisis
estadisticos, la significancia se estableci6 en valores de P < 0,05, y los
valores de P < 0,10 se consideraron tendencias. Los analisis estadisticos
se realizaron utilizando el PROC MIXED del paquete estadistico SAS
(2017).

2.2.  Resultados y discusion critica

En la Tabla 2 se muestran los valores medios de composicion qui-
mica y contenido energético de las muestras espafiolas de CA y de mues-
tras americanas analizadas por el laboratorio Dairy One (https://apps.dair-
yone.com/feedcomposition). El contenido medio en cenizas, proteina
bruta, grasa (extracto etéreo) y azucares totales fue ligeramente mayor en
la CA espafiola que en las muestras americanas. Por el contrario, las
muestras espafiolas de CA tuvieron menores contenidos en fibra neutro
detergente, fibra acido detergente, lignina y fibra bruta que las muestras
americanas. En los dos casos, la fibra de la CA estuvo muy lignificada,
ya que la lignina supuso de media el 31,3 y 32,0% de la fibra neutro
detergente para las muestras espafiolas y americanas, respectivamente.
Estos resultados reflejan la variabilidad de la composicién de la CA, que
se ve influenciada tanto por la variedad de almendra como por las condi-
ciones de cultivo (DePeters et al., 2020).

El contenido en energia metabolizable y energia neta para mante-
nimiento y cebo de las muestras nacionales fue mayor que el de las mues-
tras americanas, pero el contenido en energia neta para lactacion fue si-
milar (Tabla 2). Estos datos muestran que la CA es una buena fuente de
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energia para rumiantes, que podria sustituir tanto a los forrajes (debido a
su contenido en fibra), como a los concentrados (por su aporte energe-
tico). Sin embargo, su valor proteico es reducido debido a su bajo conte-
nido en proteina y la baja disponibilidad (NRC, 2001).

Muestras Muestras

item espafiolas Americanas?

Composicion quimical
Cenizas 9,48 8,41
Proteina bruta 6,84 5,89
Extracto etéreo 4,03 3,16
Fibra bruta 16,5 19,2
Fibra neutro detergente (FND) 34,2 38,8
Fibra acido detergente 24,7 32,2
Lignina 10,7 12,4
Relacion Lignina / FND (%) 31,3 32,0
Azlcares totales 26,9 24,4

Contenido energético para rumiantes
(Kcal / kg de materia seca)

Energia metabolizable 2074 1920
Energia neta para mantenimiento (ENm) 1390 1221
Energia neta para lactacion (ENI) 1280 1334
Energia neta para cebo (ENc) 852 657

TABLA 2. Composicién quimica y contenido energético para rumiantes de muestras
de capota de almendra espafiolas y americanas.

! Composicion quimica expresada en g / 100 g de materia seca, excepto cuando se in-
dican otras unidades.

2 Valores medios de muestras comerciales analizadas entre 2004 y 2022 en Estados
Unidos por el laboratorio Dairy One (https://apps.dairyone.com/feedcomposition).

Por otra parte, como se puede observar en la Figura 1 la compo-
sicion quimica de las muestras de CA fue muy variable. Esta amplia va-
riabilidad se reflej6 también en el contenido en energia metabolizable
(1722 — 2357 Kcal /kg materia seca) y energia neta para mantenimiento
(1143 — 1591 Kcal /kg materia seca), lactacion (1046 — 1472 Kcal /kg
materia seca) y cebo (671 — 1006 Kcal /kg materia seca). Por ello, es
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necesario el andlisis de la composicién quimica de la CA antes de su
utilizacion practica.
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FIGURA 1. Valores méximos y minimos para las distintas fracciones quimicas anali-
zadas en las muestras de capota de almendra de origen nacional.

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos en las incuba-
ciones in vitro de las dietas que contenian cantidades crecientes de CA.
La inclusion de CA en el pienso produjo un aumento lineal (P < 0,001)
del pH final y una reduccion lineal (P < 0,001) de la produccion de AGV,
lo que en conjunto indica una menor fermentacion de los piensos con
CA.

Tambien se observaron cambios en el perfil de AGV, con una re-
duccién de la proporcion de acético y un aumento de la proporcion de
propidnico, lo que provoco una disminucion lineal (P < 0,001) de la re-
lacion acético / propionico. Ademas, las proporciones de valérico dismi-
nuyeron linealmente (P < 0,001) al incluir CA en el pienso, lo que podria
estar relacionado con una reduccion de la degradacion de la proteina o la
desaminacion de los aminoéacidos, ya que el valérico es un producto de
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degradacion de la prolina (Dehority et al., 1958). Estos resultados son
consistentes con la reduccion de las concentraciones de amoniaco obser-
vadas al incluir CA en el pienso, ya que el amoniaco es un producto final
de la degradacion de las proteinas en el rumen. Sin embargo, la inclusion
de CA en los piensos no afecto ni la produccién de metano ni a la relacion
metano / AGV, lo que indica que la CA utilizada no contenia compuestos
antimetanogénicos.

P=
PH 687° 686" 68 690° 0005 <0001 0,244
pSVicales  ge9c 6400 6090 6,112 0078 <0001 0,078

Proporcién molar AGV (mol/100 mol)
Acético (Ac) 64,6° 64,1 63,3 626 0,39 0,003 0,863
Propidnico (Pr) 19,22 202> 206 215° 018 <0001 0,843

Butirico 11,9 11,5 12,3 121 0,25 0,311 0,636
Isobutirico 1,20 1,06 1,08 1,07 0,095 0,395 0,496
Isovalérico 1,78 165 167 165 0,041 0,076 0,204
Valérico 1,26 154 1122 1122 0,024 <0,001 <0,001

Ac/Pr (mol/mol) 3,36° 318> 3,07 2912 0,049 <0,001 0,786
Amoniaco (mg/l) 223 1882 183® 1912 36 <0,001 <0,001
Metano (ml) 50,2 46,7 46,1 47,2 155 0,204 0,176

Metano/AGV
(ml/mol) 7,50 728 757 7,76 0,315 0,471 0,530

TABLA 3. Pardmetros fermentativos de las dietas sin capota de almendra (Control) y
con capota incluida al 8 (CA8), 16 (CA16) y 24% (CA24) de la dieta tras su incubacion
in vitro con liquido ruminal durante 24 horas.

abe Dentro de la misma fila, las medias con diferente superindice son diferentes (P<0,05)
L AGV: 4cidos grasos voldtiles.

3. PRUEBA DE CEBO DE CORDEROS

3.1. Material y métodos

Se formularon tres piensos experimentales: uno sin CA (control)
y otros dos que incluian 6 (CA6) o 12% (CA12) de CA (en materia
fresca). Todos los ingredientes se molieron y se granularon (4 mm). Los

120



tres piensos contenian los mismos ingredientes, a excepcion que las can-
tidades de cebada y salvado de trigo en el pienso control se redujeron en
los piensos CA6 y CA12 y se reemplazaron con 6,0 y 12,0% de CA,
respectivamente. Ademas, se incluy6 urea en los piensos con CA y se
aumentd la cantidad de jabdn célcico en los piensos para obtener dietas
isonitrogenadas e isoenergéticas. Los ingredientes de los piensos experi-
mentales, la composicion quimicay el perfil de acidos grasos de los pien-
sos, la paja de cebada y CA se muestran en la Tabla 4.

Antes de preparar los piensos, la CA se analiz6 para determinar su
concentracion en microorganismos aerobios (ISO 4833-1:2013), Entero-
bacteriaceae (1SO 21528-2:2017), coliformes (1SO 4832-2006), levaduras
y mohos (NF V 08-059-2002), Escherichia coli (1ISO 16649-2:2001), Sta-
phylococcus coagulasa positivo (QMP_51 10 x), Salmonella spp. (ISO
6579-1:2017) y Listeria monocytogenes (QMP_504_Al_51 24 x) utili-
zando meétodos clésicos de recuento de colonias. No se detectaron Sal-
monella spp. ni Listeria monocytogenes y los recuentos de otros micro-
organismos estuvieron por debajo de los limites recomendados en mate-
rias primas para alimentacion animal.

Se utilizaron 30 corderos de raza Manchega (12,5 £ 0,26 kg de
peso inicial; 15 machos y 15 hembras) que se distribuyeron en tres grupos
homogéneos segun el peso vivo y sexo, y cada grupo fue asignado a uno
de los tratamientos experimentales (Control, CA6 y CA12). Los corderos
se alojaron en corrales individuales (1 m x 1 m) provistos de suelo de
slat. Cada corral estaba equipado con dos comederos independientes
(para paja y pienso) y un bebedero automaético, y la sala estaba climati-
zada (20 - 22°C). Los corderos recibieron diariamente pienso y paja de
cebada ad libitum, y tuvieron acceso continuo y libre a agua fresca.

El consumo de alimento se controlé dos veces por semana y los
corderos se pesaron una vez por semana. Los corderos se sacrificaron en
un matadero comercial cuando alcanzaron aproximadamente 23,0 kg de
PV en los dias 46 y 48 de la prueba y se sacrificaron cinco corderos de
cada tratamiento cada dia. Las canales se pesaron tanto inmediatamente
después del sacrificio como después de 24 horas de oreo en una cdmara
a 4°C. Asimismo, se midi6 el pH del mdsculo Longissimus dorsi utili-
zando un electrodo de penetracién adaptado a un pH-metro portatil con
sonda de temperatura (Hanna Instruments pH meter HI-9025; Hanna Ins-
truments SL, Eibar, Espafia).
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Piensos

item Control CA6 CA12 Paja Capotade
almendra
Ingredientes (g/100 g material fresca)
Maiz 33,0 330 33,0
Trigo 10,0 10,0 10,0
Cebada 22,0 18,8 15,6
Harina de soja 47% 11,0 11,0 11,0
Harina de girasol 8,0 8,0 8,0
Salvado de trigo 12,0 8,0 4.0
Capota de almendra - 6,0 12,0
Urea - 0,17 0,35
Jabén célcico 1,40 2,40 3,40
Carbonato célcico 1,30 1,30 1,30
Bicarbonato sédico 0,80 0,80 0,80
Sal 0,30 0,30 0,30
rl?qriigrzcla vitaminico- 0.20 0.20 0.20
Composicion quimica
Materia seca (g/100 g) 89,0 88,6 88,0 92,1 84,7
Cenizas 49 47 6,7 7.8 16,2
Proteina bruta 14,5 14,4 142 5.7 6,4
Extracto etéreo 3,4 46 ) 1,8 34,7
Fibra neutro detergente 19,9 20,2 202 686 27,9
Fibra acido detergente 6,9 8,5 9,5 42,2 16,7
Lignina 1,5 25 3,5 7,5 54
Acidos grasos (% total
&cidos grasos)
Saturados 28,5 32,2 349 48,8 20,9
Monoinsaturados 274 29,8 31,9 418 1,07
Poliinsaturados 44 1 37,9 33,2 344 29,5

TABLA 4. Ingredientes de los piensos experimentales, composicion quimica (% de la
materia fresca) y perfil de acidos grasos de piensos sin capota de almendra (Control) y
con 6 (CA6) 0 12% (CA12) de capota de almendra, paja de cebada y capota de almendra
incluida en los piensos.

Transcurridas las 24 horas de oreo se midio de nuevo el pH 'y se
diseccionaron los dos musculos Longissimus dorsi de cada cordero. El
musculo del lado derecho se congeld y posteriormente se liofilizo para
analizar la composicion quimica y el perfil de acidos grasos. EI musculo
del lado izquierdo se dividio en dos porciones. Una de las porciones se
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congeld inmediatamente para determinar su concentracion en sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) de acuerdo con el procedi-
miento descrito por Maraschiello et al. (1999), expresando los resultados
como mg de malondialdehido (MDA) / kg de carne. En la otra porcion
se midio el color y se coloc6 en bandejas de poliespan, que se envolvie-
ron con una pelicula de plastico de uso alimentario permeable al oxigeno
y se almacenaron durante 6 dias en una cdmara oscura a una temperatura
de 2°C. Transcurridos 6 dias se determind el color de las muestras y se
congeld para determinar posteriormente su concentracion en TBARS
para analizar la evolucion de la oxidacion lipidica de la carne. El perfil
de &cidos grasos se analiz6 mediante cromatografia de gases siguiendo
el método descrito por Andrés et al. (2019).

Los datos se analizaron mediante andlisis de varianza como un
modelo mixto en el que el pienso, el sexo y la interaccion pienso x sexo
se consideraron efectos fijos. Debido a que no se detectaron efectos del
sexo ni interacciones pienso x sexo, se muestran unicamente los efectos
del pienso. Cuando se detect6 un efecto significativo de la inclusion de
CA, las medias se compararon mediante el test de Tukey. El nivel de
significacion estadistica se establecié en P < 0,05, y los valores de P <
0,10 se consideraron tendencias.

3.2.  Resultados y discusion critica

No hubo diferencias entre grupos en el peso final (P = 0,372) ni
en el consumo de pienso (P = 0,349), paja (P = 0,883) o0 el consumo total
de alimento (P = 0,331) de los corderos (Tabla 5). Estos resultados con-
cuerdan con los obtenidos por Scerra et al. (2022), quienes tampoco ob-
servaron efectos sobre estos parametros cuando se incluy6 un 15 o un
30% de CA en el pienso de corderos de raza Sarda reemplazando par-
cialmente la cebada y el maiz. Tampoco se detectaron efectos del tipo de
pienso en el indice de conversion (P=0,274), el peso de la canal caliente
(P =0,735) y fria (P = 0,655) y el rendimiento de la canal (P = 0,194),
pero la ganancia media diaria tendié (P = 0,092) a reducirse al incluir CA
en el pienso.

Como se muestra en la Tabla 6, la inclusion de CA en el pienso
no influyd en el contenido en agua, cenizas, proteina o grasa de la carne
de los corderos (P = 0,393, 0,459, 0,235 y 0,187, respectivamente). El
pH del Longissimus dorsi tendio6 a verse afectado por la alimentacion de
los corderos en la medida efectuada tras el sacrificio (P = 0,083) y tras
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24 horas de oreo (P = 0,052), pero en todos los casos los valores estuvie-
ron en el rango considerado normal para la carne de cordero.

Pienso
ftem Control CA6 CAl2 EEM! P=
Peso final (kg) 235 228 221 0654 0372
Consumo (g/d)
Pienso 768 740 718 233 0,349
Paja 52,1 525 50,0 376 0,883
Total 820 793 768 237 0,331

Ganancia media diaria (g/d) 238 222 198 11,8 0,092
indice de conversion (g/g) 355 359 396 0,184 0,274
Peso canal caliente (kg) 10,9 10,7 10,6 0,34 0,735
Peso canal fria (kg) 10,7 10,4 104 0,32 0,655
Rendimiento de la canal (%) 458 457 46,9 0,45 0,194

TABLA 5. Peso final, consumo de pienso y paja, ganancia media diaria, indice de con-
version, y peso y rendimiento de la canal de corderos de cebo alimentados con un pienso
control sin capota de almendra (Control) y con piensos con 6 (CA6) 0 12% (CA12) de
capota de almendra.

L EEM: error estandar de la media (n = 10).

Los valores de oxidacion lipidica en el momento del sacrificio
fueron similares para todos los corderos (P = 0,474; Tabla 6), pero tras 6
dias de almacenamiento la carne de los corderos CA12 presenté mayores
(P < 0,05) concentraciones de malondialdehido que la de los corderos
CAG6 (0,247 vs. 0,214 mg /kg de carne). Sin embargo, debe tenerse en
cuenta que las concentraciones de TBARS en todas las muestras estuvie-
ron por debajo de 0,50 mg de malondialdehido / kg de carne, que es el
valor minimo propuesto para la deteccion del sabor rancio (Lanari et al.,
1995).

La Figura 2 muestra las proporciones de acidos grasos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados en la carne de los tres grupos de cor-
deros. No hubo diferencias (P = 0,338) entre grupos en la proporcion de
acidos grasos saturados. En comparacion con el grupo Control, la
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proporcion de acidos grasos monoinsaturados disminuy6 (P < 0,05) y la
de &cidos grasos poliinsaturados aumenté (P < 0,05) en los corderos que
recibian los piensos CA6 y CA12. Ademas, es importante mencionar que
la proporcion de acidos grasos n-6 fue mayor en la carne de los corderos
alimentados con CA que en la de los corderos control, pero no hubo di-
ferencias entre grupos en la relacion n-6 / n-3 (12,4, 13,0 y 13,4 para el
grupo Control, CA6'y CA12, respectivamente). Los acidos grasos poliin-
saturados se consideran mas saludables que los acidos grasos saturados
para los humanos, ya que proporcionan proteccion contra la osteoartritis,
el cancer y los trastornos autoinmunes (Kapoor et al., 2021). Estos resul-
tados indican un perfil potencialmente mas saludable de la carne de cor-
deros alimentados con CA que en los corderos control.

Pienso
item Control CA6 CAl2 EEM! P=
Composicion quimica (%)
Agua 73,8 73,5 74,3 0,59 0,393
Cenizas 1,04 0,99 1,05 0,031 0,459
Proteina 21,2 22,2 21,7 0,42 0,235
Extracto etéreo 3,96 331 29 0,371 0,187

pH
pH Longissimus dorsi 0 h 6,73 6,73 6,88 0,047 0,083
pH Longissimus dorsi 24 h 5,64 5,73 5,63 0,028 0,052

TBARS (mg malondialdehido /

kg carne)
Dia0 0,199 0,192 0,196 0,0039 0,474
Dia 6 0 2283. 0 2143 0 247b 0,0077 0,034

TABLA 6. Composicion quimica, pH a las 0 y 24 horas del sacrificio y concentracion
en sustancias reactivas al 4cido tiobarbitdrico (TBARS) medida al sacrificio y tras 6
dias de almacenamiento de la carne de corderos de cebo alimentados con paja de cebada
y con un pienso control (Control), con 6 (CA6) 0 12 (CA12) % de CA.

ab Dentro de la misma fila, las medias con diferente superindice son diferentes (P<0,05).

L EEM: error estandar de la media (n = 10).
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FIGURA 2. Perfil de &cidos grasos (g /100 g 4cidos grasos totales) en la carne de cor-
deros de cebo alimentados con un pienso sin capota de almendra (Control), con 6 (CA6)
0 12% (CA12) de capota de almendra. Diferentes letras entre columnas indican dife-
rencias significativas (P < 0,05) entre grupos.

4. CONCLUSIONES

1) La composicion quimica y el contenido energético de la capota de
almendra producida en Espafia es muy variable y pueden verse afec-
tados por la variedad de almendra y por las condiciones de cultivo.
Por ello, es necesario analizar la composicion de la capota antes de
su inclusion en las dietas de los animales.

2) Lainclusion de capota de almendra en las dietas de rumiantes puede
tener efectos variables sobre su fermentacion ruminal, pero en el pre-
sente estudio no se observaron efectos antimetanogénicos.

3) Los resultados in vivo indican que es posible incluir un 12% de CA
en el pienso de corderos de cebo sin afectar negativamente a su ren-
dimiento productivo. Ademas, la utilizacion de capota de almendra
modifico las proporciones de acidos grasos de la carne hacia un perfil
mas saludable para el consumo humano al aumentar la proporcion de
acidos grasos poliinsaturados. Sin embargo, la utilizacion de capota
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[1]
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[3]

[4]

[5]

[6]

de almendra también puede aumentar la oxidacion lipidica de la carne
durante su almacenamiento.

El uso de capota de almendra como materia prima alternativa en la
alimentacion de los rumiantes contribuiria a su reciclado y a la soste-
nibilidad de las explotaciones ganaderas. Ademas, podria presentar
beneficios econdmicos, pero esto dependera no solo del precio de la
capota de almendra sino también del precio de las materias primas a
las que sustituya.
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RESUMEN

A consecuencia de la adaptacién de la produccién a los nuevos
escenarios del sector como son la retirada del zinc, la creacion de explo-
taciones sostenibles y la reduccion del uso de antibioticos, los criterios
de sostenibilidad de las explotaciones han cambiado. Actualmente, el
mayor criterio de sostenibilidad es la sanidad de una explotacion y el uso
eficiente de los recursos necesarios para la produccion alimentaria,
siendo ademas una competencia importante dentro de la actividad vete-
rinaria.

Por lo tanto, en este trabajo proponemos considerar que la salud
intestinal no tiene importancia solo a nivel digestivo, sino que la reduc-
cion de la disbiosis y la inflamacidn intestinal en los cerdos, produce al-
teraciones en la respuesta inmune a nivel sistémico, debido a la interco-
nexion de las mucosas (eje intestino-pulmén). Como consecuencia a
esto, en los casos de disbiosis intestinal se genera una respuesta inmuni-
taria poco robusta y una respuesta inflamatoria mas intensa, lo que con-
diciona no solo los resultados productivos de los animales, sino su evo-
lucion sanitaria.

ABSTRACT

As a result of adapting production to the new scenarios in the sec-
tor such as the withdrawal of zinc, the creation of sustainable farms, and
the reduction of antibiotic use, the sustainability criteria of farms have
changed. Currently, the greatest sustainability criterion is the health of a
farm and the efficient use of resources needed for food production, which
is also an important competency within veterinary activity.

Therefore, in this work, we propose considering that intestinal
health is not only important at the digestive level but that the reduction
of dysbiosis and intestinal inflammation in pigs produces alterations in
the immune response at the systemic level due to the interconnection of
mucous membranes (gut-lung axis). As a consequence of this, in cases
of intestinal dysbiosis, a weak immune response and a more intense in-
flammatory response are generated, which affects not only the productive
results of the animals but also their health evolution.

1. DEFINICION DE NUEVOS ESCENARIOS DE PRODUCCION
PORCINA

En estos dltimos afios la industria porcina esta sufriendo numero-
sos cambios en cuanto a la sanidad; ya que se ha tenido que eliminar el
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oxido de zinc de los piensos de primeras edades de los lechones y se ha
tenido, a la vez, que reducir el uso de antibidticos. Esto ultimo era total-
mente necesario para empezar abordar un gran problema como son las
resistencias a los antimicrobianos. Por todo esto, es necesario realizar
cambios importantes en nuestra manera de entender la produccion. Lo-
gicamente, tendremos un mayor uso de los métodos bioldgicos y tendre-
mos que disponer de herramientas de monitorizacion sanitaria que nos
mejoren la deteccion de las incidencias sanitarias, para que podamos
abordarlas en momentos mas tempranos.

El cebo de ganado porcino, a nivel sanitario, es el espejo de la
granja de reproductoras, ya que el cebo solo manifiesta las patologias que
tenemos en las granjas de reproductoras. Por ello, el trabajo en las granjas
de reproductoras se esta centrando en reducir la transmision horizontal
de las enfermedades para limitar la transmision vertical a los lechones, y
por lo tanto, tener la menor prevalencia posible de enfermedad. Lo que
se busca es que estas incidencias sanitarias no se manifiesten en el pe-
riodo de cebo. De esta manera, lo que tendremos es una produccion sos-
tenible, ya que producimos de una forma mas eficiente al tener que usar
menos recursos, como es el menor uso de antibioticos posibles.

Estamos en unos momentos de cambios en la produccién. Afia-
dido a nuevos desafios sanitarios, los cuales hay que superar para man-
tener nuestra produccion, (y seguir siendo rentables) ya que somos pro-
ductores de alimentos.

Los grandes cambios, a nuestro parecer, van a venir en primer lu-
gar, del control de las patologias digestivas como eje de control de la
sanidad, y en segundo lugar, minimizar el consumo de antibidticos, ya
que, en la fase de cebo, debido al peso de los animales, es donde mas
cantidad de antibidticos se suelen usar.

En cuanto a la fase del destete, es un gran desafio para los lecho-
nes derivado de enfrentarse a numerosos cambios de alojamiento, ali-
mentacion, jerarquia, etc. a los que tienen que hacer frente sin el uso de
herramientas que se usaban habitualmente en esta fase. De esta forma,
buscamos mejorar las condiciones de esta fase y que se produzcan de
forma paulatina los cambios a los que se enfrentan los lechones, evitando
estrés y alteraciones en la sanidad de los animales.

2. EL MICROBIOMA INTESTINAL

Definimos como microbiota al conjunto de microorganismos que
residen en un nicho determinado. En cuanto al concepto microbioma es
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més completo, ya que incluye, no solo a los microrganismos, sino a sus
metabolitos y sus genes en un nicho determinado. Para este trabajo em-
plearemos siempre el concepto microbiota como eje para su control y
reduccion de alteraciones tanto digestivas como respiratorias.

El microbiota intestinal del porcino es un ecosistema tremenda-
mente complejo en ganado porcino. En el periodo de cebo existen tres
patologias que agrupan el 90% de las que cursan en estos animales. Dos
de estas, ileitis y salmonelosis, afectan al ileon, y la disenteria que afecta
al colon. Todas ellas son capaces de alterar de manera notable la micro-
biota, y en el caso de salmonella provoca una fuerte reaccion inflamato-
ria.

Los cambios y las disbiosis son capaces de producir, no solo alte-
raciones a nivel digestivo, si no provocar alteraciones a nivel respiratorio
induciendo una reduccidn de la respuesta inmune y un incremento de la
respuesta inflamatoria ante patdgenos respiratorios que estan presentes
en los animales, pero que necesitan un factor desencadenante para que la
clinica aparezca.
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FIGURA 1. Tejido linfoide asociado a la mucosa.

134



3. EJE INTESTINO PULMON

La mucosa intestinal esta altamente correlacionada con otros or-
ganos, como la glandula mamariay el pulmén, y por lo tanto, los cambios
que se pueden producir a nivel local tienen repercusiones a nivel general.
Estas alteraciones surgen de varias maneras. En primer lugar, son capa-
ces de alterar la respuesta inmune, al igual que la respuesta inflamatoria.
En segundo lugar, las citoquinas producidas en el intestino pueden alterar
la respuesta inflamatoria en el pulmén.

Debemos tener una nueva vision de como la influencia de los pro-
cesos respiratorios puede alterar el microbiota intestinal y asi cambiar la
sanidad intestinal de los animales. Por supuesto que este eje es bidirec-
cional, y el factor clave es como las patologias intestinales tienen una
fuerte influencia en la intensidad y la duracion de los procesos clinicos
respiratorios a nivel de campo. El nuevo escenario es que la reduccion de
antibioticos en produccidn ejerce un cambio importante en el microbiota
intestinal, ya que las patologias digestivas que anteriormente estaban
ocultas por los tratamientos para el control de enfermedades, ya no lo
estan. De esta manera, el incremento de la incidencia de patologias di-
gestivas como ileitis, disenteria, etc. estan mas vigentes que nunca.

Nuestras percepciones en el campo, es que las granjas, en gran
medida, tienen patologias digestivas que suelen estar subclinicas, como
puede ser el caso de Lawsonia o de Brachyspira, pero en un momento
determinado pueden hacer que un proceso respiratorio tenga una mayor
duracion e intensidad.
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FIGURA 2. Eje intestino pulmon y alteraciones que se producen debidas a la disbiosis
digestiva y las alteraciones respiratorias que se observan.
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Como podemos observar en la figura 2, la importancia de la co-
municacion de las mucosas radica en la alteracion inmunitaria y en la
respuesta inflamatoria que es mucho mas intensa.

4. BIOMARCADORES SALIVARES

La saliva es un fluido bioldgico que toma cada vez méas importan-
cia en las pruebas diagnosticas veterinarias. Desde hace unos afos, se
utiliza ampliamente para la determinacion de patdgenos, siendo una
muestra muy sencilla de conseguir y sin generar estrés a los animales.

En la actualidad, existen numerosos andlisis que pueden ser de-
terminados en la saliva que nos aportan informacién sobre todo del es-
tado de salud y bienestar que gozan nuestros animales. Con toda proba-
bilidad, una mezcla de ellos nos puede determinar el estatus sanitario de
nuestros animales y serian marcadores importantes para el control de las
patologias en las granjas de produccion. Pero, sobre todo, para la moni-
torizacion sanitaria, ya que tendriamos datos especificos del estado ge-
neral de la granja y de las incidencias sanitarias que ocurren. Con esto,
podemos llegar a la raiz del problema, y llegar a establecer medidas de
control adecuadas.

La combinacidn de varios biomarcadores y sus interacciones es la
manera de tener una informacion completa de nuestra poblacion y lo que
estd aconteciendo en ella. La gran ventaja es que podemos determinar
procesos subclinicos, y por lo tanto, tenemos un buen margen para anti-
cipar soluciones antes de que la clinica, con todas sus consecuencias,
aparezca en la poblacién.

Existen una serie de biomarcadores, que son los méas utilizados
como indicadores de las analiticas correspondientes. Estos son:

— Haptoglobina es una proteina de fase aguda que se incrementa en
los procesos inflamatorios sean estos infecciosos 0 no. Es un buen
indicador de que el animal esta sufriendo un proceso que cursa con
inflamacién, y por lo tanto puede determinar procesos subclinicos.
Esté altamente incrementada en los procesos inflamatorios. No se ve
influenciada por los efectos del estrés termico, por lo tanto, para la
determinacion de intensidad de un proceso infeccioso es una buena
herramienta.

— Inmunoglobulinas G inespecificas (IGg) son las que se desencade-
nan en un proceso infeccioso, asi que se incrementan cuando el
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Fraccion celular T, células B, DC, Fraccién hidrofilica citoquinas,

animal desarrolla una respuesta inmune contra ese patdgeno. Se ve
incrementada en los casos de enfermedades sistémicas, y es un gran
indicador para diferenciar entre poblaciones con una enfermedad in-
fecciosa de las que no la tienen. Casi siempre lo vemos correlacio-
nado cuando hay incrementos con clinica en la poblacion. Existen
procesos respiratorios inespecificos con disnea, tos y reduccion del
consumo de pienso que generan una reduccion del crecimiento de
nuestros animales.

LESION INTESTINAL

Via linfatica mesentérica

neutréfilos, ILC, macréfagos albimina modificada, exosomas Fraccidnlipofilica AR LTBA, LPCILRE

® Q@ @ == 4

Glébulo rojo Macréfago Neutréfilo Célula endotelial Célula dendritica

Diapédesis, ROS, Hiperpermeabilidad. Apoptosis,
apoptosis, i [ i
citoquinas antigenos

Deformabilidad Citoquinas de

Obstruccion de
microvasos

Inflamacién pulmonar

FIGURA 3. Mecanismos por los cuales la inflamacion intestinal ejerce una influencia
en la respuesta inmune y en la inflamacién pulmonar.

ADA es el adenosin desaminase. Es un indicador de la respuesta in-
mune celular y de la inflamacion. Sus niveles elevados seran los que
indique una activacion del sistema inmune a nivel celular y de la in-
flamacion.

Por lo tanto, la combinacion de las tres nos ayudara a establecer la
evolucion sanitaria durante el cebo de los animales, y poder estable-
cer medidas de control en los procesos que afecten al cebo.

La dinamica de los biomarcadores nos ofrece una vision de la preva-
lencia y la clinica de las enfermedades en los cebaderos. En las lineas
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de cebo definidas ocurren los procesos clinicos que generan una can-
tidad de bajas muy constantes y es necesario realizar una serie de
medidas de control para atajar esos procesos. Esta dindmica de los
biomarcadores nos puede servir para establecer medidas de control
en la granja de reproductoras y ver su alcance en los cebos. Debemos
esperar cambios, puesto que sirve de gran ayuda en la monitorizacion
sanitaria de las granjas, pero también, para valorar las actuaciones
que realizamos en la granja de reproductoras y sus repercusiones sa-
nitarias en las fases posteriores.

5. OBJETIVOS

El objetivo es determinar si una vacuna contra Lawsonia intrace-
llularis, ejercia una influencia positiva, no solo en los parametros pro-
ductivos, ya que eso esta absolutamente demostrado. La idea del trabajo
es verificar que esta alteracion digestiva que produce la Lawsonia intra-
cellularis ejerce alteraciones en el comportamiento de las enfermedades
respiratorias que afectan a los cebos. Como consecuencia de esto, el
tiempo de curacion de la poblacién era mayor y las repercusiones sanita-
rias también lo son. De esta manera, se provoca que la clinica respiratoria
sea mucho mas recidivante por alteraciones inmunitarias derivadas de la
disbiosis intestinal.

Hay que tener en cuenta, que la Lawsonia intracellularis es una
bacteria intracelular obligada y que tiene una prevalencia muy alta en las
granjas de cerdos de Espafia. Su incidencia clinica es la hipertrofia del
ileon, pero también provoca una disbiosis intestinal. La vacunacion des-
plaza la infeccion por salmonella, que se trata de un patégeno que no solo
tiene interés en produccion porcina, sino también en seguridad alimenta-
ria.

¢ Qué criterios de valoracion vamos a efectuar?

Como consecuencia de la recirculacion de Lawsonia intracellula-
ris en la poblacion, mediremos la cantidad de los biomarcadores que he-
mos descrito, y su alteracion, nos diré la influencia en los pardmetros
técnicos del cebo en cuanto a la ganancia media diaria (GMD) e indice
de conversiéon (IC). También el porcentaje de bajas y el coste de medica-
cion. Este ultimo es un criterio de sostenibilidad muy importante en pro-
duccién porcina.

6. MATERIAL Y METODOS

Se tomaran dos poblaciones de 630 cerdos de los cuales se proce-
derd al marcado con doble crotal de 15 animales. Todos ellos son machos
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enteros de cruce comercial de cerda LWXLD y el finalizador Pietrain. La
granja de origen es una granja de reproductoras en fase 1 con 2.700 re-
productoras en una zona de alta densidad (Fuente Alamo en Murcia). De
los dos grupos, uno sera el grupo vacunado y el otro el grupo control.

Todos los lechones han sido vacunados contra Circovirus porcino
tipo 2 y contra Mycoplasma hyopneumoniae. El grupo vacunado, ade-
mas, se ha vacunado en el mismo momento, a los 23 dias de vida, con
Lawsonia intracelularis vacuna inactivada.

El destete de los animales se realiza a los 28 dias de vida y son
traslados a unas transiciones independientes de las naves de reproducto-
ras. Alli estaran 6 semanas y entraran a dos cebos iguales, pero separados
mas de 1 km. de distancia. Las caracteristicas de los dos cebaderos son
iguales en cuanto a tipo de tolva, aislamiento, calidad de agua, numero
de bebederos, etc.

Los lechones se crotalan a la entrada al cebadero con una edad de
10 semanas de vida con doble crotal. Se procede a la toma de muestras
en cuatro momentos del engorde.

— Entrada al engorde.

— Al mes de la entrada.

— A los dos meses de la entrada.
— Alos tres meses de la entrada.

A todos se les realiza cuatro tomas, tanto de saliva como de san-
gre. Las de saliva se realiza antes para no estresar al animal, y posterior-
mente la muestra de sangre.

La analitica de los biomarcadores salivares se realizé en la Uni-
versidad de Murcia. La recogida de muestras se hace y se enviaba en el
mismo dia, por lo que las muestras se congelaron para realizar todas las
determinaciones analiticas en el mismo momento.

Sobre todos los datos, se ha realizado el analisis estadistico para
comprobar si habia diferencias significativas entre el grupo vacunado y
el grupo control.

Las analiticas de seroconversion a Lawsonia se realizaron en el
laboratorio Biofarm Biotechonology en Espafia, y las analiticas de bio-
marcadores salivares se realizaron en el laboratorio SALILAB-UMU di-
rigido por Dr. José Joaquin Ceron.
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FIGURA 4. Foto de la esponja y dispositivo para que conseguir la saliva de los cerdos.

7. RESULTADOS

7.1. Dinamica de seroconversion

— Primer muestreo a las 10 semanas de vida (entrada al cebo, T1).
Se detecta una diferencia altamente significativa en cuanto a porcen-
taje de positivos entre ambos grupos (chi cuadrado de Pearson
=9,130; p=0,003). La proporcion de positivos es mayor en el grupo
vacunado.

En este primer muestreo la dindmica de seroconversion contra law-
sonia sigue el patrén que nos permite afirmar que no tenemos recir-
culacién hasta las 10 semanas de vida, solo aparece el grupo vacu-
nado, como es logico debido a la vacuna.
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E control
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Barras de error: 95% Cl
FIGURA 5. Presencia de positivos y negativos en ambos grupos T1.

Segundo muestreo (al mes de entrar, T2). En la segunda toma de
muestras se detecta una diferencia significativa en cuanto a porcen-
taje de positivos entre ambos grupos (chi cuadrado de Pearson
=3,968; p=0,046). La proporcion de positivos es mayor en el grupo
vacunado.
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80,0%

60,0%

Porcentaje

40,0%

20,0%

0%
NEGATIVO POSITIVO

RECODT2
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FIGURA 6. Presencia de positivos y negativos en ambos grupos T2.

141



En esta segunda toma el grupo control empieza a seroconvertir como
consecuencia de la circulacion de lawsonia entre los individuos de la

poblacion.

Tercer muestreo (a los dos meses de entrar, T3). En esta toma no

se encuentra diferencias significativas entre el grupo vacunado vy el
grupo control.

80,0%

60,0%

400%

Porcentaje

200%

0%

grupo

E control
M vacunado

NEGATIVO POSITIVO
RECODT3

Barras de error: 95% CI

FIGURA 7. Presencia de positivos y negativos en ambos grupos T3.

— Cuarto muestreo (a los tres meses de entrar, T4). Se detecta una
diferencia altamente significativa en cuanto al porcentaje de positivos
entre ambos grupos (chi cuadrado de Pearson =12,128; p<0,001). La
proporcion de positivos es mayor en el grupo vacunado.
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FIGURA 8. Presencia de positivos y negativos en ambos grupos T4.
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Se detectan una diferencia altamente significativa. En el grupo vacu-
nado ya han seroconvertido todos los animales. En cambio, en el
grupo control se sigue con la seroconversion. Esto tiene una conse-
cuencia: que la trasmision de la enfermedad en el efectivo ocurre de
una manera muy lenta, y que, por lo tanto, tenemos una coexistencia
de animales infectados y animales susceptibles en la misma pobla-
cion.

La consecuencia clinica es que no hay un momento de infeccién con-
tra lawsonia. Ocurre durante un largo periodo de tiempo, y eso tiene
consecuencias en cuanto a la salud intestinal, que repercute de ma-
nera directa en los procesos respiratorios que observamos en el cebo,
y que cursaban de manera recurrente.

1000% momento

80,0%

60,0%

Porcentaje

40,0%

20,0%

0% 4 €T
negativo positivo

RECOD
Barras de error: 95% Cl

FIGURA 9. Presencia de positivos y negativos en el grupo no vacunado en el tiempo.
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RECOD
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FIGURA 10. Presencia de positivos y negativos en el grupo vacunado en el tiempo.
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Es evidente que la dindmica de recirculacion de Lawsonia es total-
mente diferente en el grupo vacunado y en el grupo control. Esto con-
diciona el estatus sanitario de la poblacion, y como consecuencia, de-
bemos encontrar una correlacion entre la recirculacion del patogeno,
la reaccion inmune y la inflamatoria de los animales.

7.2.  Dinamica de los biomarcadores sanguineos

Media log10HP

Revision de la haptoglobina (HP), es una proteina de fase aguda
como dijimos que aparece en los procesos inflamatorios e infeccio-
sos, responden a estimulos inflamatorios que aparecen y se elevan
antes de que aparezca la enfermedad.

HP (ng/ml): dado que la variable no se distribuye normalmente, se
aplica una transformacion logaritmica (log10). Se detecta una inter-
accion tiempo por grupo altamente significativa (F=18,805;
p<0,001). El comportamiento de la variable en los diversos tiempos
es diferente en funcion de la granja considerada.

4,00 Grupo

==Vacunado
= Control

3,80

360

340

3,00 "

1 2 3
Tiempo
Barras de error: 95% ClI

FIGURA 11. Cantidad de haptoglobina en los grupos a lo largo del tiempo.

Como podemos observar (Figura 11) en el T1 no encontramos ningun
tipo de diferencia significativa entre las dos poblaciones, incluso en
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Media LoglgG

-1,00

-1,50

estos momentos estdbamos teniendo en ambas poblaciones una recir-
culacion de PRRS y no produjo cambios importantes, probablemente
debido a que la virulencia o la inmunidad de los animales era alta y
no se produjo ningun tipo de accién inflamatoria. EI T1 es un mo-
mento en el cual no se ha producido ninguna elevacion de los niveles
de haptoglobina ya que no se ha producido en la poblacion ningan
tipo de respuesta inflamatoria.

Enel T2y T3 es cuando se produce un incremento en el grupo control
de la reaccién inflamatoria. Es en parte debida a la recirculacion en
este periodo de la Lawsonia, pero también coincide con los momen-
tos en los cuales se incrementaron los procesos respiratorios y fueron
tratados con antibioticos ya que los animales manifestaron fiebre, tos
y disnea.

Revision de la inmunoglobulina G inespecifica (1Gg), las cuales
determinan la respuesta inmunitaria inespecifica.

1,00 Grupo

===Vacunados
== Control

50
00

-50

1 2 3
Tiempo
Barras de error: 95% CI

FIGURA 12. Cantidad de 1Gg en los grupos a lo largo del tiempo.

Como se observa en el grafico (Figura 12) el incremento de la inmu-
noglobulina G inespecifica esta altamente correlacionada con la re-
circulacion de Lawsonia en la poblacion.
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— Revision del adenosin desaminase (ADA) en la saliva, determi-
nante de la activacién de la respuesta inmune de caracter celular.

4,00 Grupo

= Vacunados
=== Control

3,80

3,60

Media LogADA

1 2 3
Tiempo
Barras de error: 95% Cl

FIGURA 13. Cantidad de ADA en los grupos a lo largo del tiempo.

Se detectan diferencias altamente significativas entre los dos grupos,
sea cual sea el tiempo considerado (F=10,298; p=0,003). Las medias
en colonia (control) son significativamente superiores. Por lo tanto,
la respuesta inmune celular es también mas alta en el caso del grupo
control.

Esta estimulacion inmune da lugar a una disminucion de los parame-
tros productivos, ya que los recursos de la alimentacion se dedican a
generar esta respuesta inmune.

7.3. Dinamica de la viremia de PRRS

Se evallan, y se hace una PCR cuantitativa en los periodos, para
comprobar la viremia de los lechones en el cebo a PRRS y su posible
influencia en los resultados que hemos obtenido.

Observamos como la viremia que viene desde finales de la transi-
cion persiste en las dos tomas de muestras iniciales en el grupo control.

No hay diferencias entre la dinamica de la enfermedad en la po-
blacion, ya que sigue el mismo patrén: a la segunda toma siguen estando
virémicos y en el T3y T4 estan negativos.
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FIGURA 14. PCR cuantitativa de PRRS en el grupo control en el tiempo.
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FIGURA 15. PCR cuantitativa de PRRS en el grupo vacunado en el tiempo.

9]

4 5

Entendemos que no hay respuesta a los biomarcadores de infla-
macion y de inmunidad ya que los lechones eran positivos desde antes
de entrar en el cebo, y, por lo tanto, no hay una respuesta inflamatoria e
inmunitaria en la fase final de la viremia.

7.4. Mortalidad en las explotaciones
Solo consideraremos la mortalidad como un indicador de las di-

ferentes patologias que ha tenido la poblacion estudiada.
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FIGURA 16. Cantidad de bajas en el grupo control en el tiempo.

En cuanto a las bajas producidas en el grupo control, se produce
una distribucion de las bajas en las cuales el final de periodo de cebo es
cuando mas bajas se tuvieron, y durante el resto tuvimos clinica digestiva
y respiratoria que se aprecia en el consumo de antibi6ticos durante todo
el cebo.

El Gltimo mes se incluyen los animales que han tenido que ser
sacrificados por no tener su peso comercial, y por lo tanto, no poder ser
comercializados debido a su falta de peso generado por los distintos pro-
cesos que han sufrido.

El porcentaje de bajas total de este cebadero se sitta en el 5,8%
(37 bajas en 630 animales entrados)

Las manifestaciones respiratorias tuvieron un fuerte impacto. El
problema fundamental, como se puede observar en la Figura 16 es la per-
sistencia del problema a lo largo del tiempo. Hay una constante en la
granja gque viene vinculada con la seroconversion de Lawsonia, esta se-
roconversion provoca en el intestino una hipertrofia del ileon y una dis-
biosis, de igual manera favorece la proliferacion de salmonella, creando
una fuerte inflamacion intestinal que tiene una fuerte influencia, no solo
a nivel intestino, creando una mala absorcién de nutrientes, sino también
una clinica de fuerte retraso en el crecimiento.

Estas alteraciones digestivas estan muy relacionadas con la mor-
dedura de rabos, ya que la inflamacién intestinal provoca una alteracion
del comportamiento y maximiza la mordedura de rabo. Todo viene por-
que el cerdo quiere producir mas saliva para contrarrestar las molestias
digestivas.
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FIGURA 17. Foto de mordedura de rabos en los cerdos con patologia digestiva.

Las lesiones intestinales que provoca la ileitis genera una ansie-
dad a los cerdos que hace que tengan un comportamiento tendente a la
mordedura de los rabos por el grado de nerviosismo que se genera.

En estos cebos tuvimos una patologia respiratoria recurrente (Pas-
teurella y Glaessrella) que hacia que tuviéramos que abordar el trata-
miento antibidtico de manera mas frecuente.

En cuanto a las bajas en el grupo vacunado es totalmente dife-
rente.
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FIGURA 18. Cantidad de bajas en el grupo vacunados en el tiempo.
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El porcentaje de bajas es de 3,81% (24 de 630 lechones entrados),
lo que significa una bajada muy significativa en el grupo vacunado con
respecto al grupo control. De igual manera, se observa como la distribu-
cion de las bajas es reducida y aunque hay una seroconversion a Lawso-
nia no hay manifestaciones clinicas de procesos respiratorios.

7.5. Datos zootécnicos

En este apartado no solo controlamos las bajas de los animales, sino
también la ganancia media diaria (GMD). Este pardmetro es una medida
de salud de la poblacion de cerdos: cuanto méas crecen mas sanos estan.
Por otra parte, también valoramos el indice de conversién (IC) que es un
parametro del coste de produccion méas importante en el cebo de ganado.

Animales entrados Pesomedioentrada)  Bajas | %bajas  Animales salidosPeso medio salida Dias de estancia Kg pienso ido GMD(gr) [ICeconomico| IC técnico
vacunados 630 51 P 381% 006 11476 n 215 755,66 23% 2315
630 1392 37 587% 53 10936 133 14 683,76 24% 2808

GMD = (Peso final de cebo-Peso inicial de en- | | 1Ce = kg totales de pienso consumidol (kg ven- | | 1Cr-=kg totales de pienso consumido/ (kg vends-
tradal/dias de estancia en cebo didos-kg entrados dos+bajasx40 kg)-kg entrados

FIGURA 19. Datos zootécnicos de los dos grupos y formulas.

Sobre los resultados reflejados en este cuadro (Figura 19), pode-
mos sacar una serie de conclusiones:

— Existen diferencias importantes en cuanto a las bajas: hay una dife-
rencia de un 2%, aproximadamente, favorable al grupo vacunado que
al grupo control.

— El factor més importante es el IC, el cual es de 141 gramos mejor en
el grupo vacunado. En el caso del IC técnico, esta diferencia es de
113 gramos.

— Esto representa en caso de llevarlo al peso repuesto (92 kg x 0,141
gramos pienso extra), a consumir 12,9 kg de pienso extra mas en el
grupo de cerdos no vacunados. Es decir, un cerdo no vacunado nece-
sita 12.9 kg maés de pienso para llegar al mismo peso que un cerdo
vacunado. Que al precio que esta el pienso, esto supone 3,99 euros
mas por cada cerdo producido.

— En cuanto a la GMD, el grupo de no vacunados crecen 72 gramos
menos que los animales del grupo vacunado. Es un pardmetro muy
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7.6.

interesante porque tiene una fuerte correlacion con el IC: cuanto més
rapido lleguen al peso menos conversion. Hay que tener en cuenta
que cuanto menos tiempo estén en el cebo, para llegar a los mismos
kilos de salida, mas rapido crecen.

Durante el engorde se produjeron un nimero mayor de procesos res-
piratorios inespecificos de etiologia multiple en el grupo control aso-
ciados a la recirculacién de Lawsonia que légicamente creaba un am-
biente de disbiosis intestinal que lo observdbamos acompafado de
clinica de tos en un porcentaje elevado de los animales y de disnea.

Gastos de medicacion

Una vez analizados los costes de medicacién de los grupos, pode-

mos concluir que:

La duracion de los tratamientos ha sido mas intensa y frecuente en el
grupo control que en el grupo vacunado. Los tratamientos han sido
tanto para el control de patologia digestiva como de patologia respi-
ratoria.

Los resultados indican un coste de medicacion de 3,2 euros mas ele-
vado en los animales control que en los animales vacunados.

MEDICACION CHARCO  vacunado control MEDICACION COLONIA
DICIEMBRE Tratamiento Duracién Coste Tto € DICIEMBRE Tratamiento Duracién Coste
Amoxicilina 4 dias 97,6
Florfenicol 5 dias 186 Amoxicilina 4 dias 97,6
Florfenicol 5 dias 186 Doxicilina 4dias 185,69
ENERO Tratamiento Duracién Coste ENERO Tramiento Duracién Coste
Doxiciclina 4 dias 371,3 Florfenicol 5dias 248
Lincomicina 5 dias 144,9
FEBRERO Tratamiento Duracion Coste
Lincomicina 5 dias 241,5 FEBRERO  Tratamiento Duracién Coste
Sulfamida 8dias 419
[costeToraL [ 10824 | Ketoprofeno  2dias 29,93
[NeANIMALES | 630 | Tianfenicol 5 dias 507
Tilvalosina 2dias 210,32
[cosTe/ aNimAL | 172 | Tilvalosina 2 dias 210,32
Tilvalosina 2dias 210,32
MARZO Tratamiento Duracién Coste
Lincomicina 5dias 241,5
Marbofloxacino 3 dias 263,5
Paracetamol 2dias 96,24
Ketoprofeno 2dias 29,93
Lincomicina 5dias 241,5
[costETOTAL ] 3135,75|
[NeaNIMALES | 630|

[cosTE/ ANIMAL | 4,977380952]

FIGURA 20. Gastos de medicacion de los dos grupos y férmulas.
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Cargas y coste econdomico

La gestion de cargas y vaciado de un cebadero es clave para conse-
guir la maxima rentabilidad de los animales. En este proceso inter-
vienen muchos factores que se han de tener en cuenta. Uno de estos
factores es la duracién y la intensidad de los procesos infecciosos que
pueden afectar a la poblacion de animales.

Como hemos determinado en el estudio, las consecuencias han sido
un empeoramiento en la GMD y en el IC de los animales no vacuna-
dos. Pero hay otra consecuencia, que es la variabilidad de pesos que
se origina como resultado de los procesos infecciosos que padece la
poblacion. Un aumento de la variabilidad de pesos dificulta enorme-
mente el proceso de cargas y vaciado. Disminuir la desviacion estan-
dar en cuanto al peso es clave para disminuir los descuentos que apli-
can los mataderos por no estar dentro del rango de peso idoneo que
marcan. La diferencia entre llevar a matadero lotes de cerdos homo-
géneos y con un peso correcto (dentro del rango marcado), o llevarlos
con una variabilidad significativa puede suponer una diferencia de
4,5 €/cerdo.

La mayor heterogeneidad también repercute en el nimero de veces
que se entra a cargar en cada una de las cuadras del cebo. Cada vez
que se realiza una carga, tendréa que existir un ayuno previo al trans-
porte (12 h) lo que supondra un aumento de estrés debido a la restric-
cion de alimento y descenso de la productividad para los animales
que permanezcan en la granja, pudiendo llegar a perder hasta 1 kg de
peso si el ayuno es muy prolongado (24 h). Hay que tener en cuenta
que cada vez que se retiran animales de una cuadra se produce el es-
tablecimiento de nuevas jerarquias (peleas, aumento del estres).

En definitiva, un mejor estatus sanitario a lo largo del proceso de en-
gorde es sinbnimo de mayor eficiencia de los animales y se traduce
en una mayor rentabilidad final.

CONCLUSIONES

La innovacidn de este estudio recae en establecer la importancia del
control de la patologia digestiva en una poblacion y valorar la inci-
dencia que tiene los procesos respiratorios que afectan a esa piramide
en cuanto a intensidad y duracién de estos y las consecuencias eco-
nomicas que nos plantean, pero sin olvidar que la eficiencia en



[1]

[2]

(3]

produccion es un indicador de sostenibilidad y, por lo tanto, es la di-
reccion hacia la que tienen que ir la produccion.

El cambio de mentalidad a la hora de abordar las patologias de las
piramides de produccion, en cuanto a la importancia en sistemas sin
medicacion de los procesos entericos, y de la importancia de las dis-
biosis que se producen por la presentacion de patologias digestivas
que suelen, en muchas ocasiones, ser subclinicas y no ser detectadas.

La sostenibilidad de la produccion esta basada en la reduccion de los
antibidticos en produccion con el control integral de la salud de nues-
tras granjas.

El uso de biomarcadores, no solo para monitorizar la salud de las
granjas, sino para valorar los cambios que realizamos y las repercu-
siones que estos tienen, son un sistema de deteccion temprana de en-
fermedades que nos ayuda a mejorar los procesos productivos.

Debemos de ser conscientes de que nuevos abordajes a las patologias
se estan abriendo, el conocimiento cada vez mayor del papel del in-
testino en numerosas patologias, asi como la interacciones que en-
contramos entre el intestino y otros érganos debido a la comunicacion
cruzada que existe. Son un campo nuevo de estudio que de principio
nos permite elaborar protocolos de diagndéstico, pero sin duda son una
ventana para poder modulara el microbiota y establecer nuevas lineas
de tratamiento en el control de la enfermedad en nuestros animales
de produccion.
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EL USO DE CANNABINOIDES EN INVESTIGACION
ENDOCRINOLOGICA Y ONCOLOGICA

BELEN CRESPO CORTES!

RESUMEN

El cannabidiol (CBD) es una sustancia quimica de la planta Can-
nabis sativa. La accidn de este compuesto se esta investigado por su po-
tencial terapéutico. En los ultimos afios, el consumo de CBD esta aumen-
tando exponencialmente. Se ha observado que el CBD reduce los niveles
de cortisol y altera la ruta esteroidea, siendo de interés para estudios en
endocrinologia. Por otro lado, se esta investigando el efecto del CBD en
el campo de la oncologia. Se han demostrado acciones proapoptéticas en
el cancer de mama, reduciendo el desarrollo tumoral. Estos estudios pre-
liminares pretenden investigar los efectos del CBD a nivel endocrinol6-
gico en ratones. Ademaés de estudiar el papel del CBD como posible
agente terapéutico en el cancer de mama inflamatorio triple negativo
(CMI-TN). Nuestros estudios revelan que el consumo de CBD podria
resultar en alteraciones endocrinolégicas que se podrian relacionar con
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posibles problemas reproductivos en machos. Por otro lado, el CBD
ejerce un efecto apoptotico y ralentiza el crecimiento tumoral alterando
los niveles de andrégenos circulantes, por lo que la administracion de
CBD podria ser beneficiosa para el tratamiento del CMI-TN. Estos estu-
dios asientan una buena base para futuras investigaciones sobre los posi-
bles efectos del CBD en el campo de la endocrinologia y la oncologia.

ABSTRACT

Cannabidiol (CBD) is a chemical from the Cannabis sativa plant.
The action of this compound is being investigated for its therapeutic po-
tential. In recent years, the consumption of CBD is increasing exponen-
tially. It has been observed that CBD reduces cortisol levels and alters
the steroid pathway, being of interest for studies in endocrinology. On
the other hand, the effect of CBD is being investigated in the field of
oncology. Proapoptotic actions have been demonstrated in breast cancer,
reducing tumor development. These preliminary studies aim to investi-
gate the effects of CBD at the endocrinological level in mice. In addition
to studying the role of CBD as a possible therapeutic agent in inflamma-
tory triple negative breast cancer (TN-IBC). Our studies reveal that CBD
consumption could result in endocrinological alterations that could be
related to possible reproductive problems in males. On the other hand,
CBD exerts an apoptotic effect and slows tumor growth by altering cir-
culating androgen levels, so CBD administration could be beneficial for
the treatment of TN-MIBC. These studies lay a good foundation for fu-
ture research on the possible effects of CBD in the field of endocrinology
and oncology.

1. INTRODUCCION
1.1. EICBD en la actualidad

La Cannabis Sativa L. (cannabis) es una planta que contiene can-
nabinoides (Crippa et al., 2018). El principal compuesto del cannabis y,
el mas conocido, es el A-9-tetrahidrocannabinol (THC), el cual es el res-
ponsable de los principales efectos psicoactivos (Crippa et al., 2018). Sin
embargo, existe otro compuesto presente en el Cannabis que no induce
efectos psicotoxicos, el cannabidiol (CBD) (Swenson et al., 2023). En el
afio 2018, la FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos) elimind el CBD de la lista de drogas y desde entonces
ha sido el suplemento herbal mas vendido en E.E.U.U. (Qian et al.,
2024).
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En los Gltimos afios, el consumo de CBD estad aumentando expo-
nencialmente y los informes indican que, aproximadamente el 90% de la
poblacion estadounidense, se automedica para patologias diagnosticadas
como trastornos del suefio y enfermedades psiquiatricas como la ansie-
dad y el deterioro neurolégico (Kaufmann et al., 2023; Stella, 2023). Es
tanta la popularidad que ha alcanzado el consumo del CBD en los ultimos
afos, que se han realizado diferentes cruces de Cannabis Sativa para me-
jorar su genética, dando como resultado la planta de cafiamo, que produce
altos niveles de CBD vy bajos niveles de THC (Stella, 2023).

Desde 1985, el CBD se ha empleado para tratar las nduseas y los
vomitos asociados con la quimioterapia (Nichols and Kaplan, 2020).
Ademaés, el CBD purificado fue aprobado y comercializado con el nom-
bre de Epidiolex®, en 2018 en E.E.U.U. y la Unidn Europea, para el tra-
tamiento de convulsiones epilépticas y convulsiones relacionadas con la
esclerosis tuberosa (Qian et al., 2024). Ademas, otro compuesto apro-
bado en Canada y la Union Europea en el 2000, fue el Sativex®, que se
emplea para el tratamiento de la esclerosis multiple y el dolor oncolégico
intratable (Nichols and Kaplan, 2020).

Dada su popularidad, el CBD esta comenzando a ser objeto de
muchos estudios englobados en distintas disciplinas cientificas. Por un
lado, se ha investigado su potencial terapeutico, ya que se ha demostrado
que protege contra la inflamacion, la ansiedad, la adiccion y la isquemia
cerebral entre otros (Rock et al., 2012; Britch et al., 2021). Ademas, el
consumo de esta sustancia se ha asociado con la mejora en el déficit de
la atencidn, la hiperactividad, déficits de comunicacion, déficits de inter-
accion social y déficits cognitivos (Stella, 2023).

Los efectos psicoactivos de los cannabinoides estan mediados por
los receptores de cannabinoides 1 (CB1) y 2 (CB2) (Qian et al., 2024).
Aunque el CBD no se considera un componente psicotdxico, se puede
unir al sitio alostérico del CB1 y modular la activacion del mismo (Tham
et al., 2018). Es por ello que, al interferir en receptores cerebrales, existe
cierta controversia acerca de si el CBD se considera, 0 no, una sustancia
psicotropica. Un estudio en humanos afirmé que, incluso a dosis altas de
consumo el CBD, no causa efectos similares al THC (Devinsky et al.,
2016). En contraposicidn, otro estudio mostré que el CBD en dosis bajas
y altas influye en los comportamientos humanos y, por tanto, el CBD
debe considerarse psicoactivo, ya que mejora la memoria episddica ver-
bal en consumidores jovenes (Hotz et al., 2021; Stella, 2023). Sin
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embargo, cabe destacar que el CBD no presenta un cuadro de efectos
secundarios graves. Las pruebas de la eficacia terapéutica del CBD en
multiples ensayos clinicos humanos informaron solo algunos efectos se-
cundarios leves y transitorios como son la somnolencia, la disminucion
del apetito, diarrea y fatiga (Stella, 2023).

Otro de los escenarios con gran peso en el mundo de la investiga-
cion y la clinica es la influencia del CBD para el tratamiento contra el
abuso de drogas, especialmente la adiccion de opioides, ya que se ha
visto que reduce la ansiedad. EI CBD podria agregarse al régimen de
desintoxicacion estandar y mitigar los sintomas relacionados con la abs-
tinencia de varias drogas de abuso, incluidos los opioides, los psicoesti-
mulantes y el consumo de alcohol (Gonzélez-Cuevas et al., 2018; Calpe-
Lopez et al., 2019; Stella, 2023).

1.2. El uso del CBD en medicina veterinaria

El CBD no solo empieza a cobrar relevancia en medicina humana,
sino que esta compartiendo protagonismo con el mundo animal. La ma-
yoria de los resultados sobre el efecto del CBD en animales se encuentran
a nivel experimental, donde se ha afirmado que en fases preclinicas el
CBD es beneficioso para tratar patologias cardiovasculares, respiratorias,
oncolégicas y como atenuadores del dolor en ratones, ratas y cobayas.
Sin embargo, los estudios en conejos, gatos y perros son limitados y su
uso en la clinica es poco conocido (Landa et al., 2016; Stella, 2023).
Gamble y colaboradores emplearon el CBD para tratar la osteoartritis en
perros, resultando en una disminucion del dolor y una mayor actividad
en los individuos tratados (Gamble et al., 2018). Otro estudio revel6 que
el consumo de CBD redujo las convulsiones totales y la frecuencia de
estas en perros con epilepsia idiopatica (Rozental et al., 2023). EI CBD
parece tener resultados prometedores en estudios experimentales, por lo
que su uso en la clinica veterinaria podria ser de gran interés para tratar
diversas patologias.

Otro de los campos para los que se esta empleando el CBD en
animales de compafiia, sobre todo en perros, y que estd dando buenos
resultados, es el control de la ansiedad y el estrés (Kogan et al., 2019).
Incluso existen fitomedicamentos de CBD, como Klean-Vet®, que ya se
comercializan para atenuar el estrés en perros y gatos (Klean-Vet, 2024).
Numerosas empresas comercializan diferentes alimentos y capsulas que
contienen cannabinoides no psicoactivos como el CBD para su uso en
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mascotas. Las ventas de productos procedentes del Cannabis desarrolla-
dos para mascotas han aumentado un 1000% en el 2017, destacando em-
presas como Medical Marijuana Inc, Stony Hill Corp o Vet Online
Supply Inc como desarrolladoras de productos comestibles que contienen
CBD para consumo animal, como suplemento para facilitar la relajacion
0 como antiinflamatorios topicos u orales (Kogan et al., 2019).

1.3. Lautilizacion del CBD en la endocrinologia humanay animal

La endocrinologia desempefia un papel fundamental tanto en la
salud humana como animal, ya que el sistema endocrino esta involucrado
en la regulacion del metabolismo, el crecimiento y desarrollo, la res-
puesta a estimulos externos y la reproduccion, entre otras muchas accio-
nes (Schiffer et al., 2019). Es bien sabido que los cannabinoides psicoac-
tivos, como el THC, influyen a nivel cerebral produciendo alteraciones
en el eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal; ademas, también producen al-
teraciones en los niveles de prolactina, oxitocina, hormonas tiroideas y
la hormona del crecimiento, entre otras (Hillard, 2019). Sin embargo,
existe un gran desconocimiento sobre la influencia del CBD en la endo-
crinologia, por lo que esta siendo objeto de estudio en la actualidad. Se
ha documentado que el consumo de CBD reduce los niveles de cortisol
en perros y humanos frente a situaciones de estrés (Hurd et al., 2019;
Flint et al., 2024).

Con respecto a la influencia del CBD en la produccion de hormo-
nas esteroides y sus receptores, se ha demostrado que este compuesto es
capaz de alterar la sintesis de la ruta esteroidea. Guard y colaboradores
en 2022 demostraron que el CBD, en lineas celulares humanas, produce
una alteracion en la homeostasis celular del colesterol (Guard et al.,
2022). Ademas, los cannabinoides pueden inhibir la familia de enzimas
CYP450 y reducir los niveles proteicos de la aromatasa, inhibiendo su
actividad en la célula (Almada et al., 2020; Amaral et al., 2021; Almeida
et al., 2023). Por lo tanto, la accion del CBD esta relacionada con la al-
teracion en los niveles de estrogenos y andrdgenos. Varios estudios en
una linea celular de cancer de mama han demostrado que el CBD podria
emplearse como inhibidor de la aromatasa para mejorar el tratamiento
del carcinoma mamario (Amaral et al., 2021; Almeida et al., 2023). Ade-
mas, reduce los niveles proteicos del receptor de estrogenos alfa (REa) y
aumenta los del receptor de estrogenos beta (REP) (Amaral et al.; 2021;
Almeida et al., 2023). Por otro lado, la influencia del CBD en la produc-
cion de andrégenos ha sido menos estudiada, sin embargo, se ha
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documentado en testiculos de rata que la administracion de CBD redujo
los niveles de testosterona (T) (Watanabe et al., 2005).

1.4.  Efectos del uso del CBD en el comportamiento

El aumento de productos que contienen CBD pone de relieve la
importancia de realizar estudios para incrementar el conocimiento de los
posibles efectos neuroldgicos del CBD, ya que pueden alterar el compor-
tamiento de los individuos (Calapi et al., 2022). Se ha observado que el
CBD reduce la actividad neurotransmisora paliando los déficits sociales
similares al autismo en un modelo experimental de raton, es decir, mejora
el comportamiento social en los individuos tratados con CBD (Kaplan et
al., 2017). Otro estudio corrobor6 que el CBD ejerce efecto en el com-
portamiento tras observar que, en ratas con conductas ansiosas, el con-
sumo de CBD normalizaba la conducta social y disminuia la hiperactivi-
dad (Gururajan et al., 2012).

Varios estudios han confirmado que el CBD puede reducir la an-
siedad de forma eficaz. EI CBD interacciona con el receptor de seroto-
nina (5-HT), el cual media los efectos analgésicos y ansioliticos, redu-
ciendo asi los sintomas de estrés y ansiedad (Gregorio et al., 2019; Aus-
trich-Olivares et al., 2022).

En la actualidad, se esta investigando el poder del CBD para re-
ducir el sindrome de abstinencia en el proceso de dejar de fumar. La ad-
ministracion oral aguda de CBD disminuye la ingesta de nicotina en ra-
tones y atenua los efectos somaticos relacionados con la abstinencia de
nicotina (Cheeks et al., 2024).

1.5. EICBD en los procesos oncolégicos

Ademas de los efectos del CBD sobre procesos neurologicos, en-
docrinos, y conductuales, la investigacion también se esta centrado en su
posible uso terapéutico en patologias oncoldgicas. Una de las ventajas
del CBD es que su consumo alivia los efectos secundarios relacionados
con la quimioterapia (O’Brien, 2022; Almeida et al., 2023). Ademas, se
esta investigando su posible efecto como tratamiento antitumoral. Se ha
demostrado que el CBD presenta acciones proapoptéticas y antiprolife-
rativas en muchos tipos de cancer, que incluyen la detencion del ciclo
celular, la inhibicion de la quimiotaxis, la migracion y la angiogénesis,
asi como la capacidad de modulacion del microambiente tumoral redu-
ciendo la secrecion de citocinas y disminuyendo el reclutamiento de
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macrofagos (Velasco et al., 2016; Green et al., 2022; O’Brien et al.,
2022). Parte de la actividad antitumoral del CBD se realiza a través de la
regulacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS), el estrés oxidativo
y la modulacion inmunoldgica (Grimaldi y Capasso, 2011; Green et al.,
2022).

Los cambios de expresion y activacion de los receptores de can-
nabinoides y su capacidad para formar heterodimeros funcionales con
otros receptores alteran el potencial tumorogénico y las propiedades de
sefializacion de la célula (Sledzinski et al., 2018; O’Brien, 2022). Sin
embargo, la activacién de los receptores de cannabinoides CB1 y CB2,
puede alterar otras muchas vias de transduccion de sefales intracelulares
como son las proteinas MAPK, ERK1/2, PI3K, AKT, mTOR, entre otras,
las cuales también influyen en los procesos del desarrollo tumoral
(O’Brien, 2022; Plessis et al., 2024).

Se ha observado que los receptores de cannabinoides se encuen-
tran expresados en una amplia variedad de células, tanto en células nor-
males como en células tumorales, encontrandose poco expresados en el
adenocarcinoma de pulmon, en el carcinoma de tiroides, en el carcinoma
invasivo de mamay en el cancer de endometrio; en contraposicion, se ha
visto sobreexpresado en el colangiocarcinoma, el cancer de mama recep-
tor de hormonas positivo y en los gliomas (Moreno et al., 2020; O’Brien,
2022). Especificamente, se ha descubierto que el CBD induce la muerte
celular programada en las células de cancer de mama sin necesidad de
involucrar a los receptores de cannabinoides (Almeida et al., 2022).

En el cancer de mama, los estrogenos juegan un papel crucial en
el desarrollo tumoral. En particular, el 17B-estradiol (E2) se une al REa
y REP para mediar la transcripcion de genes diana, que regulan la pro-
gresion tumoral (Kiskova et al., 2019). Otro receptor estrogénico menos
conocido es el GPER o GPR30, el cual media los efectos celulares rapi-
dos de los estrégenos (Hsu et al., 2019). En el subtipo de cancer de mama
triple negativo (CMTN), los estrogenos podrian promover la progresion
del cancer de mama por la activacion de GPER a través de vias de sefia-
lizacion MAPK y PI3K. Estas vias también se ven afectadas por la admi-
nistracion de CBD como se ha mencionado anteriormente, por lo que, el
tratamiento con CBD podria influir en el desarrollo del CMTN (Kiskova
et al., 2019; Dobovisek et al., 2020).

Algunos estudios en lineas celulares de CMTN, muestran los be-
neficios de la administracion del CBD para la ralentizacion de la
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progresion tumoral. En células MDA-MB-231, una linea celular de
CMTN, el CBD indujo la apoptosis a través de la activacion directa e
indirecta de los receptores CB2 (Caffarel et al., 2012). En tumores de
mama triple negativos, en general, se observan niveles elevados de CB2,
lo que se relaciona con una mayor agresividad tumoral. Para tratar estos
subtipos tumorales, disefiar compuestos dirigidos a vias asociadas con el
CBD podria ser una opcion de tratamiento prometedora (Kiskova et al.,
2019).

En definitiva, como se ha mencionado en apartados anteriores, el
CBD esta involucrado en la alteracién endocrinolégica y, por lo tanto, su
uso terapeutico podria obtener resultados beneficiosos (Almeida et al.,
2023).

Visto el papel del CBD en los distintos aspectos fisioldgicos como
son el comportamiento, la endocrinologia e incluso en la oncologia, este
trabajo pretende explorar los efectos del CBD a nivel comportamental y
endocrinoldgico en ratones sin patologias previas. Ademas, de estudiar
el papel del CBD como posible agente terapéutico en el cancer de mama
inflamatorio triple negativo (CMI-TN). Para ello, se realizaron dos estu-
dios: el primero fue un estudio preliminar sobre el impacto del consumo
de CBD en la variacion del peso corporal, el comportamiento, la endo-
crinologia y la posible adiccion generada por el CBD en ratones macho
Balb/SCID sin patologias previas. El segundo fue una un estudio experi-
mental en ratones hembra Balb/SCID sobre la influencia de la adminis-
tracion del CBD en el CMI-TN a nivel de proliferacion celular y creci-
miento tumoral con el fin de evaluar si el CBD pudiera tener beneficios
terapéuticos, ya que no se ha estudiado hasta la fecha los posibles bene-
ficios de este compuesto en el CMI-TN.

2. ESTUDIO EXPERIMENTAL 1: EFECTOS DEL CBD EN EL
COMPORTAMIENTO Y LA ENDOCRINOLOGIA EN RATO-
NES BALB/SCID

Este estudio tuvo como objetivo la evaluacion de las posibles al-
teraciones comportamentales y endocrinolégicas, la variacion del peso
corporal, y la posible adiccion generada por el consumo de CBD en ra-
tones macho Balb/SCID sin patologias previas; con el fin de comprender
mejor los posibles efectos que puede generar el CBD cuando se consume
sin prescripcion medica.

Se realizd un estudio preliminar sobre el efecto del consumo dia-
rio de CBD (MMGenetics Innovation Ltd.) a dosis bajas, durante 12
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semanas en 16 ratones macho Balb/SCID de 10 semanas de edad sin pa-
tologias previas. Los ratones se dividieron en dos grupos de seis y diez
animales por grupo; control (agua de bebida sin CBD) y CBD (20
mg/kg/dia diluido en agua de bebida), respectivamente.

Los ratones se alojaron individualmente en jaulas de policarbo-
nato en condiciones controladas en un animalario especializado. Todos
los ratones fueron alimentados con pellets de laboratorio y agua ad libi-
tum. El tamafio muestral requerido para la comparacion simultanea de las
medias normales de los dos grupos (control y experimental), se deter-
min6 empleando el médulo del tamafio muestral del paquete estadistico
Statgraphics Centurion XVI. La seleccién de la dosis de CBD se deter-
mino en base a la literatura (Brown and Winterstein, 2019; Austrich-Oli-
vares et al., 2022). EI Comité Institucional de Cuidado y Uso de Anima-
les de la Universidad Complutense de Madrid, Espafia, aprobo los proto-
colos experimentales para este estudio (nimero: Proex 176/19). Todos
los procedimientos se realizaron de acuerdo con la Guia para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio. Semanalmente se renovaba el agua
de bebida para garantizar el buen estado de la dilucion de CBD vy se re-
cogian parametros relacionados con el comportamiento (muerde/no
muerde, chilla/no chilla, salta/ no salta durante el manejo), el peso cor-
poral y el consumo de agua en todos los ratones. Tras 12 semanas de
experimento, se extrajo sangre por puncién intracardiaca bajo anestesia
con isofluorano al 4%, previo al sacrificio del animal.

Se midid la concentracion de T, corticosterona (CT) y E2 en suero
realizando un inmunoensayo enzimatico (EIA) de amplificacion vali-
dado previamente (Céceres et al., 2016). Las concentraciones hormona-
les se expresaron en ng/ml.

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el software
IBM SPSS Statistics 28.0. Los resultados se expresaron como las medias
+ desviacion estandar (DE). Para el peso corporal, el consumo de agua y
las concentraciones hormonales se realiz6 un test T de Student con el fin
de estudiar las diferencias significativas entre el grupo control y el grupo
al que se le administré el CBD. Los parametros cualitativos que se ana-
lizaron mediante un analisis de regresion de Pearson. Se consideraron
diferencias significativas p-valores menores de 0,05 (p<0.05).

2.1. Laadicion de CBD produce una tendencia a ralentizar la ga-
nancia de peso corporal y aumenta el consumo de agua

El peso corporal entre los ratones control y los administrados con
CBD no vari6 significativamente a lo largo de las semanas (Figura 1A).
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Al inicio del experimento los ratones pesaron 20,25 £ 1,5 g, alcanzando
un peso de 27,3 + 1,21 g en el grupo control y 26,3 + 1,64 g en el grupo
experimental. No obstante, cabe destacar que el grupo control presentd
una ligera tendencia al incremento de peso corporal con respecto al grupo
tratado con CBD.

Por otro lado, los ratones tratados con CBD tendieron a consumir
mas agua que el grupo control (Figura 1B). A partir de la semana seis de
experimentacion, se puede apreciar una tendencia de mayor consumo de
agua en los ratones a los que se les administra CBD, obteniendo diferen-
cias significativas con respecto al grupo control (p < 0.05) en la semana
diez y once del experimento. Aunque en la Ultima semana, el consumo
de agua entre el grupo control y experimental fue muy similar.
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FIGURA 1. Media del peso corporal en gramos (g) (A) y consumo de agua (ml) (B)
semanalmente entre el grupo control y el grupo experimental tratado con CBD + DE.
Las diferencias significativas (p < 0.05) entre el grupo control y experimental se indi-
caron con un asterisco (*).

Nuestros resultados mostraron que el consumo de CBD estaba re-
lacionado con una tendencia a ralentizar la ganancia de peso corporal en
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los ratones Balb/SCID con respecto a los ratones control. Estos resultados
concuerdan con el estudio de Ignatowska-Jankowska y colaboradores
(2011) que encontraron una asociacion entre el consumo de CBD en ratas
obesas y la disminucién del peso corporal (Ignatowska-Jankowska et al.,
2011). EI CBD reduce la actividad del receptor CB2 en el hipotalamo,
regulando el control de la ingesta de alimentos; ademas, reduce la proli-
feracion de los adipocitos en el tejido adiposo, favoreciendo la pérdida
de peso (Galaj et al., 2021). Por otro lado, varios estudios han confirmado
que el CBD es un buen aliado para tratar enfermedades relacionadas con
la adiccion de drogas (Prud’homme et al., 2015; Gasparyan et al., 2021).
No obstante, no se ha estudiado si el CBD, por sus caracteristicas atenua-
doras del dolor y el estrés, podria generar adiccion en los consumidores.
Nuestro estudio reveld que los ratones que consumieron CBD incremen-
taron significativamente el consumo de agua con respecto al control en
las ultimas semanas del experimento. Sin embargo, no se puede concluir
con exactitud si el mayor consumo se debia a una posible adiccion por el
CBD o a otros factores que podrian estar interfiriendo en los resultados.
Una mayor actividad de los ratones experimentales podria incrementar la
necesidad de hidratacion, o la afinidad por la palatabilidad del aceite de
CBD podria resultar en un incremento del consumo de agua sin crear
dependencia. Seria necesario realizar ensayos adicionales y aumentar el
tiempo de experimentacidn para poder corroborar con certeza a qué se
debe el consumo de agua elevado con respecto al control.

2.2.  Elconsumo de CBD influye en el comportamiento de los indi-
viduos

La evaluacion del comportamiento se realiz6 de manera observa-
cional, midiendo los parametros: Muerde/no muerde (Figura 2A), chi-
lla/no chilla (Figura 2B) y salta/no salta (Figura 2C) durante el manejo.
Previo al comienzo del tratamiento (semana 0), se evalu6 el comporta-
miento de los individuos. Se pudo observar que los ratones presentaban
un comportamiento activo al inicio del experimento debido al proceso de
adaptacion del manejo; sin embargo, una vez acostumbrados los ratones
se encuentran, por lo general, tranquilos ante la presencia del humano.
No obstante, aunque no se obtuvieron diferencias significativas, se pudo
observar una tendencia de los ratones administrados con CBD de mayor
agresividad, ya que aproximadamente el 30% de los individuos a partir
de la semana siete del experimento comenzaron a lanzarse a morder
cuando se introducia la mano en la jaula (Figura 2A). Sin embargo, nin-
guno de los individuos del experimento salto o chillé en las Gltimas se-
manas del experimento (Figura 2B-C).
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FIGURA 2. Numero total de individuos control (negro) y experimental (verde) que se
lanzaron a morder o no al introducir la mano en la jaula (A), que chillaron al introducir
la mano en la jaula (B) y que intentaron saltar fuera de la jaula al introducir la mano
(C), medidos semanalmente.

En la actualidad, no existen estudios sobre el consumo del CBD
y el comportamiento, aunque se ha visto que el CBD puede actuar como
antipsicotico en esquizofrenia y trastornos de la personalidad, se desco-
noce su efecto en las conductas comportamentales de individuos sin pa-
tologias (Schouten et al., 2023). Nuestros resultados mostraron que los
ratones que consumieron CBD durante las 12 semanas de experimenta-
cion, presentaron una tendencia a lanzarse a morder en el momento de
manejo. Ademas, dentro de la jaula se presentaron mas activos que el
grupo control.

2.3. EI CBD reduce los niveles de testosterona circulante.

Se midieron los niveles de T, CT y E2 de los ratones control y
tratados con CBD con el fin de determinar si existian alteraciones a nivel
endocrino. Los niveles hormonales de T y CT se vieron ligeramente al-
terados con la administracion de CBD, aunque sin diferencias significa-
tivas con respecto al control (Figura 3). Los niveles de T disminuyeron
con el consumo de CBD, mientras que los niveles de CT se vieron lige-
ramente aumentados. Por ultimo, los niveles de E2 en suero en los rato-
nes experimentales fueron similares al grupo control.
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FIGURA 3. Media de concentracion hormonal en suero (ng/ml) de los ratones control
(negro) vy el grupo experimental con CBD (verde) de testosterona (T), corticosterona
(CT) y 17p-estradiol (E2) a las doce semanas + DE.

Segun estudios, el CBD produce un desequilibrio en la homeos-
tasis del colesterol, reduce la transcripcion genética de la enzima
CYP450, e influye en los niveles de estrégenos al reducir los niveles pro-
teicos de la aromatasa (Almada et al., 2020; Amaral et al., 2021; Guard
et al., 2022). En cuanto a los niveles de E2 en los ratones tratados, estos
fueron similares a los de los ratones control. Por lo que el CBD no parece
afectar a los niveles de estrogenos como explican otros autores (Kiskova
et al., 2019; Almeida et al., 2023; Flint et al., 2024).

Sin embargo, Watanabe y colaboradores (2005), documentaron
una reduccion de los niveles de T en testiculos de ratas suministradas con
CBD (Watanabe et al., 2005). Niveles reducidos de T en plasma se han
relacionado con la disfuncion reproductiva en machos (Jin et al., 2022).
Nuestros resultados avalan que el CBD muestra una tendencia a reducir
los niveles de T tal y como exponen otros autores (Watanabe et al.,
2005). Por lo que la disminucion de los niveles de T producida por el
consumo de CBD podria desencadenar en problemas reproductivos.

Por otro lado, altos niveles de CT en roedores estan asociados al

estrés (Vanderhoof et al., 2024). Los niveles de CT fueron medidos al
final del experimento, cuando los ratones ya estaban acostumbrados al
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manejo, es por esto que posiblemente no se han encontrado diferencias
significativas entre el grupo control y el grupo experimental.

Los resultados de este estudio preliminar revelan que el consumo
de CBD puede alterar la endocrinologia resultando en problemas repro-
ductivos. Ademas, este compuesto influye en el comportamiento, aumen-
tando la actividad y la tendencia a morder en los ratones. Por ello, seria
interesante completar este el estudio con diversos andlisis endocrinos re-
lacionados con el comportamiento como son la dopamina, la oxitocina y
la serotonina, que influyen en la sensacion de satisfaccion (Froemke and
Young, 2021). Ademas, los niveles de estas hormonas también podrian
darnos una vision mas clara de si el aumento del consumo de agua con
CBD se podria deber a la adiccion generada por un aumento en los nive-
les de dopamina (Wise and Jordan, 2021).

3. ESTUDIO EXPERIMENTAL 2: EFECTO DEL CBD EN EL
CANCER DE MAMA INFLAMATORIO TRIPLE NEGATIVO

Este segundo estudio tuvo como objetivo evaluar si la administra-
cién de CBD causaba efectos antiproliferativos en células de cancer de
mama inflamatorio triple negativo (CMI-TN) tanto in vitro como in vivo,
ya que el efecto de este compuesto no ha sido evaluado hasta la fecha en
este subtipo tumoral.

Se emplearon dos lineas celulares de CMI-TN: IPC-366 y
SUM149. Ambas lineas han sido objeto de estudio por sus homologias
clinicas, bioldgicas, patoldgicas y moleculares (Uva et al., 2009; Caceres
etal., 2016; Raposo et al., 2017; Alonso-Diez et al., 2021). Ambas lineas
celulares se cultivaron en un medio suplementado con una mezcla de nu-
trientes y se mantuvieron en estufa a 37°C y en una atmosfera humidifi-
cada con 5% de dioxido de carbono. Las células se observaban diaria-
mente para determinar el crecimiento y la viabilidad celular.

El CBD puro se diluy6 en dimetil sulféxido (DMSO) hasta con-
seguir una concentracion de 10mM y posteriormente se almacen6 a 4 °C
hasta su uso.

Se realizaron ensayos de sensibilidad para determinar si IPC-366
y SUM149 se veian afectadas por la adicién de CBD. Para ello, se sem-
braron 103 células/pocillo en placas de poliestireno de 96 pocillos. Pos-
teriormente, se afiadieron a las células diluciones seriadas de CBD (par-
tiendo de una dosis de 6,4x10-10 M hasta una dosis de 10-5 M) y se
incubaron en estufa durante 72 h.
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Transcurrido este tiempo, se afiadié bromuro de 3-(4,5-dimetiltia-
zol-2-ilo)-2,5- difeniltetrazol (MTT) a todos los pocillos. La absorbancia
se midio6 a una longitud de onda de 568 nm con un lector de placas auto-
matico, y los resultados se procesaron con el software GraphPad Prism
6.01, obteniendo un valor de concentracion efectiva media (CE-50) para
cada linea celular.

Ademas, se realizaron ensayos de viabilidad celular para evaluar
el efecto del CBD en la proliferacién celular in vitro. Para ello, se sem-
braron 104 células/pocillo en placas de poliestireno de 96 pocillos en me-
dio de cultivo que contenia O uM, 1 uM, 10 uM y 100 uM de CBD. Las
células se cultivaron durante 24 h y posteriormente, se afiadidé MTT y se
midio la absorbancia a una longitud de onda de 568 nm con un lector de
placas automatico.

Por otro lado, se realizaron ensayos de crecimiento tumoral in
vivo. 20 ratones Balb/SCID hembra de 6-8 semanas de edad se alojaron
en las mismas condiciones ambientales que los ratones empleados en el
ensayo experimental 1. A estos ratones se les inocul6 una suspension de
10 6 células de IPC-366 (n = 10 ratones) y de SUM149 (n = 10 ratones)
diluidas en PBS entre la cuarta y quinta mama (“mammary fat pad”). Una
vez que el tumor comenzaba a ser palpable, los tumores se midieron cada
dos dias con un calibrador y el volumen del tumor se calculé mediante:
volumen = ((largo) x (ancho) 2)/2. En cuanto los tumores alcanzaban un
volumen de 100 mm3, los ratones se dividieron de forma aleatoria en dos
grupos por cada linea celular: Grupo control inoculados con solucion sa-
lina (n = 5 ratones/grupo) y grupo experimental al que se le administro
intraperitonealmente CBD a una concentracion de 1mg/kg (n = 5 rato-
nes/grupo) (Eeswara, et al., 2023). El tratamiento se llevo a cabo en dias
alternos durante dos semanas. El tamafio de la muestra se determino me-
diante el paquete estadistico Statgraphics Centurion version XV1. El Co-
mité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad Com-
plutense de Madrid, Espafia, aprob6 los protocolos experimentales para
este estudio (nUmero: Proex 176/19).

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con la Guia
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio. Al final del trata-
miento, los animales fueron sacrificados mediante una dosis letal de anes-
tésico, previo al sacrificio, los animales fueron anestesiados con isofluo-
rano al 4%, y se procedié a la extraccion de sangre por puncion intracar-
diaca. En la necropsia, se extirpd el tumor que fue conservado a -20°C
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para posteriores estudios. Los tumores recolectados fueron homogenei-
zados en PBS y se emplearon para medir concentraciones hormonales.

Se midieron las concentraciones hormonales de T y dihidrotestos-
terona (DHT) tanto en los sueros como en los homogeneizados tumora-
les, mediante un EIA competitivo previamente validado para la especie
(Caceres et al., 2016).

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el software
IBM SPSS Statistics 28.0. Los resultados se expresaron como las medias
+ DE. Para el ensayo de viabilidad celular se realiz6 un analisis de va-
rianza (ANOVA) unidireccional. Para el crecimiento tumoral, las deter-
minaciones de hormonas en suero y homogeneizado tumoral se realizo
una prueba U de Mann-Whitney. Se consideraron diferencias significati-
vas p-valores menores de 0,05 (p<0.05).

3.1. Las lineas celulares de CMI-TN son sensibles al CBD

Los resultados mostraron que las lineas celulares de CMI-TN fue-
ron sensibles al CBD. Aunque ambas lineas celulares mostraron un rango
de sensibilidad parecido, IPC-366 (Figura 4A) resultod ser ligeramente
menos sensible que SUM149 (Figura 4B).

IPC-366 W CBD SUM149
150 120

CE-50  4,750x10-6 7,954 x10-7
" R? 0,5036 0,6472

1PC-366 | SUM149

100

% viabllidad (vs control)
% wiabllidad (vs control)

Log(M) Log(M)

FIGURA 4. Resultados de sensibilidad celular del CBD en IPC-366 (A) y SUM149
(B). Los resultados estan expresados graficamente con el porcentaje de viabilidad celu-
lar + DE en funcion del logaritmo de la molaridad (log(M)). Ademas, se indica la CE-
50y el R2 en la tabla.

Segun diversos estudios, las lineas celulares de CMTN son sensi-
bles al CBD a partir de concentraciones entre 1uM y 10uM (Shrivastava
et al., 2011; Seltzer et al., 2020). Curiosamente, nuestros resultados
muestran que las lineas de CMI- TN también son sensibles al CBD dentro
de los mismos rangos de concentracion. Por lo que la adicién del CBD
en el carcinoma inflamatorio podria resultar en un efecto beneficioso.
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3.2. EI CBD reduce la viabilidad celular en las lineas celulares del
CMI-TN

Los resultados de viabilidad celular muestran que el CBD a dosis
de 100 uM reduce significativamente la viabilidad celular tanto en IPC-
366 como en SUM149 (Figura 5). Todas las dosis de CBD empleadas
redujeron significativamente la viabilidad celular en SUM149 (Figura
5B), presentando una mayor sensibilidad a la adicion de CBD que IPC-
366 (Figura 5A).
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FIGURA 5. Resultados de viabilidad celular. En el gréfico se representa el porcentaje
de viabilidad celular £ DE con respecto a las distintas dosis de CBD en IPC-366 (A) y
SUM149 (B).

Los efectos anti-cancerigenos del CBD son dosis-dependientes en
el cancer de mama, es decir, a dosis mas altas, los efectos de este com-
ponente son mayores (Nahler, 2022). Se ha observado que el CBD induce
la apoptosis en las lineas celulares de CMTN por multiples vias como
son la autofagia, la detencion del ciclo celular o la apoptosis (Caffarel et
al., 2012; Seltzer et al., 2020). Nuestros resultados muestran que el CBD
en la linea celular humana, SUM149, también es dosis-dependiente, ya
que, a dosis mas altas de este compuesto, se ha observado una mayor
reduccion de la viabilidad celular. No obstante, el CBD a dosis altas in-
duce la apoptosis en ambas lineas celulares, por lo que la administracion
de CBD podria ser util para favorecer la apoptosis en el CMI-TN tanto
canino como humano.

3.3. La administracion de CBD muestra una tendencia a ralenti-
zar el crecimiento tumoral en el CMI-TN

Los ratones xenoinjertados con IPC-366, a los que se les inoculo
CBD intraperitonealmente, mostraron una tendencia a la ralentizacion
del crecimiento tumoral desde el dia diez hasta el final del experimento
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(Figura 6A). Sin embargo, en el caso de los xenoinjertados con SUM149,
solamente al final del tratamiento se observé un menor tamafio tumoral
con la administracion de CBD (Figura 6B). En ambos grupos el CBD
produce una ralentizacion del crecimiento tumoral, aunque sin diferen-
cias significativas con respecto a los ratones control (Figura 6).

IPC-366 A sum149 B

0,40 0,40
mControl  WCBD 1mg mControl wCBD Img T
0,35 0,35

e
* w
58

0,25

0,20 l 0,20 - B ) l I- }
i o, . I T ~ ,15 ]_ 't
§ 0,10 ]-. . l‘ l I‘l I 1 0,10 I
0,05 N 0,05 ‘ i I I
S (I L | ol
Dia 16 Dial Dia 4 Dia 7 Dia 1 Dia1

Dia 1 Dia 4 Dia 7 Dia 10 Dia 13 o

en tumoral (em?]

._
Volumen tumoral {cm’)

3 Dia 16

FIGURA 6. Crecimiento tumoral representado como media del volumen tumoral (cm3)
cada tres dias durante dos semanas de los ratones xenoinjertados con IPC-366 (A) y
SUM149 (B) control sin CBD y los ratones experimentales con CBD a 1 mg + DE.

Aunque in vitro los resultados del CBD parecen ser prometedores,
in vivo no se observo una reduccion de la progresion tumoral. Existen
escasos estudios sobre la farmacocinética, la absorcion y la biodisponi-
bilidad del CBD dependiendo de las pautas de administracién (Schaique-
vich et al., 2020; Sholler et al., 2021; O’Sullivan et al., 2024). EI CMI-
TN se caracteriza por ser altamente agresivo y de rapido crecimiento
(Crespo et al., 2024). Es por ello que, el efecto del CBD en este subtipo
tumoral, por la via de administracion y la dosis empleada, podria ser li-
mitado.

Sin embargo, como se mostrara en el siguiente apartado, el CBD
produjo un aumento de los niveles de andrégenos circulantes. Estudios
anteriores han dilucidado que, un aumento de los niveles de andrégenos
in vivo se relaciona con una ralentizacion del crecimiento tumoral y una
menor tendencia a generar metastasis en tumores de CMI-TN tanto ca-
nino como humano (Caceres et al., 2018; Crespo et al.; 2024). Es por
ello que, el CBD podria potenciar la ralentizacion del crecimiento tumo-
ral si se administra junto a un agente anti- hormonal.

3.4. EI CBD produce un aumento en los niveles de andrdgenos in
Vivo

Tras observar que el efecto del CBD in vivo fue ligeramente mayor
en la linea celular IPC-366, que en SUM149, se estudid la concentracion
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de androgenos en suero y homogeneizado tumoral en la linea celular ca-
nina. Los niveles de androgenos: T y DHT, aumentaron tanto en suero
como en el homogeneizado tumoral con la administracion de CBD (Fi-
gura 7A-D), aunque sin diferencias significativas del grupo tratado con
respecto al grupo control.

10,00 A
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00

4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

Control cBD Control CBD

na (pg/ml)
BNN LW s B
9 o U o g o O
8888883

w

testosterona (ng/ml)
Concentracion hormonal de

dehidrotestostero|
ey
o
-3

I SUERO I
Concentracién hormonal de

@
-]

o

-
VAN

3\

10,00 c 60,00 D

9,00 =
8,00 S & 50.00
=
7.0 £ 40,00
6,00 §¢
5,00 c % 30,00
S 2
4,00 B
X g e
3,00 €% 20,00
&3
2,00 5 & 10,00
1,00 o
0,00 0,00

Control CBD Control CBD

hormonal de

Concentracién hormonal de
testosterona (ng/g)

| HomoGEnEIZADO TUMORAL |

e

J/

FIGURA 7. Media de la concentracion hormonal de T (ng/ml) (A) y DHT (pg/ml) (B)
en suero, y T (ng/g) (C) y DHT (pg/g) (D) en homogeneizado tumoral de los ratones
xenotrasplantados con IPC-366.

Segun estudios previos en el CMI-TN, el aumento de los niveles
de andrdgenos, tanto en suero como intratumoralmente, se ha relacio-
nado con una ralentizacion del crecimiento tumoral y una menor proba-
bilidad de metastasis (Caceres et al., 2018). Nuestros resultados estan en
consonancia con estos ultimos hallazgos, ya que la administracion de
CBD produjo un aumento de los niveles de andrégenos, junto con una
tendencia a ralentizar el crecimiento tumoral. Por lo que la coadministra-
cion de CBD con un agente terapéutico anti-hormonal, que se esta pro-
bando en la actualidad como posible tratamiento para el CMI-TN (Céce-
res et al., 2018; Crespo et al., 2023; Crespo et al., 2024), podria potenciar
la reduccion del crecimiento tumoral en este subtipo de cancer de mama.
Por otro lado, seria de interés completar este estudio in vivo con los ni-
veles hormonales de estrégenos, con el fin de determinar el efecto endo-
crinolégico completo del CBD en el CMI-TN.
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4. CONCLUSIONES

La investigacion sobre los efectos del CBD en la endocrinologia,
el comportamiento y la terapia de diferentes patologias, incluyendo las
oncoldgicas, esta en auge debido al incremento de su consumo en los
ultimos afos. Ademas, este campo de investigacion no se centra solo en
el ser humano, si no que se ha probado su beneficio en patologias anima-
les obteniendo buenos resultados. Sin embargo, el estudio de los efectos
del CBD en individuos sin patologias previas sigue siendo un campo bas-
tante desconocido. Nuestros estudios revelan que el consumo de CBD en
este grupo podria resultar en alteraciones endocrinoldgicas que podrian
desencadenar problemas reproductivos en machos. Ademas, el consumo
de CBD parece influir ligeramente en el comportamiento, aungue son
necesarios mas estudios para clarificar este aspecto.

Por otro lado, la adicion del CBD podria ser de gran interés para
el tratamiento del CMI-TN humano y canino. Nuestros resultados avalan
el efecto apoptdtico in vitro del CBD en este subtipo tumoral. Ademas,
la administracion de este compuesto produce alteraciones en los niveles
de andrégenos que se han relacionado con una ralentizacion del creci-
miento tumoral. Por lo que la administracion de CBD junto con com-
puestos anti-hormonales podria potenciar la reduccion del crecimiento
tumoral en el CMI-TN. Pensamos que los resultados obtenidos en este
trabajo asientan una buena base para futuras investigaciones sobre los
posibles efectos del CBD en el campo de la oncologia.
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V PREMIO AMIGOS DE LA HISTORIA VETERINARIA
LA ALIANZA VETERINARIA: UNA HEMEROGRAFIA INEDITA

JAUME VICENT JORDA MORET?
ANA NAVARRO SERRA?

RESUMEN

Gracias al continuo avance promovido por diferentes centros de
investigacion en Espafia, poco a poco el interesante campo de las revistas
veterinarias del siglo XIX va completando sus repositorios. No obstante,
una revista de especial interés como fue La Alianza Veterinaria, editada
por D. Juan Morcillo Olalla entre 1882 y 1886, carecia de estudios he-
merogréaficos conocidos al existir una accesibilidad para su estudio muy
reducida. Gracias a la colaboracion de la Biblioteca Historica de Madrid,
se ha podido realizar un estudio hemerografico de esta revista, con el
objeto de contextualizar su contenido y generar indices de referencia que
ayuden a otros investigadores a encontrar informacion en ella. El resul-
tado se presenta revelador, encontrando una publicacién adelantada a su
tiempo en su defensa de la dignidad profesional y la difusion de la cien-
cia, ademas de acercarnos a la vision de la veterinaria de provincias del
siglo X1X, y que invita a futuros trabajos gracias a los nuevos datos que
aporta.

! Profesor adjunto Universidad Cardenal Herrera CEU - Facultad de Veterinaria.
2 Profesora adjunta Universidad Cardenal Herrera CEU - Facultad de Veterinaria.
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ABSTRACT

Because of the continuous progress promoted by various research
centres in Spain, the collections in the fascinating field of veterinary jour-
nals of the 19" century are gradually being completed. However, one
journal of particular interest, “La Alianza Veterinaria”, edited by D. Juan
Morcillo Olalla between 1882 and 1886, has not been the subject of any
known hemerographic studies due to the very limited accessibility for its
analysis. Thanks to the collaboration of the Historical Library of Madrid,
a hemerographic study of this journal has been made possible, with the
aim of contextualising its contents and creating reference indices to help
other researchers find the information it contains. The results are re-
vealing, highlighting a publication that was ahead of its time in its de-
fence of professional dignity and scientific dissemination. In addition, it
offers valuable insights into the provincial veterinary perspective of the
19" century and encourages further research thanks to the new data it
provides.

1. INTRODUCCION

Cuando el 15 de marzo de 1845 se publica el primer nimero del
“Boletin de Veterinaria, periddico oficial de la sociedad veterinaria de
socorros mutuos™® (Estarrona, 1845), se inicia un apasionante periodo en
la historia de la veterinaria espafiola como es el nacimiento, cada vez
mayor, de publicaciones cientificas periodicas veterinarias especializa-
das que permitiran a la clase veterinaria compartir ciencia, inquietudes y
polémicas (Aganzo Salido et al., 2014).

No son estas publicaciones las primeras en el ambito veterinario,
ya que la aparicion de articulos en otro tipo de revistas (médicas, farma-
céuticas, agricolas...) venia ya desde finales del siglo XVIII (Fernandez
Sanz, 1995), pero estas nuevas publicaciones, exclusivamente centradas
en la profesion, seran un reflejo del auge de la veterinaria cientifica en
este tiempo. Ademas, los lugares de publicacion de las revistas van
abriendo un abanico, pasando de estar centradas en Madrid a mitad del
XIX, hasta tener ejemplos de publicaciones por buena parte de la geo-
grafia espafiola a finales del XIX (Fernandez Sanz, 1995).

3 La coleccién completa del Boletin de Veterinaria esta accesible gracias al trabajo de
la Universidad Autonoma de Barcelona (UAB) en su “Dipdsit digital de documents de
la UAB” (https://ddd.uab.cat/record/49069).
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Este proceso de evolucién ha sido extensa y detalladamente tra-
tado en la obra “La prensa veterinaria (I- hasta 1903)” (Fernandez Sanz,
1995), que servira de marco de inicio para el trabajo que se va a presentar.
Esta obra, significativa en su campo, acoge las hemerografias de la prac-
tica totalidad de revistas publicadas en este periodo.

El estudio de estas obras es, pues, un material significativo para
entender muchos puntos clave del pasado de la profesion veterinaria. Re-
cuperar estos fondos es un proceso actualmente activo y vivo. Se puede
decir que la prensa veterinaria tiene un buen nivel de conservacion vy,
sobre todo, transformacion digital, clave para el acceso a este tipo de do-
cumentos dadas las caracteristicas de degradacion que suelen tener los
papeles de esta época (Jorda Moret, 2011). Estas iniciativas de transfor-
macidn, cuyo objetivo principal es la conservacion y difusion de patri-
monio bibliografico, tiene grandes ejemplos en nuestro pais, como las
iniciativas promovidas por la Biblioteca Digital Hispanica (Biblioteca
Nacional de Espafa, 2012), el repositorio Helvia (Universidad de Cér-
doba, 2015), o el Diposit Digital de Documents (Universidad Auténoma
de Barcelona, 2024), entre otros claros referentes en este campo (Jorda
Moret, 2011; Jorda Moret, 2024).

Sin embargo, ni dentro de estos repositorios, ni en la citada obra
de Fernandez Sanz, existen datos sobre una obra que es especialmente
importante en la provincia de Valencia: “La Alianza Veterinaria, perio-
dico de la asociacion veterinaria de las Riberas del Jacar”, publicada en
Xativa entre 1882 y 1886, y dirigida por una de las figuras referenciales
de la veterinaria del XIX como era Juan Morcillo Olalla.

Dice al respecto Ferndndez Sanz: “No la hemos localizado ni en
Madrid, ni en Valencia, ni en ninguna de las hemerotecas que hemos vi-
sitado por toda Espafia. Por su parte, Ricard Blasco, en La premsa del
Pais Valencia (1790-1983), no da cuenta de que se conserve en ninguna
de las Hemerotecas del Pais Valenciano ni de cualquier otro lugar [...]”
(Fernandez Sanz, 1995).

A pesar de este desalentador dato, y a pesar de corroborar dichas
afirmaciones tras nuevas busquedas actualizadas en dichos centros entre
2010y 2015, el &nimo implacable por parte de los autores llevo a conse-
guir en 2022, y gracias a la colaboracion de la Biblioteca Historica de
Madrid, una edicion completa de dicha revista. Dicha obra se encontraba
en la Biblioteca Historica Municipal de Madrid, dentro de la seccion de
Depésito de Colecciones especiales, con signatura VV1005. La obra pro-
cedia de la Biblioteca de D. Cesareo Sanz Egafia. El 15 de marzo de 2022
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(curiosamente 177 afios exactos después del primer nimero del Boletin
de Veterinaria), la Biblioteca Historica digitalizo dichos fondos a peti-
cion nuestra, poniéndolos a disposicién para su estudio. Ademas, esto
Ilevé a que los ejemplares digitalizados fueran puestos en formato acce-
sible a través de su pagina web “Memoria de Madrid” (https://www.me-
moriademadrid.es/buscador.php?accion=VerFicha&id=413176), consi-
guiendo aumentar nuestro patrimonio bibliogréafico digitalizado.

En este punto, y contando con un material que no habia sido cata-
logado ni consultado previamente por otros historiadores de la veterina-
ria y de la prensa cientifica del X1X, se propone la elaboracién de una
hemerografia que permita a otros historiadores acceder a esta informa-
cion mediante la generacion de un indice contextualizado de la obra, que
permita hacer un analisis en profundidad del contenido de esta revista 'y
mejorar el proceso de blsqueda de informacion en ella, y asi contextua-
lizarla dentro de la vision personal que tenia de la profesidn su director,
Juan Morcillo Olalla.

2. MATERIAL Y METODO

El material empleado en este trabajo, tal y como se ha indicado,
serd la edicion completa de “La Alianza Veterinaria” (Morcillo Olalla,
Juan, 1882), a partir de la copia digital que aport6 en 2022 la Biblioteca
Histdrica Municipal de Madrid. La revista, de periodicidad quincenal, se
publicé entre enero de 1882 y enero 1886, con un total de 97 nimeros.

Con el fin de mantener en la hemerografia el formato de Fernan-
dez Sanz, se desarrollaran los puntos: cabecera, enmarque cronolégico,
imprenta, administracion, precio, formato, tipografias y contenido.

Posteriormente, se elaboré un listado exhaustivo de todas las pu-
blicaciones aparecidas en la revista. Con el fin de dar solidez al estudio,
se clasificaron estas conforme a los temas que abordan, generando un
resumen de los contenidos que albergaba también la ubicacién del nu-
mero de la revista en que se halla. Este pardmetro siempre aparece entre
paréntesis en numeros arabigos junto con la informacién del articulo.

Ademas, se relacionaron los articulos, de tal forma que el resul-
tado no sea la descripcion de los nimeros, sino de los temas, agrupando
informacion aparecida en diferentes fechas y conectandola entre si.

Este estudio ha utilizado el entrenamiento de un modelo GPT (Ge-
nerative Pretrained Transformer) de Inteligencia Acrtificial, a partir de
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los contenidos digitalizados y reconocidos mediante OCR (Optical Cha-
racter Recognition) de la publicacion original. Su programacion y entre-
namiento incluyeron la prohibicion de obtencion de datos externos a la
publicacién. El objetivo fue permitir refinar busquedas de manera efi-
ciente para confirmar las conexiones entre noticias. Se deja constancia
de ello para alentar al uso de los investigadores en historia de la veteri-
naria de estas nuevas tecnologias, dejando aclaracién también que, a fe-
cha de hoy, una inteligencia artificial no puede llegar mas que a ese
punto, y todo el estudio ha sido resultado de meses de inteligencia hu-
mana.

3. RESULTADOS Y DISCUSION CRITICA
3.1. Descripcion de la revista

Cabecera: LA ALIANZA VETERINARIA, periodico de la Aso-
ciacion veterinaria de las riberas del Jicar.

Enmarque cronologico: inicia su publicacion el 15 de enero de
1882 hasta su cierre el 15 de enero de 1886, en su nimero 97, de forma
ininterrumpida con carécter bimestral, en dias 15 y 30 de cada mes (a
excepcion de febrero).

Imprenta: Imprenta de Blas Bellver, Jativa. Esta fue una de las
principales imprentas ubicadas en la zona de Levante durante el siglo
XIX (Martinez Revert, 2010), y la imprenta que publico toda la obra de
Morcillo.

Administracién: D. Carmelo Iborra Lluch, Alameda, 27. Jativa.

Precio: suscripcion de un mes, 1 peseta. Por trimestre, 3 pesetas.
Para el extranjero, suscripcion anual por 20 pesetas.

Formato: La publicacion tiene de forma habitual ocho paginas.
A partir de su nimero 11, la revista empieza a entregar librillos en su
contenido que permitieron mediante su encuadernacion obtener diferen-
tes libros completos, y que se explica mas adelante. Es pues, a partir de
dicho nimero 11 que la revista reduce su contenido editorial a cuatro
paginas, siendo las otras cuatro las relativas al libro. EI nmero 11 aln
cuenta esas paginas dentro de la paginacion de la revista.

Como norma, todos los nimeros que no estén indicados como que
tienen libro incluido tienen ocho paginas de contenido de revista, vy el
resto cuatro paginas.
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Tipografias: La tipografia utilizada para el titulo "La Alianza Ve-
terinaria" (llustracion 1) parece una fuente de estilo serif neoclasico, con
letras en mayuUscula que tienen un grosor robusto y detalles cuadrados,
tipicos de las tipografias de finales del siglo XIX. Este tipo de letra es
similar a las fuentes egipcias o de tipo "slab serif", como la Playbill, Cla-
rendon o Egyptian, que eran populares en la época para encabezados y
titulos debido a su fuerte presencia visual (Martinez Revert, 2010).

ILUSTRACION 1. Cabecera del primer nimero de "La Alianza Veterinaria".

En los subtitulos ("PERIODICO DE LA ASOCIACION VETE-
RINARIA DE LAS RIBERAS DEL JUCAR") se utiliza una fuente en
mayusculas, de estilo serif més fino y elegante que el titulo principal.
Puede ser una variante de serif "transicional”, que mantiene la formalidad
sin el peso visual de la "slab serif" usada en el encabezado.

En el contenido de la banda inferior utiliza una fuente serif regu-
lar, probablemente una "roman serif" estdndar que ofrece claridad y le-
gibilidad, especialmente Gtil para textos mas largos o informativos. Este
estilo era comun en la época para secciones informativas de publicacio-
nes, y es que utiliza de forma habitual para todas las publicaciones (Mar-
tinez Revert, 2010).

Por altimo "Se publica los dias 15 y 30 de cada mes" parece usar
una fuente serif mas pequefia y condensada, disefiada para maximizar el
uso del espacio. Podria tratarse de una serif en estilo "old style", que
combina funcionalidad y una estética sobria, ideal para detalles en publi-
caciones.

Cada una de estas tipografias se alinea con las practicas de disefio
de la época, donde se usaban distintas variaciones de fuentes serif para
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jerarquizar la informacion visualmente. El interior de toda la revista, es-
pecialmente la seccion de anuncios, es un autéentico ejemplo creativo del
uso de tipografias, algo en lo que la Imprenta Bellver tenia una amplisima
experiencia (Martinez Revert, 2010).

Sobre su contenido: La revista se presenta como un escaparate a
la realidad diaria de la profesion desde la dptica de los veterinarios de
provincias. Tras analizar el contenido, se han identificado casi 700 items,
que incluyen articulos cientificos, editoriales, articulos de reflexién,
anuncios de la asociacion, anuncios comerciales, etc. A continuacion, se
presentan los items encontrados en base a la categoria y tema tratado.
Abordaremos en analisis desde 3 clasificaciones principales (las cuales
desarrollaremos): La Asociacion, contenido cientifico y los anuncios.

3.2. La Asociacion

Siendo el 6rgano de informacion de la Asociacion, la revista al-
berga gran cantidad de contenido al respecto de la propia gestion y co-
municacion. No obstante, y puesto que esta informacion puede tener ca-
racter muy diverso, se ha dividido en subcategorias para analizar mas
adecuadamente los contenidos: temas generales, sesiones de la Junta y
temas administrativos, los impagos, intrusismo y dignidad profesional,
el Congreso Nacional de Veterinaria de 1883, y necroldgicas.

3.2.1. Temas generales

En esta seccion clasificatoria, se han incluido todos aquellos te-
mas de tipo genérico, pero se han agrupado por el seguimiento que “La
Alianza Veterinaria” realizaba, y que hacia que en la mayoria de los ca-
sos no fueran datos de un solo nimero.

Se inicia larevision con la informacion y creacion del reglamento
de auxilio a familias (6,7), una de las interesantes aportaciones realiza-
das en este inicio del asociacionismo (y que ha llegado hasta nuestros
dias en el Colegio de Valencia). Las reflexiones sobre su creacion tuvie-
ron variadas aportaciones; se publicaron observaciones a las bases de
proyecto de socorros (9) previamente a la aprobacion del reglamento de
socorros 8 de mayo de 1882 (10). Aun después de su aprobacion, otros
veterinarios como Rafael Bernabeu siguieron reflexionando en su apli-
cacion (13), con contestaciones por Luis Rodriguez (14). Un afio después
(37) en la Junta General del 23 de marzo de 1883 se plantea esta idea
aceptada provisionalmente a la espera de la confirmacién de los socios.
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Rafael Bernabeu plante6 enmiendas, como enfocar el reglamento solo en
las familias de fallecidos y no en profesores incapacitados, salvo en casos
de incapacidades mentales graves. También propuso limitar la duracién
del convenio y establecer un orden de herederos, priorizando a la viuda
y los hijos. La Junta Directiva defendid el proceso de elaboracion del
reglamento como inclusivo y transparente, resaltando que buscaba un
equilibrio entre solidaridad y la realidad econdémica de los veterinarios.
Aclaré que todos los socios deben tener los mismos derechos, que la
cuota de 25 pesetas es adecuada y que cualquier modificacion del regla-
mento dependera de una decision en Junta general.

En esas mismas fechas, la “Gaceta Médico-Veterinaria” también
plantea la creacion de una sociedad de socorros mutuos para asistir a las
familias de veterinarios fallecidos (36), considerandola vital para la co-
lectividad veterinaria debido a su situacién econdmica precaria. Aun asi,
la revista observa obstaculos derivados de la falta de cultura de asocia-
cién en Espafa y de la desconfianza por fracasos previos de sociedades
similares. Entre las sugerencias para mejorar su funcionamiento, propone
escalas de cuotas segln la edad al ingresar, revisiones cuidadosas de los
nuevos miembros, y restricciones a aquellos que se asocien tardiamente
para evitar beneficios sin contribuciones adecuadas.

La Ley de Sanidad Civil (7-13,15-19) fue debatida también en la
revista a partir del proyecto presentado para recibir observaciones de los
socios. El Real Decreto del 20 de marzo de 1882 autoriz6 al Ministro de
Gobernacion a proponer esta ley, que reorganiza la administracion sani-
taria en Espafia, basada en la ley de 1855. El proyecto busca equilibrar la
centralizacion estatal con la autonomia municipal y provincial, creando
6rganos como la Direccion General de Sanidad, delegaciones de puerto
y lazaretos para la sanidad maritima, y delegaciones provinciales y sub-
delegaciones municipales para la sanidad terrestre. La ley define funcio-
nes especificas en sanidad terrestre y maritima, regula el personal sanita-
rio y promueve mejoras en higiene publica y vigilancia en industrias in-
salubres, ademas de establecer contribuciones econdémicas para sostener
los servicios de salud y medidas para combatir epidemias.

Dio difusion a temas de importancia para los asociados, como las
publicaciones de plazas de profesor para escuelas especiales de veteri-
naria (15), en las que habian puestos de Profesor de Fragua en la Escuela
de Veterinaria de Santiago, Catedra de Fisica, Quimica e Historia Natural
también en Santiago, y Disector Anatdmico en las escuelas veterinarias
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de Cérdoba; o para optar a plazas de Inspector de carnes en Valencia
(56). Tratd la revista de defender siempre estas plazas para los veterina-
rios, como en el extracto de la Gaceta de Madrid de 7 marzo de 1885
(77), en que indica que los veterinarios son los Unicos que deben recono-
cer animales de sangre caliente, y la reclamacion de los subdelegados de
veterinaria de Cordoba respecto a una decision del ayuntamiento que
asignd a médicos la inspeccion de alimentos en mercados publicos. La
sentencia reforzé la posicion de los veterinarios en la inspeccion de ali-
mentos de origen animal.

También se dio visibilidad a otras asociaciones, como la Liga de
veterinarios de la provincia de Gerona (53) dirigida por el veterinario
Juan Arderius y Banjol.

Tal vez uno de los cruces de articulos mas interesantes de esta
seccion fue el denominado “Casos raros”, que consistio en un cruce de
acusaciones entre Antonio Rodriguez y Antonio Pascual. Aunque su
tema tiene que ver en parte con la dignidad profesional, se ha catalogado
en esta seccion dado que es claro ejemplo del papel dinamizador de la
profesion a través de la revista. Antonio Rodriguez, expone una serie de
conflictos con un colega veterinario recientemente establecido en la villa
(89), quien intervino sin ser llamado y desacredit6 sus diagndsticos y tra-
tamientos. Rodriguez relata tres casos especificos: un caballo con una
fistula por espigas en la faringe que el colega diagnostico erroneamente
como pulmonia, otro caballo que presentaba una fractura en el carpo
donde el duefio declind la intervencion del veterinario foraneo, y un ter-
cer caso de indigestion intestinal donde el colega, aunque inicialmente
aprobo el tratamiento, luego lo desacreditd publicamente. Antonio Pas-
cual responde (92) defendiendo su reputacion profesional y sefialando
inexactitudes en el relato de Rodriguez sobre los casos. Pascual termina
expresando su compromiso con la verdad cientifica y la ética profesional.
Rodriguez responde de nuevo (93) criticando duramente su respuesta
previa y defendiendo la veracidad de sus afirmaciones. Promete no vol-
ver a abordar el tema, considerando que el juicio del pablico ya ha sido
claro. Sin embargo, Rodriguez vuelve a escribir (94) y se retracta de al-
gunas de sus afirmaciones previas admitiendo haber cometido errores en
sus acusaciones hacia Antonio Pascual. Explica que fue debido a infor-
macion incorrecta proporcionada por terceros. Con esta rectificacion,
Rodriguez intenta preservar la integridad y reputacion de Pascual, de-
jando claro que su intencidn no era dafiar la fama de su colega. La tltima
palabra la pone Santiago Arévalo (95), quien expone su experiencia
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personal con Antonio Pascual, coincidiendo con las criticas previas de
Rodriguez hacia Pascual. Arévalo sugiere que Pascual ha dafiado la repu-
tacion profesional de la veterinaria en varias ocasiones, dejando claro que
su carta apoya la rectificacion de Rodriguez, quien ha retirado algunas
de sus acusaciones contra Pascual, pero sin eximirlo de otras criticas.

Con el fin de dar un cierre digno a su publicacion, y adelantandose
al cierre en el nimero 97, Juan Morcillo publica un indice tematico para
que su publicacion adquiera la posibilidad de ser obra de consulta (96).

En otras ocasiones, aparecen temas menos relevantes, mas asocia-
dos a larelacion entre los particulares, generalmente para agradecimien-
tos, como a lldefonso Lazaro (Sueca) por su interés en la profesion (3);
0 a Juan Herrero y Argente (Teruel) por su donacién a la Asociacion un
ejemplar de su "Memoria sobre la ganaderia en la provincia de Teruel"
(4); o en el mismo numero el agradecimiento por la acogida en “La Ga-
ceta Médico-Veterinaria” (4), reconociendo la importancia de la agrupa-
cion para impulsar reformas en beneficio de la profesion veterinaria y
destacando la necesidad de que todas las asociaciones colaboren, ya que
la apatia en el gremio y la sumision a estructuras desventajosas han obs-
taculizado el progreso, tema que son abordados en detalle mas adelante.
Otros agradecimientos son mas personales como el de Morcillo a la Es-
cuela de Veterinaria de Madrid (74); o “Prueba de carifio” (95) en que
José Llorcay Soler expresa su alegria por la eleccion de Francisco Torres
y Torres como Presidente de la Asociacion Veterinaria de las Riberas del
Jacar. También hubo criticas como en “Santiago” (43); y notificaciones
de caracter general, como la entrega de diplomas de pertenecer a la aso-
ciacion (4) (diploma del cual no se ha podido encontrar ningun ejemplar),
la posibilidad de conseguir nimeros atrasados (23, 52, 70), o sobre el
sistema de pago en trigo y equivalencia entre fanegas y barchillas en Al-
bacete (9) (aclaracion muy importante para los veterinarios que trabaja-
ban en las zonas lindantes de Valencia y Albacete).

También hubo informaciones de otras publicaciones, como “La
vida y la muerte”, extraido del Boletin de la Academia Palacin (31); y
resefia sobre nuevas publicaciones como "El porvenir de la veterinaria™
y "La veterinaria practica ¢ Biblioteca Alvero”(35), El "tit espafiol”(36),
“La veterinaria” en Santiago de Cuba (52).

Aunque como se ha mencionado anteriormente son aportaciones
menores, si que ayudan a entender la forma de comunicacion entre los
profesionales en esa época, alejada de la inmediatez actual.
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3.2.2. Sesiones de la Junta y temas administrativos

Como periddico de la Asociacion, la comunicacion de las convo-
catorias de reunién fue una de las utilidades de la revista, apareciendo
convocatorias en multiples nameros (5, 16, 18, 26, 29, 30, 52, 53, 67, 69,
73,76, 92, 93).

Los balances de cuentas (1, 7, 8, 13, 14, 19, 20, 26, 37, 40, 52) y
el resumen de lo sucedido en la revista durante el afio (25, 49, 73) tam-
bién tuvieron su cabida.

Otro elemento importante como Asociacion era la difusion de los
contenidos de las reuniones y asambleas realizadas. Como su contenido
es el menos difundido, y puede ayudar mucho a entender el dia a dia y
realidad de la asociacion, se presenta un breve resumen de cada uno de
ellos.

Nuestro programa-prospecto (1): La presentacion del proyecto
destaca el compromiso de fortalecer la union de los veterinarios y luchar
por los derechos de la profesion, que lleva mucho tiempo olvidada. La
asociacion pretende unir fuerzas con otras organizaciones para marcar
una linea comun de accién, promover la solidaridad y erradicar las divi-
siones internas, asi como luchar contra el intrusismo profesional. La crea-
cion del periddico es fundamental para mantener viva esta union, funcio-
nando como medio de comunicacion y punto de encuentro. La asocia-
cion, que no espera lucro del periddico, planea destinar cualquier exce-
dente a la entrega de obras profesionales a los suscriptores. Se busca pu-
blicar contenido relevante y evitar polémicas personales, enfocandose en
fortalecer el comparfierismo y el progreso cientifico. Finalmente, se reco-
noce la limitacidn de recursos y experiencia, pero se compensa con una
gran voluntad y perseverancia. Se enfatiza la necesidad de abnegacion y
trabajo conjunto para lograr reformas significativas que eleven la posi-
cién social y econdmica de los veterinarios y aseguren el reconocimiento
de futuras generaciones.

Asociacion Veterinaria de las Riberas del Jucar. Su iniciacion
y origen. - Tramites que ha seguido. - Su definitiva instalacion (1-4):
El primer articulo que se extiende durante varios numeros. Describe como
en julio de 1881, Antonio Comins propuso a Juan Morcillo la formacion
de una Asociacion Veterinaria en su region, motivado por el interés de
varios colegas y el movimiento asociativo creciente en la profesion. Aun-
que Morcillo tenia reservas debido a las dificultades previsibles, ambos
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trabajaron juntos para llevar adelante el proyecto. Se enviaron invitacio-
nes a los veterinarios de partidos limitrofes, y el 11 de agosto de 1881 se
celebrd en Jativa una reunién de subdelegados donde se constituyo la
Asociacion y se eligio a Morcillo como presidente provisional. Se redacto
una circular para sumar apoyos Yy, en septiembre, se convocO una asam-
blea general en el Teatro Principal de Jativa, donde se eligio a la Junta
Directiva. Durante la sesion, Morcillo pronuncié un discurso destacando
la necesidad de union y apoyo mutuo para mejorar la situacion profesional
y social de los veterinarios. Sefial6 que la falta de organizacion y el intru-
sismo eran causas del bajo reconocimiento de la profesion. Insistio en que
los veterinarios debian tomar las riendas de su destino sin esperar ayudas
externas y abogd por una practica profesional unificada y ética. Se esta-
blecieron objetivos como regularizar el ejercicio civil, mejorar los mata-
deros y sueldos de inspectores, y combatir el intrusismo. Tras algunos
retrasos burocréticos, los estatutos de la asociacion fueron aprobados en
enero de 1882. Estos estatutos se publican en el (4).

Sesion 10/10/1882 (20-23): se presentd una memoria anual,
donde se detallaron los logros y dificultades de la Asociacion Veterinaria
de las Riberas del Jucar. Se destaco la fundacion del periddico La Alianza
Veterinaria, y la entrega de diplomas a los socios. Sin embargo, se re-
portd la falta de respuesta del Gobernador Civil ante las quejas sobre el
intrusismo, afectando negativamente a los veterinarios titulados. Juan
Morecillo, en su discurso, alenté a la persistencia en la lucha por el reco-
nocimiento y proteccion de la profesion, sefialando la importancia de se-
guir los pasos de paises como Francia en materia de legislacion sanitaria
para animales, y destacando la necesidad de una ley en Espafia. También
subrayé que el crecimiento de la profesion debia basarse en la unidad,
respeto y comparierismo entre colegas. La sesion concluyé con la reelec-
cién de la Junta Directiva, integrada por los mismos miembros del afio
anterior, con condiciones de mayor puntualidad en el pago de cuotas. Se
acordd una estrategia para reducir la morosidad.

Sesion 30/08/1883 (41): se discutid principalmente la participa-
cion de la Asociacion Veterinaria de las Riberas del Jucar en el Congreso
Nacional Veterinario, programado para el 24 de octubre en Madrid. La
Junta Directiva resalto la importancia de este evento, destacando que su
realizacion podria posicionar favorablemente a la profesion ante el go-
bierno y la sociedad, y facilitar la reforma de la ensefianza y el ejercicio
profesional veterinario. Pese a la falta de iniciativa de los veterinarios en
la capital de Valencia, la Asociacion decidio elegir a Juan Morcillo y
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Antonio Comins como representantes en el Congreso, asignando una
cuota de 20 reales por socio para cubrir los gastos. Comins se compro-
metio a cubrir cualquier déficit si se alcanzaba una recaudacion minima.
Lo acontecido con la asistencia al Congreso se trata en su propia seccion.

Posteriormente se renueva la junta directiva (47) aunque la enfer-
medad del presidente Comins (50) retrasa la toma de posesion de la Junta
(52).

Sesion 20/03/1884 (54): se dio un voto de agradecimiento a la
Junta Directiva anterior, especialmente a Juan Morcillo, por su dedica-
cion a la Asociacion. La reunion también abordd la eleccion de la Junta
Central de la Liga Nacional de Veterinarios, destacando a Juan Téllez
Vicén como presidente y Rafael Espejo y del Rosal como primer vice-
presidente, entre otros cargos que fueron aprobados unanimemente. Se
decidid, ademas, enviar una solicitud al Ministro de Fomento para apro-
bar los acuerdos del Congreso Nacional de Veterinaria, con énfasis en la
exigencia del grado de Bachiller en Artes para futuros estudiantes de ve-
terinaria. También se aprobo el establecimiento de Juntas locales en cada
distrito para facilitar la participacién de los socios en las reuniones gene-
rales. Finalmente, se acordd reimprimir los estatutos de la Asociacion en
formato pequefio (16°) para distribuir a cada socio.

Sesion 15/05/1884 (59): referente al nombramiento de represen-
tantes en los distintos distritos de la Asociacion. Los representantes apro-
bados fueron Juan Morcillo (Jativa), José Llorca (Enguera), José Maria
Rigal (Onteniente), Francisco Miguel Fabra (Albaida), Vicente Peird
(Oliva), Andrés Castellote (Sueca), Santiago Arévalo (Torrente), Ber-
nardo del Poyo (Carlet) y Rafael Bernabeu (Alberique). Estos nombra-
mientos se publicaran en el periddico de la Asociacién, y los designados
dispondran de un mes para cumplir con sus responsabilidades y comuni-
car los resultados a la Junta Directiva. Posteriormente se remitié circular
dirigida a los representantes de los partidos para conocer presidente, vi-
cepresidente y secretario de cada region (67).

Sesion 20/10/1884 (68): se discutieron temas como el aumento de
sueldo de los inspectores de carnes y la erradicacion del intrusismo, asi
como la formacion de comisiones para implementar los acuerdos. Ade-
mas, se resolvid que se publicaran en el periodico de la Asociacion los
nombres de los socios y suscriptores con deudas mayores a tres trimestres
de suscripcion, y se iniciaran acciones legales para recuperar las cuotas
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pendientes. Estos acuerdos fueron tomados ante la falta de respuesta de
algunos socios a comunicaciones previas y reflejan el compromiso de la
Junta Directiva por fortalecer la Asociacion, incluso si esto implica la
expulsion de miembros apaticos 0 morosos.

Sesidn 5/03/1885 (77): El presidente, en cumplimiento del ar-
ticulo 23 de los Estatutos, propuso la renovacion de la Junta Directiva,
resultando reelegida la presidida por Antonio Comins. En respuesta a
quejas sobre socios morosos con deudas de cuatro a diez trimestres, se
decidio expulsar a aquellos con deudas superiores a dos trimestres si no
saldan sus pagos antes del 31 de marzo, suspender el envio del periddico
a partir del 30 de marzo para dichos socios, publicar una lista de morosos
y sus deudas en el periddico, y proceder judicialmente contra los exclui-
dos para exigir los pagos pendientes. Ademas, se leyd una circular de la
Junta Central de la Liga de Veterinarios Espafioles y se acordo publicar
en La Alianza Veterinaria las reformas propuestas.

Sesidn 02/09/1885 (89): La convocatoria tenia como objetivo dis-
cutir asuntos de la Asociacidn, centrandose en los retrasos en los pagos
de algunos socios, lo cual afectaba la estabilidad financiera necesaria
para cubrir los Unicos gastos de la Asociacion: los costos de imprenta.
Tras una extensa discusion, se acordd que ser miembro de la Asociacion
no implicaba la obligacion de suscribirse al periodico, permitiendo a
quienes deseen retirarse de la suscripcion informar al director de La
Alianza Veterinaria antes de fin de mes. A los socios con deudas mayores
a dos trimestres se les suspenderia el envio del periddico hasta que regu-
laricen sus pagos, recurriendo a medios legales de ser necesario. Si no se
lograba reducir la suscripcion a tres pesetas trimestrales, se acordo que
el periddico pasaria a publicarse mensualmente con un costo proporcio-
nalmente menor. La Junta Directiva expresd unanimemente su apoyo a
la eleccion de Rafael Espejo y del Rosal como presidente de la Liga de
Veterinarios Espafioles, en reemplazo del fallecido Juan Téllez Vicén.
Ademas, se incluy6 en el periddico una propuesta para abrir una suscrip-
cién destinada a financiar un pantedn en honor al catedratico Juan Téllez,
tal como se sugiri6 en la “Gaceta Médico-Veterinaria” del 30 de agosto.

Sesion 23/11/1885 (94): En esta sesion se renovo la Junta Direc-
tiva de la Asociacion, quedando conformada por Francisco Torres 'y To-
rres como presidente, Bernardo Ibafiez Valiente como vicepresidente, y
José Cuquerella Fabregat como secretario y tesorero. Los vocales desig-
nados fueron José Lépez Llagaria, Pascual Mari Fort y Vicente Almazan.
También se acordo la exclusion de los socios con deudas, tras reiteradas
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advertencias, y la publicacion en el periddico de sus nombres, residencia
y montos adeudados; en caso de incumplimiento, la Asociacion recurriria
a los tribunales. Andrés Castellote propuso incluir temas cientificos o de
interés profesional en el periodico para fomentar el debate entre socios y
permitir la discusién de casos clinicos, propuesta que fue aceptada, dando
libertad a los socios para elegir los temas. Posteriormente se notifico la
toma de posesion (95).

El altimo aporte no es un acta de reunion, sino el triste “Nuestros
vaticinios se han cumplido. jHemos muerto!” (97). En un tltimo edi-
torial Morcillo expresa su desilusion por la desaparicion de la revista, que
atribuye a la falta de compromiso y apoyo financiero de varios socios. A
pesar de los esfuerzos y sacrificios de algunos miembros comprometidos,
otros incumplieron sus promesas y abandonaron sus obligaciones finan-
cieras, lo que dejo a la Junta Directiva sin medios para sostener el perio-
dico. Morcillo lamenta la falta de solidaridad entre veterinarios y la apa-
tia que, segun él, ha debilitado tanto a la asociacion como al colectivo
veterinario en general. Aunque la publicacion llega a su fin, reitera su
apoyo a aquellos colegas que si han cumplido sus compromisos y de-
fiende su esfuerzo por una veterinaria uniday comprometida. Desaparece
asi una publicacion pionera en su &mbito geografico y el suefio de la ve-
terinaria digna en la zona debera mantenerse en letargo hasta 1897, con
el inicio de un movimiento en Valencia que terminara resultando en el
actual llustre Colegio Oficial de Veterinarios de Valencia.

Interesante por su informacion historica son los listados de socios
(5,6), en los cuales se incluia el importante dato de localidad de ejercicio.
Esta informacion la se puede completar con las no tan honorables listas
de morosos, que se tratan a continuacion.

3.2.3. Impagos

Los problemas de impagos por parte de los miembros de la Aso-
ciacién fueron norma general desde el inicio del proyecto. Desde el pri-
mer numero aparecen advertencias con solicitud de pago de cuotas (1, 2,
7,8-10, 13-17, 21, 23). Esto lleva a la Asociacion a contraer deudas (18),
y tal y como hemos visto en las actas de reunion se toman diferentes
medidas, no siempre eficaces; ademas de las citadas en acta, se advirtio
la publicacion de los nombres de los morosos (24, 59), iniciando esa
publicacion en el (71). Las buenas palabras y promesas hicieron que en
el (79) indicaran que no iban a continuar con la publicacion de dicha lista
ante el compromiso de ponerse al corriente de pago.
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Como era de esperar, esto no sucedid, advirtiendo de nuevo a los
morosos (82), y ante el desprecio por parte de los miembros (algunos
amigos cercanos de la propia Junta de Gobierno de la Asociacion), ad-
virtiendo del potencial cierre de la publicacion (87) se llegd a la publica-
cion de todos ellos en las visperas del cierre del proyecto en “Cumplimos
con lo que se acordd en Junta General Ordinaria en la sesion del 23 de
noviembre” (95). Tal vez, sabedores del pronto final de la publicacion,
el equipo de Morcillo no quiso que la posteridad perdiera ese dato.

3.2.4. Intrusismo y dignidad profesional

Posiblemente, las publicaciones de La Alianza Veterinaria sobre
el intrusismo y la defensa de la profesidn sean la parte mas importante de
su contenido, en la medida que son el eje conductor y central de la publi-
cacion. Aungue en 1871 se habia publicado el Reglamento que unificaba
los titulos de las diferentes Escuelas, existe en ese momento una disper-
sion de los titulos ya existentes: veterinarios de 12 clase, de 22 clase, de
22 clase por pasantia, de 22 clase con tres afios de carrera, los procedentes
de las escuelas libres, sin olvidar a los ain en ejercicio albéitares, albéi-
tares-herradores, herradores castradores, y mancebos de albéitar (Benito
Hernandez, 2003). Un caldo de cultivo ideal para el conflicto.

Apenas dos meses tras el inicio de la publicacion, se llega a un
acuerdo para obtener datos sobre la realidad del intrusismo, y la capaci-
dad de las poblaciones para tener veterinarios en las funciones de inspec-
cion, asi como la existencia de subdelegados (4).

La realidad del intrusismo es tratada de forma detallada y desde
multiples d&ngulos. Algunos articulos son como “Los veterinarios poster-
gados por los intrusos” (6), donde refleja la desesperanza y frustracion
de los veterinarios hacia la falta de regulacion eficaz contra los intrusos,
personas que ejercen la profesion veterinaria sin titulo, afectando grave-
mente la subsistencia y dignidad de los profesionales autorizados. Los
veterinarios denuncian la ineficacia de la ley, la falta de apoyo de las
autoridades y la permisividad hacia estos intrusos, a menudo amparados
por el caciquismo y en ocasiones por los mismos comparieros veterina-
rios. Ademas, se plantea la necesidad urgente de una accion conjunta de
las asociaciones veterinarias para llevar esta problematica al ministro de
Fomento y solicitar reformas que dignifiquen y protejan el ejercicio pro-
fesional en Espafia; o posteriormente, la carta remitida por José Llorca
sobre el intrusismo (30), donde expone su frustracion por la falta de
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accion efectiva contra el intrusismo, proponiendo un plan en el cual los
subdelegados y veterinarios colaboren para identificar y denunciar legal-
mente a los intrusos en sus respectivos distritos. La redaccion responde
a Llorca, informandole que ya se ha recurrido al Gobernador civil y que,
ademas, estan en contacto con otras asociaciones para solicitar al Minis-
tro de Fomento una intervencion. También mencionan la esperanza de-
positada en un Congreso Nacional Veterinario en Madrid (y que tratare-
mos mas adelante), aunque reconocen que, si estas iniciativas fallan, el
panorama para la veterinaria seguira siendo desalentador.

En relacién con la carta del ministro, seguira en (10, 11, 38, 57),
aungue como se intuye, no tuvo el impacto que se esperaba, justificando
la “Teoria escéptica” que Morcillo esgrime y se traslada en otros muchos
de sus escritos (Morcillo Olalla, J., 1866). Este final se traslada en “No
seremos oidos” (75) y desde el prisma de la decadencia de la cria caba-
llar, critica la falta de apoyo institucional.

Otro escrito en la misma linea fue “Los intrusos” (31) donde se
sefiala la problematica del intrusismo en la profesion veterinaria, que
afecta tanto a los derechos adquiridos por los profesionales como a la
economia de la clase. La situacion es agravada por la falta de interés del
gobierno y de las autoridades locales, asi como por la apatia y falta de
cohesion entre los propios veterinarios. Se observa gque, mientras otras
profesiones gozan de proteccion legal contra intrusos, la veterinaria sigue
vulnerable ante la falta de regulacion efectiva. Se critica, ademas, la exis-
tencia de cinco escuelas veterinarias en Espafia, comparandolas desfavo-
rablemente con las tres de Francia.

VVemos nuevas cartas con ejemplos de intrusismo y su denuncia
en (36), con una extensa carta de José Llorca al respecto (66, 67) en la
que pide la toma de medidas judiciales.

Por poner un ultimo ejemplo de estas situaciones, en “Los ratones
cazando al gato” (83), se relata el caso del veterinario Eloy Gil, quien
enfrenta denuncias en su contra por parte de intrusos en Lucena del Cid
y Useras, acusandolo de permitir a su ayudante realizar herrados en su
ausencia. A pesar de una Real Orden que permite a los ayudantes ciertas
practicas, los tribunales fallaron en su contra, sentando un peligroso pre-
cedente para la profesion.

La lucha contra el intrusismo tuvo otros dos frentes muy intere-
santes. El primero lo encontramos en un choque entre la veterinaria civil
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y militar, que se inicia al abordar la falta de herradores de calidad en el
ejército y el peligro de licencias para herradores no veterinarios (21), y
que es continuado por Morcillo ante los argumentos planteados por el
veterinario militar Joaquin Ferrer Gisbert (25).

Otro tema tratado fue la inspeccion oficial de carnes. Comen-
zando en “Higiene publica. Defectos de que adolece en Jativa con rela-
cion a la inspeccion de carnes” (33), y vinculado a un articulo del (32),
denuncia el papel de inspector por parte de albéitar-herrador. La situa-
cién de Morcillo en este caso ha sido ampliamente tratada en obras como
(Aganzo Salido, 2009). La revista es critica (muy critica) en este caso,
sobre todo cuando compara los procesos de adjudicacion de plazas con
la capital (en “Lo que debe ser”) (33). Ademas de ser critico con su gre-
mio, también lo es con otras titulaciones que quieren obtener estos privi-
legios de inspeccion, especialmente médicos y farmacéuticos (en “El Pe-
ligro™) (34), que continuara “;En Cordoba!” (63), “Inspectores de Car-
nes” (64) y “Se confirmo6 lo de Cérdoba” (69) Como ya hemos visto, en
(77) dio publicidad a la autoridad legal del gremio veterinario en exclu-
siva en estos puntos, abogando por su reconocimiento (37, 69).

Es curioso, significativo y evocador, como, a ojos de Morcillo,
tan ineficaz en la inspeccién de matadero era un herrador como un me-
dico. Y no es un punto de vista descabellado, ya que lo que trata de de-
fender es la profesion y a la poblacion, con los mejores profesionales
posibles. Este punto se desarrolla en “Los veterinarios y su importancia
ante la cuestion social de la alimentacion de las clases obreras” (65, 70)
donde destaca la importancia de los veterinarios en la alimentacion y bie-
nestar de las clases obreras, al resaltar su rol en la produccién y control
de alimentos de origen animal. Argumenta que los veterinarios, con su
conocimiento en sanidad y ganaderia, pueden contribuir a reducir el pre-
cio de la carne y mejorar la calidad de los alimentos, esenciales para el
sustento de los trabajadores. También insta a que se incremente la capa-
citacion de los veterinarios y a que el gobierno apoye la ganaderia y re-
duzca los impuestos sobre la carne, permitiendo asi una mejor accesibi-
lidad para las clases menos favorecidas. El precio alto de la carne y las
malas condiciones de vivienda afectan la salud y estabilidad laboral de
los obreros, lo cual incrementa el riesgo de huelgas y tensiones sociales.
Sostiene que mejorar el acceso a alimentos nutritivos y asequibles, asi
como a viviendas saludables, es clave para reducir el descontento social
y asegurar que los trabajadores, fundamentales para la economia, se man-
tengan en buenas condiciones de salud y productividad. Vemos que texto
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tiene muchos puntos en comun con sus Cartas Criticas (Morcillo Olalla,
J., 1866).

La forma de afrontar el intrusismo es clara en la revista, y pasa
siempre por la defensa de la dignidad profesional. Ya desde (1) hacién-
dose eco de “La Correspondencia de Espafia”, donde se menciona que el
delegado de la Escuela de Veterinaria de Madrid, Miguel Lopez Marti-
nez, ha presentado un plan de obras al Ministerio de Fomento para mo-
dernizar las instalaciones, la revista opina sobre la noticia sefialando que
seria ideal acompafiarla con una reforma en la ensefianza.

El extenso “La reforma” (5-10, 12) expone la necesidad urgente
de reformar la Veterinaria en Espafia para superar los problemas estruc-
turales que enfrenta. Sefiala que la sobreoferta de veterinarios, la falta de
rigor en los examenes, y el intrusismo (con herreros y personas sin for-
macion ejerciendo funciones de veterinario) han contribuido al despres-
tigio de la profesion. Se argumenta que el intrusismo afecta tanto los in-
gresos como el reconocimiento social de los veterinarios, lo que dificulta
cualquier avance en la dignificacion de la profesion.

Propone que solo los aspirantes con nivel de bachillerato accedan
a la formacion, como sigue defendiendo en (40), unificando los criterios
de ingreso y fortaleciendo los examenes para asegurar que los graduados
tengan un conocimiento solido.

Este punto sobre las pruebas y ejercicios literarios de los alumnos
(14) se ve ampliado con la reproduccion de "La Gaceta Médico-Veterina-
ria" examina la validez de los estudios privados para obtener titulos aca-
démicos en comparacion con los estudios oficiales. Lo interesante es que
el periddico plantea varias preguntas sobre el cumplimiento de estos pro-
cedimientos, cuestionando si los tribunales de examen estan debidamente
compuestos y si cumplen las normas establecidas. El argumento es am-
pliado en (15,23), especialmente tratando la linea de los diferentes titulos
y sus capacidades, y se materializa en una carta de Juan Chorda Montd
sobre una posible negligencia de Juan Enguix Fabra (24). Posteriormente
se abordara en “Validez de los titulos” (61) y su contestacion (64). Y no
solo de los titulos, sino de las condiciones de apertura de los centros (9)
cuando hace hincapié en una disposicién emitida por el Ministerio de la
Gobernacion en 1859 por la que ningln veterinario, albéitar-herrador o
herrador tiene permitido abrir mas de un establecimiento, banco o tienda,
y dicho establecimiento debe estar ubicado exclusivamente en el pueblo
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de su residencia habitual. La resolucion surge a partir de una denuncia
sobre intrusiones y abusos en el ejercicio de la veterinaria en el partido de
Manacor (Baleares). Un herrador llamado Antonio Roig habia solicitado
permiso para mantener un segundo establecimiento en un pueblo distinto
al de su residencia, pero esta solicitud fue rechazada por el Consejo de
Sanidad. Los fundamentos de la negativa incluyen que el herrado de ca-
ballos es parte de la ciencia veterinaria y no debe considerarse una simple
actividad industrial o mecanica. También se argumenta que el herrado de
caballos requiere supervision directa y que permitir establecimientos en
distintos lugares seria una elusion de la ley.

Siguiendo con “La Reforma”, se destaca la importancia de la ins-
truccion préctica, especialmente en areas clave como la patologia y la
cirugia. Esto también se tratara en “Lo que debe ser”, de Rafael Bernabeu
(22) (no confundir con otro articulo de igual nombre ya citado en el 33),
y posteriormente en “Lo que fue, lo que es y lo que debe ser el veterina-
rio” (46) y “Los veterinarios y su importancia" (68).

Se aboga también por la creacion de asociaciones veterinarias
que defiendan los intereses de la profesion, luchando contra el intrusismo
y apoyando la reforma educativa. En “Las Asociaciones en Veterinaria”
(2) impulsa la creacion de asociaciones veterinarias que fortalezcan la
solidaridad y promuevan reformas en el ejercicio profesional. La meta
final seria que la profesion veterinaria alcance una consideracién social
comparable a la de otras ciencias, y que los veterinarios gocen de respeto
y una mejor condicién econémica en Espafia, como traslada en “A las
clases médicas, farmacéuticas y veterinarias”, trayendo un articulo de “El
diario Médico-farmacéutico” donde intenta levantar el decaido espiritu
de medicos, farmacéuticos y veterinarios (54).

De forma complementaria, el tema sigui6 abierto hasta “;Puede
demorarse la reforma en la ensefianza veterinaria?” (42).

Y si algo es significativo es que, ante este panorama, y a pesar del
escepticismo, siempre se trato de aportar por parte de la revista solucio-
nes, no conformandose con lo visto. Ejemplos de sus medidas son “Nues-
tra decadencia y medios de evitarla sobre el estado de la profesion” (35),
0 “Lo que debe hacerse” (94).

No todo fue conflicto en esta defensa. Una de las cartas (y su
respuesta) mas interesante en esta seccion es la dirigida por un joven de
nombre Néstor (53) que escribe a Morcillo para expresar su apoyo a los
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acuerdos del Congreso Nacional Veterinario y su decepcién ante ciertos
periddicos que desacreditan el evento, generando dudas y desconfianza
en la profesion. Sorprendido por el cambio de postura de algunos vetera-
nos que antes defendian el progreso y ahora lo consideran perjudicial,
Néstor solicita a Morcillo una explicacion clara de la situacion para en-
tender los obstaculos actuales. Pide mantener la fe en la reforma y el
avance de la veterinaria, confiando en figuras respetadas como Téllez,
Espejo y Llorente. Como no podia ser de otra forma, Morcillo contesta
(55,56,58) y expresa una critica detallada sobre la situacion de la profe-
sion veterinaria y las barreras para su progreso. Comienza subrayando
las deficiencias en las Escuelas de Veterinaria, que considera obsoletas e
incapaces de brindar una formacion adecuada en anatomia, fisiologia,
clinica'y zootecnia. Defiende las reformas acordadas en el Congreso Na-
cional Veterinario, como exigir el titulo de Bachiller en Artes y actualizar
el curriculo, propuestas que él y muchos consideran esenciales para dig-
nificar y modernizar la profesion en comparacion con las escuelas euro-
peas. No obstante, lamenta que una minoria de colegas, a quienes consi-
dera guiados por el egoismo y la envidia, se oponen a estos avances y
desacreditan el Congreso, refiriéndose despectivamente a sus participan-
tes como "aldeanos". Esta oposicién, para él, solo busca frenar el pro-
greso para mantener la antigua preeminencia de ciertos individuos en la
profesion. Ademas, critica la apatia generalizada en el profesorado, atri-
buyendo esta indiferencia a la falta de formacién y de comprension del
valor de la ciencia para la sociedad. Pese a la oposicion y la lentitud del
cambio, debido también a la inestabilidad politica, el autor sostiene que
la unidad y la constancia en torno a estas reformas permitiran que la ve-
terinaria alcance el reconocimiento social que merece. Un detalle que
puede pasar desapercibido, pero que nos ha sorprendido sobremanera, es
su firma en este articulo, en el que firma simplemente como “Juan”. Es
la Unica vez que aparece un trabajo de Morcillo firmado asi, ya que nor-
malmente indicaba J.M. o simplemente su apellido. Probablemente sea
debido al tono cercano en que el joven veterinario se acerca en el escrito,
creando una bonita imagen de un Juan Morcillo ya de 56 afios que se
mantiene protector y familiar frente al joven que le plantea sus inquietu-
des.

Entre las curiosidades de esta seccion aparece que, tras una ex-
trafia resefia sobre los jamones de Pontevedra (13), seguida de una nota
distendida sobre el tema (14), llega “Judas Iscariote comparado a los Ju-
das actuales”, un criptico editorial sobre traidores a la profesion con alu-
sion a los jamones de Pontevedra (17), y con fe de erratas en niUmero
(18). Su siguiente numero trata la escuela veterinaria de Santiago (19),
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expresando la frustracion de los veterinarios espafioles ante la creacion
de una nueva Escuela Veterinaria en Santiago de Compostela. Conside-
ran que esta decision, en lugar de ayudar a la profesion, agrava su preca-
riedad econdmica al aumentar el nmero de egresados en una ocupacién
ya sobresaturada y mal valorada en la sociedad. La opinidn general es
que la iniciativa ha sido impulsada por influencias externas con intereses
particulares, y se cuestiona si el Ministro de Fomento, Sr. Albareda, ha
comprendido las repercusiones de esta decision. Los veterinarios instan
al gobierno a atender sus necesidades y sus quejas, para poder implemen-
tar reformas que realmente dignifiquen la profesion en lugar de deva-
luarla.

Para darle un nuevo giro a la historia, y ayudando a entender por
donde iba la trama, se publica “El suefio y la realidad” (27-29), que sin
tener en principio relacién directa, presenta un curioso “ensuefio”. En el
texto, un narrador describe un encuentro en un vagén de tren de tercera
clase en direccion a Madrid. Un pasajero, un herrero pobre, le cuenta su
historia y su plan impulsado por una vision onirica. El herrero, guiado
por su suefio y una visita mistica de un supuesto "vampiro", decide llevar
consigo monedas de oro y jamones, con la esperanza de obtener una li-
cencia profesional en la capital. El herrero explica que, tras un acto de
devocion al santo Santiago, su aventura parece destinada al éxito. Even-
tualmente, a través de sobornos y aparentes contactos en altos lugares,
consigue la licencia deseada, regresando a su ciudad natal entre celebra-
ciones. El articulo critica veladamente el sistema y la corrupcion buro-
cratica de la época, pues, mediante este relato ficticio y satirico, el autor
deja entrever la facilidad con la que se puede obtener una certificacion
sin mérito, contrastando el "ensuefio™ con la realidad de aquellos que si
se sacrifican y estudian. La historia refleja, ademas, una denuncia impli-
cita contra la desmoralizacion en el sistema educativo y profesional, es-
pecialmente en el ambito veterinario, y la creacion de nuevas Escuelas
de Veterinaria (en este caso, la de Santiago). Nos queda, con toda esta
trama, algo mas clara la acidez de los jamones de Pontevedra.

3.2.5. El congreso Nacional de veterinaria de 1883

El Congreso Nacional de Veterinaria de 1883 fue un aconteci-
miento de gran trascendencia para toda la profesion, y representaba los
ideales que Morcillo perseguia en el desarrollo de una Veterinaria digna.

El seguimiento del congreso se inicia con “Sera verdad? Sobre
un posible congreso de veterinaria en 1883 (20), y continud siendo
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tratado en los nameros (24, 30, 37, 38) llegando a convocar una Junta
General Extraordinaria (39) para designar a los representantes para el
congreso que se enviaria la Asociacion (42).

En “El entusiasmo y la abnegacion” (43) se refleja la frustracion
y descontento de los autores ante la falta de compromiso y apatia de al-
gunos veterinarios dentro de la Asociacion. El articulo critica que mu-
chos socios ignoraron el acuerdo de la sesion extraordinaria del 30 de
agosto mostrando asi desprecio por los esfuerzos de los representantes y
la Asociacion. Aunque estos representantes hicieron sacrificios persona-
les para asistir al Congreso Nacional Veterinario en Madrid, los socios
incumplieron su compromiso de aportar una cuota para cubrir los gas-
tos, lo que llevo a la decision de los representantes de asistir como es-
pectadores y no como delegados de la Asociacion.

Esto se materializa en “Ausencia de los veterinarios valencianos
en el Congreso Nacional Veterinario” (44), que aborda el que, aunque
todos los veterinarios coinciden en la necesidad de reformar la ensefianza
y préctica veterinaria en Espafia, especialmente para alinearse con los
estandares europeos, la iniciativa de asistir al Congreso fue ignorada por
la mayoria de los veterinarios de la provincia de Valencia. Se destaca que
los veterinarios valencianos, quienes mas deberian beneficiarse de las re-
formas, han mostrado indiferencia y desprecio hacia el Congreso. Al-
gunos, debido a su posicién social y econdmica, se desentienden del pro-
greso de la veterinaria, lo cual los autores consideran una traicion a la
profesion. Los autores elogian a los pocos miembros que si contribuye-
ron econdmicamente para asistir al Congreso, pero mencionan que la
cantidad recaudada fue insuficiente, y que, por justicia, los representantes
decidieron no asistir en nombre de la Asociacion. Esta decision se anun-
cia junto a una lista de los socios que cumplieron y aquellos que no pa-
garon. Se hizo un resumen del Congreso Nacional Veterinario (45).
La ceremonia inaugural, presidida por el rector de la Universidad Cen-
tral, mostro el compromiso de diversos sectores con la profesion veteri-
naria. Durante las sesiones, se debatieron y acordaron varias reformas
esenciales, como exigir el titulo de Bachiller para ingresar a la carrera
veterinaria, mejorar la instruccion teérico-practica en las escuelas y re-
ducir el nimero de instituciones a tres, ubicadas en lugares adecuados
para una ensefianza integral. Los lideres del congreso, especialmente Té-
llez, Llorente y Espejo, fueron elogiados por su dedicacion y coraje en
enfrentar las dificultades de la profesién. No obstante, el articulo sefiala
la decepcidn por la ausencia de algunos catedraticos y veterinarios de
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renombre, quienes se apartaron debido a diferencias personales, po-
niendo en duda su compromiso con el avance de la Veterinaria.

Contesta a las “Falsas apreciaciones de algunos veterinarios so-
bre el Congreso Nacional Veterinario” (47) indicando que no fue un acto
impulsado por ilusiones o intereses personales de sus participantes, sino
por el genuino deseo de reformar la ensefianza y ejercicio de esta profe-
sion. Los asistentes buscaron enfrentar y reducir los problemas y abusos
gue aquejaban a la clase veterinaria, especialmente en relacion con la
falta de regulacion y el exceso de profesionales. El articulo llama a la
juventud a apoyar las reformas y a no desalentarse si los resultados no se
ven de inmediato.

Aparecieron también dos recordatorios para los que quieran la
medalla conmemorativa del Congreso Nacional Veterinario (54, 62).

Fruto de aquel primer congreso, nace la Liga de Veterinarios Es-
pafioles (65), y se traslada la informacion de que el 11 de agosto de 1884,
la Junta Central interina de la Liga de Veterinarios Espafioles se reunio
para establecer su directiva definitiva. Bajo la presidencia de Rafael Es-
pejo, en ausencia de Juan Téllez Vicén debido a su delicado estado de
salud, se confirmaron los nombramientos de Téllez como presidente y de
otros destacados veterinarios en puestos clave, incluyendo a Félix Llo-
rente como secretario general y a Roman Ortiz Landazuri como tesorero.
También se cre6 una comision para redactar el reglamento, integrada por
Llorente, Fernandez Tallan, Coya, Ofate y Espejo.

Tras el Congreso y la creacion de la Liga, se acord6 un Cuestio-
nario (71, 72) que fue ampliamente disertado en “Nuestra opinion sobre
el Cuestionario” (75-85). Los articulos narran como los participantes del
Congreso Nacional Veterinario de octubre de 1883, comprometidos con
la defensa de la profesion veterinaria, expresan su respaldo a la Junta
Central de la Liga de Veterinarios Espafioles y su satisfaccion con el
cuestionario presentado en la sesion del 16 de noviembre. Consideran
que este cuestionario abarca las reformas esenciales para fortalecer la
profesion y recuperar los derechos que la ley concede a los veterinarios.
La Asociacion de las Riberas del Jucar, en particular, aplaude el esfuerzo
y la dedicacion de los lideres de la Liga, quienes buscan mejorar el estado
de la ciencia y proteger a los veterinarios frente a injusticias, como la
reciente sustitucion de un inspector de carnes veterinario en Cordoba por
dos médicos. La Junta Central defendio activamente al profesional
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afectado, lo que refuerza la necesidad de apoyar la Liga, que representa
la unidad y la fuerza colectiva del gremio. La Asociacion Veterinaria de
las Riberas del Jucar inform6 a sus miembros sobre la aceptacion del
cuestionario de la Junta Central de la Liga de Veterinarios Espafioles,
aprobado en noviembre, y lo incluyd en su publicacion para promover su
estudio y discusion en la proxima reunion. Este cuestionario abarca los
temas prioritarios para el gremio, y se insta a los socios a enviar sus ob-
servaciones a los responsables de la Junta antes del 13 de mayo de 1886.
Entre los temas figuran las reformas en el Reglamento de Subdelegacio-
nes, la organizacion de los inspectores de alimentos, la promulgacion de
una ley de sanidad veterinaria, el combate al intrusismo, la mejora de las
relaciones entre las asociaciones veterinarias, la recopilacion de datos sa-
nitarios, y la implicacion oficial de los veterinarios en la gestion de la
ganaderia y la inspeccion de vias pecuarias. El articulo invita a los vete-
rinarios a expresar sus opiniones sobre un cuestionario elaborado por la
Junta Central de la Liga de Veterinarios Esparioles. Se subraya la impor-
tancia de que todos los veterinarios colaboren para conocer mejor las ne-
cesidades y desafios del sector, fortaleciendo la unidad del gremio en las
peticiones al gobierno. El articulo también menciona un intento fallido
de reunion de la asociacion, retrasada por el mal clima, y detalla que su
autor da su opinidn, esperando correcciones si mas adelante los socios
aportan ideas adicionales. Sobre las reformas al reglamento de subdele-
gados, se expone que la falta de autoridad y recursos econdmicos limita
el poder de accidn de estos cargos. La propuesta sugiere que los subde-
legados deben contar con reconocimiento y remuneracién, responsabili-
dad clara y un proceso de seleccion por oposicion que asegure el nom-
bramiento de profesionales capacitados.

Aunque aqui termina lo acontecido con el primer congreso nacio-
nal de veterinaria, se vuelve a hacer alusion en el editorial que se publica
sobre el fallecimiento de Juan Téllez titulado “Pérdida irreparable”
(88). El articulo expresa el dolor y la responsabilidad que los veterinarios
sienten al perder a Téllez, resaltando la necesidad de continuar con la
reforma que él inicid. Con el propésito de mejorar la ensefianza y el ejer-
cicio de la veterinaria en Espafa, Téllez alentaba a sus colegas a unirse
en su lucha por la dignificacion de la profesion, exhortandoles a no des-
fallecer en su empefio. A pesar de la tristeza y el golpe que significa su
partida, el mensaje es claro: la clase veterinaria debe redoblar sus esfuer-
zos y mantener la unién para honrar su legado y alcanzar el respeto y
reconocimiento social que el propio Téllez vislumbraba. Este tributo con-
cluye con un llamado especialmente a los jovenes veterinarios para que,
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inspirados por el ejemplo de Téllez, eviten la apatia que ha afectado a la
profesion y perseveren en la busqueda de justicia y progreso, con la cer-
teza de que el espiritu de Téllez vigila sus acciones desde la eternidad.

La Gltima alusion al Congreso y la Liga de Veterinarios esta en el
extracto del discurso pronunciado por Rafael Espejo del Rosal en la
sesion de la Liga nacional de los Veterinarios espafioles (92).

3.2.6. Necroldgicas

Como o6rgano de difusion, la revista se hace eco de los falleci-
mientos de los miembros de la corporacion.

R PIA

El Imo. Sr. D. Juan Tellez Vicén

FALLECIO EL 20 DELOS CORRIENTES, Y ONCE DE LA MAANA,

victima do la larga y grave enfermsdad que hace tiempo venia padeciendo.

La clase Veterinaria ha perdido al grande hombre gue lenia,
al elocuente tribuno y sabio catedritico; bien podemos lamen-
tar tan irreparable pérdida; la Veterinaria ha recibido un rodo
golpe al desaparecer de entre nosotros el decidido y valiente
campeon que habia tomado & su cargo la defensa de la ciencia
y del profesorado,

Esta redaceion, & nombre de todos los socios de La Asocia-
cion Veterinaria de las Riberas del Jiecar, dd 4 su desconso-
lada y afligida esposa y familia el mds sentido pésame por pér-
dida tan sensible, rogando @ Dios haya acogido el alma del
finado con clemencia en la mansion de los justos.

ILUSTRACION 2. Necrolégica de Juan Téllez Vicén.

En formato de anuncio, se comunica el fallecimiento de Salvador
Sumsi y Lépez (7), quien fuera vocal 1°y vicesecretario en la fundacion
de la Asociacion.
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En formato necroldgicas se publican las de Francisco Pérez (19),
José Cubas Herreros (26), José Abad (27), Juan Chorda y Monto (37),
Antonio Rodriguez Lo6pez (80), y Jaime Mari (87), del que posterior-
mente daran el anuncio del traspaso de su local. Destaca especialmente
la necroldgica de Juan Téllez Vicén (88) (llustracion 2), que se publicé a
pagina completa en portada, acompariada de un amplio articulo llamado
“Pérdida irreparable” en el mismo ntimero, que ya ha sido mencionado.

3.3. Contenido cientifico

3.3.1. Libros incluidos

Como se ha comentado en la descripcion del formato, a partir del
numero 11 se comienzan a entregar diferentes libros en librillos de cuatro
que contenian ocho péginas de la obra.

En total, se repartieron (hay que recordar, dentro del coste que
tenia la suscripcion) cinco obras diferentes. Los libros habian sido publi-
cados ese mismo afio, por lo que son trabajos novedosos. Hay que enten-
der también que era habitual en la época, con el fin de no tener que hacer
desembolsos muy cuantiosos, que los libros pudieran adquirirse en las
librerias o editoriales por fasciculos, que podian ser luego encuadernados
juntos (Se puede comprobar en el propio anuncio del Diccionario general
de veterinaria, de Rafael Espejo, que sera tratado mas adelante en la sec-
cion “Anuncios”). Este dato también aclara la multitud de retapados di-
ferentes con que se pueden encontrar algunas obras de dicha época.

Los libros entregados fueron:

— Patologia especial del tétanos; consideraciones principalmente bajo
el punto de vista del tratamiento (Morcillo Olalla, J., 1882) (11-13,
16-19).

— Exterior del caballo. De los reconocimientos a sanidad (Morcillo Ola-
lla, J., 1882) (19-21, 23-25).

— Bibliografia veterinaria espafiola (Morcillo Olalla, J., 1883) (26-69).

— De laindigestion en los solipedos (Morcillo Olalla, J., 1884) (70-74,
76-83).

— Patologia especial del carbunco y su profilaxis por la vacunacion
(Diaz Real, 1885) (84-97).
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El nimero 19 tiene una hoja (cuatro paginas) de dos libros distin-
tos, ya que Patologia especial del tétanos y Exterior del caballo se publi-
caron de forma conjunta en formato libro por B. Bellver con numeracién
de paginas correlativa.

3.3.2. Articulos cientificos y resefias clinicas

AUn con un componente cientifico salvaguardado por la publica-
cion de los libros citados anteriormente, la revista también muestra a dos
interesantes por el papel de difusion que aportan. Algunos de ellos son
traducciones, otros aportaciones originales o descripciones de casos cli-
nicos. Puesto que los titulos describen por si mismos el contenido, no
procede su analisis en profundidad. Los titulos, ordenados de forma al-
fabética por el tema tratado, junto con los nimeros en que aparecen, son:

— Arenaria rubra, por Andrés Castellote Lerma (8, 9).

— Caballos de las estepas rusas (60, 61).

— Clinica quirargica, por Antonio Raya (15).

— Coélera morbo asiatico. A la espera del enemigo (62).

— Decadencia de nuestra ganaderia por Juan Morcillo (85-87).
— Despalme parcial por Antonio Rodriguez (93).

— Elixir anticélico de D. Camilo Miravet Alcafiiz (22, 33, 34). Aparecio
una resefa clinica sobre su buen resultado, antes del comienzo de la
publicacién de sus anuncios.

— Enteritis aguda, rotura del diafragma, muerte y autopsia. Historia cli-
nica por José Diaz Real y respondido por Luis Rodriguez (3).

— Estadisticas de ganados en Francia (87).

— Fiebre mucoso-adinamica por Juan Morcillo (4, 5).

— Filoxera. A los vinicultores (5).

— Fluxidn periddica del caballo (41, 42, 45, 46, 49-58, 60-65, 67, 71-
73). Se trata de traducciones de la obra de Mr. Bernard.

— Fractura de cubito por Juan Morcillo (59).

— Gabarro cartilaginoso. - Operacion. -Curacién por Vicente Garcia Gil
().

— Herida con derrame sinovial, tratamiento con la pasta obturadora de
Téllez, por Andrés Castellote Lerma (57).

— Herida penetrante en la articulacion tarsiana de un macho joven, he-
rido por una mula. Historia clinica de un caso remitido por José Diaz
Real (40).
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Higiene (50-51).

Influencia del agua en la vida de los seres organicos por Vicente
Jorge (6).

Inspeccion de carnes. La triquina en Valencia (32). Escrito en rela-
cién con su manuscrito de Villar del Arzobispo (Morcillo Olalla, J.,
1877), y a nuevos brotes sucedidos por toda Espafia. Afiade una cri-
tica al intrusismo profesional al respecto en Jativa.

Inspeccidn de matadero. Articulo publicado en El eco del Jacar (17).

Inyecciones hipodérmicas en las afecciones reumaéticas de la region
escapulohumeral (35).

La agricultura y la filoxera. Trata de la memoria presentada al certa-
men literario musical de Manresa por el veterinario José Vida y Ta-
pias (58).

Los perros (5) Sobre el inicio de unidades caninas en el ejército.

Neumonia aguda, esguince humero radio cubital, puntura. Por José
M. Alvero (91).

Pasteur se preocupa al mundo entero con sus experimentos para la
curacion de la rabia (97).

Perra nodriza de conejos (5).

Pinturas de la cara plantar del casco, por Juan Morcillo. (88, 90, 91,
93-96).

Prohibicién de la matanza del cerdo en la provincia de Valencia (39).

Pterigion. - Ufa. Extirpacion del cuerpo clignotante. - Curacion. Por
Vicente Garcia Miquel (1).

Rabia. El primer numero por Vicente Jorge, continuado por Juan
Morcillo (16-18).

Sarna. Por Pedro Martinez de Anguiano (60).

Tetanos esencial en un caballo. Curacion. Por Antonio Rodriguez y
Fayos (74).

Tdépico Chiva (resefia) (12, 15).

Tratamiento antihelmintico (35).

Tratamiento del corea por medio del acido arsenioso y el arseniato de
estricnina (60).

Triquina en Malaga. En relacion con informacion de La Correspon-
dencia de Espafia de 11/02/1883 (28).

Triquina. Estadistica prusiana (10).
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— Virus carbuncoso (inoculacién) como medio preservativo del car-
bunco, por José Diaz Real (48).

3.4. Los anuncios

Una de las fuentes de financiacion de la publicacion fueron los
anuncios. No obstante, los anuncios publicados seguian el mismo criterio
ético que el resto de los articulos. No se trataba so6lo de un anuncio, sino
que eran una apuesta de calidad, pasando del mero méarquetin de venta a
ser recomendaciones, en la gran mayoria de veces acompafiadas de la
propia experiencia de los editores del periddico. Son relevantes en esto
los preparados de la Farmacia Cucala (especialmente el topico Cucala),
el topico Chivay el del Sr. Miravet, que previamente a la publicacion de
sus anuncios fueron objeto de revisiones de su efectividad. Esta combi-
nacion entre ciencia/Asociacion es la que ha llevado a analizar este apar-
tado fuera de ambas secciones anteriores.

3.4.1. Anuncios de productos o servicios

A continuacion, se describe los anuncios de productos o servicios
aparecidos con los ejemplares donde lo hace. Se ha incluido la direccion
de venta de dicho producto para entender mejor el &mbito geogréfico:

— Almacén de herraduras de D. José Remuhi. Calle Tapineria nimero
26, Valencia. (19,20,26,27,34,35,52,53,55-57,74-76).

— Especificos preparados por el licenciado en Farmacia D. Fernando
Cucalay Colomer, plaza de San Francisco n°2 botica, Jativa. El anun-
cio presenta variaciones, siendo los productos anunciados combina-
dos en diferentes formas, pero siendo estos:

» Oleina vesicante y resolutiva. Tépico Cucala.

» Remedio seguro para curar las toses cronicas del caballo.

« Agua purgante de San Vicente, depurativa, tonica y laxante.
» Agua milagrosa. Especifico para tercianas y cuartanas.

* Rob de Laffecteur.

« Cosmético divino de Cleopatra. Agua para dar tersura, blancura
suavidad y hermosura al cutis.

« Licor de brea.
» Pasta pectoral. Remedio infalible para curar radicalmente la tos.
» Polvos escardticos contra las espundias.

216



» Extracto pectoral de médula de vaca o tesoro del pecho.
« Lactijeno

La cantidad y fidelidad de los anuncios de Cucala son resefiables,
ya que aparece en 70 de los 97 nimeros (16-36, 38-72, 74-90).

— Tépico Chiva. Por D. Modesto Chiva y Genovés, veterinario. Plaza
del Angel, 7, entresuelo izquierdo, Valencia, y oficinas de farmacia.
Previamente a los anuncios aparecen resefias en los niameros (12, 15).
(30, 43, 72-91, 95-97).

— Topico potencial y el elixir anticolico del Sr. Miravet. Previamente a
los anuncios, aparecié como resefia en el nimero 22. (29-31, 35, 41-
47, 49-51, 54-57).

Por ultimo, aparecen también anuncios mas “mundanos” y comer-
ciales, como son anuncios de traspasos. Se anuncian los de los estableci-
mientos veterinarios de Mariano Bellver (Plaza Portal nuevo 3, Valencia)
(5, 7), el de Pascual Remuhi (Torrente) (11, 12), y el de Jaime Mari (fa-
llecio por cdlera, Silla) (87), y un anuncio indicando la basqueda de un
forjador para la provincia de Albacete, con contacto para interesados con
Carmelo Iborra o Juan Morcillo (9).

3.4.2. Anuncios de publicaciones

No solo se anunciaban productos, sino también publicaciones.
Vemos en ellas que las obras de Rafael Espejo eran clara referencia de
calidad cientifica, y aparecen en la gran mayoria de nimeros. Morcillo
también publicita sus propias obras, pero no es algo que pueda afeéarsele,
ya que también las adjunta a los propios ejemplares por fasciculos como
hemos visto.

Las obras se han ordenado por orden alfabético, con el ejemplar
en que aparece al final.

— Almanaque de veterinaria para 1885 de José M. Alvero. Ayora, Va-
lencia. (70).

— Arte de herrar y forjar, de M. Rey, traducido por Rafael Espejo y del
Rosal. Publicado por la Gaceta Médico-Veterinaria, calle de la Ma-
dera Baja 19 cuarto bajo, y libreria de P. calleja y Compafiia, calle
carretas 33, ambos en Madrid. (31,35).
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Bibliografia veterinaria espafiola, por Juan Morcillo Olalla. Mismas
librerias que la Guia del Veterinario. (71-97).

Biblioteca Alvero. Coleccion escogida de obras de Veterinaria. Por
José M. Alvero. Ayora (93-97).

Diccionario especial del Sr. Isaac Garcia. En Gimileo, provincia de
Logrofio (23).

Diccionario general de Veterinaria, por Rafael Espejo y del Rosal.
calle de la Madera Baja 19 cuarto bajo. Posibilidad de comprar a pla-
z0s 0 por entregas. (8, 10, 24, 26, 29-32, 34-36, 46, 47, 49-54, 58-69,
71-73, 75, 87-91, 93-97).

El herrado. Motivos que se oponen a su separacion de la medicina
veterinaria segun la ciencia, la razon y la justicia, por Rafael Espejo
y del Rosal. En la Gaceta Médico-veterinaria, principales librerias de
Madrid y administracion de El Monitor (2, 4, 7, 12, 14, 22-24, 26,
29-36).

El indispensable a los veterinarios. Libro utilisimo y de frecuente
consulta para los profesores, por Rafael Espejo y del Rosal. Venta en
casa del autor, Cava Alta n°9 principal derecha Madrid, principales
librerias y administracion de EI Monitor (2, 4, 6, 7, 11, 12, 20-23, 29,
31, 34-36, 40, 41, 43).

Guia del veterinario inspector de carnes por Juan Morcillo Olalla, ve-
terinario de 12 clase. Segunda edicion (1, 2, 4, 6-8, 10). Esta obra seria
posteriormente entregada en fasciculos con la publicacion.

Guia del veterinario inspector de carnes. Tercera edicion. Por Juan
Morcillo Olalla, veterinario de 12 clase. A la venta en librerias en Ma-
drid, Zaragoza, Ledn, Valencia, Sevilla, Barcelona, Murcia y Jativa
(44-97). En el (43) aparece no como anuncio, sino como resefia. Sin
ser un anuncio de publicacion tal cual, aparece el aviso de la publica-
cién de nuevos cuadernillos de la Guia del Inspector en su edicion 32
(10-24 para el tomo 1, 25-42 para el tomo 2).

La Correspondencia de Espafa, diario universal, y La broma, sema-
nario politico ilustrado (22, 23).

Manual préctico de las inyecciones traqueales en el caballo. Nuevo
método terapéutico para el tratamiento de las enfermedades de los



animales domésticos, por el Dr. G. Levi, profesor de la Universidad
de Pisa. Traduccion espariola por José Rodriguez y Garcia (72, 73,
75-91, 93-97).

— Novisimo Cabero, o instituciones de albeiteria, arreglado a las ideas
modernas, por Guillermo Sampedro, Libreria P. Calleja y compafiia
4,6,7,10).

— Patologia y terapéutica veterinaria por Eugenio Fernandez e Isas-
mendi. Venta en casa del autor, calle de las Aguas 8, segundo derecha
Madrid (91-94).

— Tratado de la cria caballar, mular y asnal, y nociones de equitacion
por Rafael Espejo y del Rosal, profesor veterinario de primera clase
y licenciado en medicina y cirugia (8, 10, 12, 22).

4. CONCLUSIONES

La Alianza Veterinaria fue una revista innovadora y relevante en
un contexto social, profesional, geografico y econémico complejo y di-
ficil. Recuperar su contenido permite recuperar una imagen de la historia
veterinaria valenciana perdida en el tiempo, abriendo la ventana de futu-
ras investigaciones a raiz de las informaciones encontradas. El primer
paso para ello ha sido la confeccion de esta hemerografia, con el fin de
dar visibilidad y mejor acceso a los contenidos. Sumado a la puesta en
abierto de las versiones digitales, podemos dar este objetivo por cum-
plido.

Respecto a su contenido, vemos una obra que afront6 dos proble-
mas claves: el bajo nivel cientifico de muchos de sus miembros, y un
intrusismo generalizado asociado al poco respeto profesional de la clase
veterinaria. Frente a este panorama, el periodico de Morcillo aboga por
la mejora de la formacién de sus lectores y la defensa de la dignidad pro-
fesional mediante la unidad y el asociacionismo. Estos retos y sus res-
puestas nos permiten ver mediante las publicaciones una imagen que da
nueva luz a la interpretacion de la veterinaria en la provincia de Valencia.

Como cierra Morcillo en su despedida del Giltimo nimero: “No por
esto me separo de mis buenos amigos de esta localidad que me han acom-
pafiado hasta el momento de la crucifixion, y menos de los que componen
la Junta Directiva de la Liga; tanto unos como otros me encontraran a su
lado y sosteniendo las ideas de siempre”. Esperamos encontrarnos entre
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estos veterinarios que estuvieron a la altura del ideal de una profesion ve-
terinaria cientifica y digna.
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II PREMIO LABORATORIOS MEVET
“CARLOS BUXADE CARBO”

RECUPERACION DE LA PRODUCTIVIDAD DE LOS HUEVOS
EN GALLINAS PONEDORAS DE SEGUNDO Y TERCER CICLO
SUPLEMENTANDOLAS CON UNA FORMACION FITOBIOTICA;
MAS VIDA Y MAS BIENESTAR PARA ESTAS AVES

LILIA GUTIERREZ OLVERA®
HECTOR SALVADOR SUMANO LOPEZ?

RESUMEN

Dada la reconocida disminucién en la produccion de huevo y en
la calidad del cascardn que experimentan las gallinas a partir del segundo
ciclo de produccion, se realiza un ensayo para evaluar la restauracion de
estas variables al administrar un preparado basado en fitobidticos (oré-
gano, capsaicina y cdrcuma) y con base en un disefio farmacéutico eco-
noémico que se ajuste a la fisiologia digestiva de estas aves, mermada por
la edad. En este ensayo se evalud en grupos de 90 aves de segundo y
tercer ciclo, cada uno con su respetivo control, la calidad del cascarén en
términos de grosor y los porcentajes de postura, al adicionarles en la dieta
un preparado de fitobidticos y calcio de liberacién modificada. En los

! Departamento de Fisiologia y Farmacologia, Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, Universidad Nacional Auténoma de México. Profesor Titular TC-
Farmacologia Veterinaria.
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grupos suplementados se obtuvo la restauracion de la produccion y se
recuperaron las caracteristicas del cascaron en tan solo 3 -5 dias de su-
plementacion del preparado. Esta respuesta se mantuvo en niveles indis-
tinguibles con respecto a los basales de la linea genética, durante todo el
ensayo (21 dias). La suplementacion del alimento con el preparado a base
de fitobidticos y calcio de liberacion modificada, es una alternativa eco-
noémicamente viable para no utilizar aves de reemplazo y con ello, se
disminuye la huella de carbon que implica su crianza y se evitan los cos-
tos que esto implica. El preparado permite la oportunidad de brindar a
estas aves una vida mas prolongada a nivel de unidades de produccion
intensiva y apoya la produccion de huevo de traspatio.

ABSTRACT

Given the well-known decrease in egg production and shell qua-
lity experienced by hens from the second production cycle onwards, a
trial was conducted to evaluate the restoration of these variables by ad-
ministering a preparation based on phytobiotics (oregano, capsaicin, and
turmeric), and based on an economic pharmaceutical design that fits the
digestive physiology of these birds, which is impaired by age. In this trial,
the quality of the shell in terms of thickness and laying percentages was
evaluated in groups of 90 second and third-cycle hens, each with their
respective control, by adding a preparation of probiotics and calcium
with modified release to their diet. In the supplemented groups, produc-
tion was restored, and the characteristics of the shell were recovered
within just 3-5 days of supplementation with the preparation. This res-
ponse was maintained at levels indistinguishable from the baseline levels
of the genetic line throughout the trial (21 days). Feed supplementation
with the modified-release phytobiotic- and calcium-based preparation is
an economically viable alternative to not using replacement birds, redu-
cing the carbon footprint of raising them, and avoiding the costs invol-
ved. The preparation here described allows the opportunity to provide
these hens with a longer life at the level of intensive production units and
supports backyard egg production.

INTRODUCCION

El huevo de gallina es un componente vital de la nutricion hu-
mana. Aproximadamente, se producen mas de 80 millones de toneladas
de huevos de gallina en todo el mundo y se espera, dada la demanda cre-
ciente, que exista un crecimiento de esta industria superior al 25% hacia
el afo 2030 [1 - 4]. Es evidente entonces que es necesario mejorar la
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produccion de huevo, tanto en las unidades de produccion intensivas
como con el huevo que producen las gallinas de traspatio. En este ultimo
caso, se menciona que en algunos paises el huevo de traspatio representa
hasta el 80% de lo producido al respecto [5]. El desafio de incrementar
la produccion de huevo no debe implicar el uso de promotores de pro-
duccidn antibacterianos y en lo posible, de farmoquimicos en general.
Ademas, no debe comprometerse o perjudicarse la salud ni el bienestar
de las gallinas productoras. De hecho, la propuesta de este trabajo con-
Ileva la propuesta de que se les permita vivir mas tiempo. EI denominado
EFSA Panel on Animal Health and Animal Welfare, puntualiza una serie
de medidas de manejo de gran valor para brindar bienestar a estas aves
[6] y en una excelente revision sobre bienestar de estas aves, se hace hin-
capié sobre la necesidad de un mejor trato a las gallinas productoras de
huevo [6]. Sin embargo, en estas revisiones y en la literatura en general
se omite comentar o resaltar que, a nivel de produccidn intensiva la ex-
pectativa de vida de estas aves es cada dia mas corta. Una gallina pro-
ductora de huevo bien cuidada puede vivir 6 — 10 afios, dependiendo de
la raza y las condiciones nutricionales y de salud [7, 8]. No obstante, la
tendencia mundial es de solo permitirles, un afio de vida y quiza 2. Esto
ocurre dada la caida en la productividad que muestran, posterior a la pe-
lecha del primer afio. Es necesario puntualizar que mas del 60% de los
huevos del mundo provienen de sistemas de produccién industrial en los
que el bienestar de estas aves es descuidado y muy a menudo se recorta
su vida por la caida en la produccion del huevo a partir del segundo ciclo
y mas marcadamente con cada ciclo adicional (cada ciclo es de aproxi-
madamente 1 afio). Se postula aqui que es obligacion del quehacer vete-
rinario compatibilizar la produccion de huevo eficiente, con un trato mas
humano a estas aves y claro es, que permitirles vivir mas afios es una
meta de bienestar animal evidente.

Lo anterior debe realizarse dentro de la directriz mundial que ex-
horta a la produccion libre de principios activos sintéticos y al respecto,
la tendencia dominante en la investigacion mundial es el estudio de los
efectos de los aceites esenciales y extractos herbales (fitobioticos) que no
tengan efectos adversos y que contribuyen a mantener o mejorar la salud
intestinal de las gallinas [8 - 10]. México es uno de los principales paises
productores de huevo, con una industria avicola intensiva de gran escala
con representando el 64% de la ganaderia nacional [11, 12]. Esta produc-
cion industrial/intensiva de huevos es un escenario que se repite a nivel
mundial y esto implica criar gallinas para un solo ciclo de produccion,
después del cual, se les sacrifica y la justificacion es la mencionada caida
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en la productividad de las aves, de hasta un 40%. No obstante, los costos
de utilizar gallinas de reemplazo son elevados y esta practica se asocia a
generar una mayor huella de carbono. El escenario es similar en granjas
no tecnificadas de pequefios productores y en gallinas de traspatio. La
productividad cae, pero a menudo estas aves llegan a tener dos y hasta
tres ciclos de postura. Para ellos, el reemplazo de las gallinas no es facil
y tienen que lidiar con producciones mermadas hasta en un 60%.

Una caracteristica clave para evaluar la calidad del huevo es que
tenga un cascaron resiliente al agrietamiento/ruptura y sin deformaciones
y el grosor de la cascara del huevo se considera la variable referente para
evaluar la calidad del cascaron [13]. Pareceria sencillo simplemente au-
mentar la ingesta de calcio en la dieta y con ello lograr que la produccion
no merme porque se produce huevo con cascaron defectuoso (“en far-
fara”)?. No obstante, el aumento de las fuentes de calcio (generalmente
carbonato de calcio) no resuelve el problema. La problematica de la ab-
sorcion del calcio se agudiza si se considera que las aves son una de las
especies en las cuales el transito gastrointestinal dura Unicamente entre
4-6 horas promedio y esto hace a la absorcion de calcio un proceso cri-
tico. Mas aln si se considera que los picos séricos de calcio que se re-
quieren deben ocurrir en la noche, cuando se produce el huevo. Este pro-
ceso de absorcidn en gallinas de segundo ciclo disminuye. Se ha demos-
trado que las mezclas de aceites esenciales desempefian un papel impor-
tante en la modulacion de la microbiota intestinal, integridad intestinal y
limitan la colonizacion con agentes patdgenos [14]. Por ello, se decidio
formular un preparado con aceite esencial de orégano, circuma y oleo-
rresina de capsicum toda vez que en estudios previos hemos encontrado
un efecto promotor de la biodisponibilidad de calcio con la oleorresina
de capsicum [11, 12, 15].

El huevo de baja calidad en el segundo y tercer ciclos de gallinas
productoras, se ha relacionado con cambios corporales como la defi-
ciente absorcion intestinal de nutrientes, particularmente calcio. Ya se ha
informado por los proponentes que una preparacion de liberacién modi-
ficada de varios productos nutracéuticos en forma de pellets con vehicu-
los para liberacion modificada, puede mejorar las capacidades de absor-
cion del tubo gastrointestinal (TGI) de las gallinas. Como hipétesis de
trabajo se va a demostrar, que se puede mejorar la biodisponibilidad del
carbonato de calcio, que es una de las fuentes de calcio mas econémicas

2 Real Academia de la Lengua Espafiola https://dle.rae.es/f%C3%Alrfara.
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y con la biodisponibilidad mas pobre [11, 12, 15]. Se postula, con base
en investigaciones previas que estos efectos se traduciran en una mejora
en la postura de las gallinas de segundo y tercer ciclo y quiza mayores,
aun en condiciones de estrés caldrico, alimenticio, etc. [11-15].

Asi, el objetivo de este proyecto fue evaluar un preparado farma-
céutico a base de fitobioticos y con vehiculos para generar liberacion
modificada en gallinas de postura en un segundo y tercer ciclo produc-
tivo. EI modelo de produccion evaluado fue de una pequefia empresa fa-
miliar, pero es extrapolable a empresas de produccién intensiva.

MATERIAL Y METODOS

Este estudio se realiz6 en una granja familiar en Texcoco, Estado
de México. Bajo aprobacion del Subcomité Institucional para el Cuidado
y Uso de Animales de Experimentacién de la Facultad de Medicina Ve-
terinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México
(CUEA-FVMZ/UNAM). Se utilizaron un total de 180 gallinas ponedoras
Bovans-White con un peso de 1.4 + 0.5 Kg, en un segundo ciclo (> 180
semanas de edad) y 180 gallinas Bovans-White en el tercer ciclo (> 270
semanas de edad), se incluyeron en este ensayo realizado de febrero a
mediados de abril de 2024. Las gallinas se asignaron en grupos de tres
por jaula tipo California, de 40 cm de ancho, 45 cm de profundidad y 45
cm de alto (600 cm3/gallina). El agua se proporcion6 ad libitum a través
de bebederos de taza (uno por jaula), y se establecié un programa de ilu-
minacion de 16 h de luz / 8 de oscuridad. Para la prueba del ciclo de
postura, las gallinas se dividieron en seis grupos de 30 gallinas cada uno
con la siguiente designacion: GC2 = grupo control del segundo ciclo;
GP2 = grupo pellet ciclo 2; GC3 = grupo control del tercer ciclo; GP3 =
grupo pellet. El color de los pellets fue anaranjado-rojizo, color que ha
demostrada preferencia de ingesta por las aves.

Desarrollo de los pellets: mediante una mezcladora de masa de
panaderia de 50 kg se homogeniza: 0.1% de oleorresina de capsicum
(1,000,0000 SHU (Scoville Heat Units), Vepinsa, México), 4.1% carbo-
nato de calcio, 2% extracto de orégano, 2% extracto de clurcuma
(REDSA, México), 2% carbopol, 40% cascarilla de arroz, 25% acemite
de trigo y 24.8% de harina de maiz. Cuando se obtiene una masa homo-
génea, se forman pellets delgados mediante una maquina extrusora y se
dejan secar por 24 horas. Luego se trocean para tener estructuras de 0.5
a 0.8 cm de largo. Los grupos control (GC2 y GC3) se alimentaron con
una dieta balanceada de acuerdo con las guias de linaje utilizadas en este
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ensayo. Los grupos experimentales (GP2, GP3) fueron privados de todo
el carbonato de calcio fino y grueso que generalmente se agrega a las
dietas de las gallinas, y solo se mantuvo el calcio contenido como orto-
fosfato, ya presente en su alimento. Los requerimientos de calcio diario
para las gallinas experimentales se cumplieron con los pellets troceados.
El resto de los componentes del alimento se mantuvieron iguales.

El alimento de las gallinas se suministré en comederos de canal
(13.3 cm/gallina), y los grupos experimentales recibieron una dosis de 8
g de pellets/gallina que contenian 4.1 % de carbonato de calcio.

Las evaluaciones de postura y grosor del cascaron se iniciaron en
los 4 grupos 7 dias antes de la dosificacion con los pellets y se mantuvo
durante 21 dias. Diario se evalud la cantidad de huevos logrados y se
midio el grosor del cascarén en 20 unidades por grupo por dia. El espesor
de la cascara se determind en la zona media entre los polos, utilizando un
Vernier digital de precision que admite un error de 0.01 mm. Estos datos
se compararon estadisticamente mediante pruebas “t” de Student y prue-
bas no paramétricas (prueba F para comparar varianzas). Se consider6 un
valor estadisticamente significativo cuando p < 0.05. Todos los analisis
estadisticos se realizaron con Prism (GraphPad Software, para macOS,
LLC).

RESULTADOS

En la figura 1y 2 se presentan los resultados de las evaluaciones
de los 4 grupos.
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FIGURA 1. Media £ 1 DE del grosor de la cascara de huevo en los 2 grupos de postura
de segundo ciclo (GC2 y GP2) y los dos grupos de tercer ciclo (GC3 y CP). Datos
basales (1 a 7 dias) y después del tratamiento (a partir del dia 8).
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FIGURA 2. Porcentaje de postura en los 2 grupos de aves de segundo ciclo (GC2 y
GP2) y los dos grupos de tercer ciclo (GC3 y CP). Datos basales (1 a 7 dias) y después
del tratamiento (a partir del dia 8).

La evaluacion estadistica de los resultados de grosor de cascaron
y postura obtenida determin6 que no hay diferencias estadisticas signifi-
cativas entre los 4 grupos los dias 1 a 8 y a partir del dia 9 se observan
diferencias estadisticas entre los grupos controles y tratados, pero no en-
tre grupos tratados y grupos controles (T-test, P < 0.05).

DISCUSION

Las producciones obtenidas con el preparado descrito en este en-
sayo para gallinas de segundo y tercer ciclo son virtualmente indistingui-
bles entre dichos ciclos y, por referencia a los estandares del linaje, con
lo que se obtiene con gallinas de primer ciclo®. Es importante destacar
que el preparado fitobi6tico utilizado es muy econdémico y no compite
con la alimentacion humana, amén de que su manufactura es simple. Por
ello, la ponderacion de los costos entre utilizar aves de reemplazo o bien,
emplear el preparado descrito en este ensayo, es por demas redundante y
evidentemente en favor del preparado a base de fitobio6ticos. Adicional-
mente, destacamos que no hay restricciones de uso ni en la EMEA, ni en
la FDA o alguna agencia regulatoria en el mundo y evidentemente, no se
requiere la determinacion de tiempos de retiro [10, 16].

En una basqueda formal en las bases de datos disponibles (Vet-
CD, MedLine, Agris, ProQuest, EBSCO, USDA, Clarivate Web of Scien-
ces, etc.) y en las ultimas 2 décadas, no se detectd ningun estudio publi-
cado que lograra mantener la calidad y cantidad de huevo en gallinas de

3 https:/Amww.bovans.com/documents/2045/Bovans White CS product quide ES 2023 LATAM.pdf
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segundo y tercer ciclo. De tal suerte que, es factible asumir que este es el
primer informe con resultados positivos al respecto y sin utilizar farmo-
quimicos, solo a base de elementos fitobidticos formulados con vehiculos
estratégicos. Pero, amén de ser un reporte pionero al respecto, los resul-
tados logrados representan una posibilidad real de brindar a las gallinas
del mundo una extension de su vida, artificialmente acortada a 1 afio
aproximadamente en las unidades de produccion industrial. Desde una
perspectiva realista, esto es bienestar animal. Adicionalmente, se abate
el costo de introducir aves de reemplazo para la produccion de huevo que
llegan a ser considerables si se suman el valor de las aves de reemplazo
de un dia de edad y proveniente de una incubadora especializada (asu-
miendo que hay disponibilidad), la crianza hasta las 16 — 18 semanas de
edad, tiempo en el que inicia la postura y los gastos de crianza como
alimentacion, vacunas, medicamentos, manejo, mano de obra, instalacio-
nes con infraestructura adecuada, honorarios Veterinarios, etc. Adicio-
nalmente, se debe considerar el impacto ambiental por la huella de car-
bono asociada a lograr el reemplazo de gallinas de alta productividad. De
hecho, un estudio en Espafia indica que las fuentes mas importantes con
impactos ambientales nocivos, son la produccion de alimento para galli-
nas y la compra de nuevas gallinas ponedoras para reemplazar las anti-
guas [17]. En un estudio tipo meta-analisis en el que se investigé un
efecto de tipo nutricional en la reduccion de la huella de carbono asociada
a la produccion de huevo, se concluy6 que la inclusién de minerales-
traza asociados a proteinas en las dietas de estas aves, puede beneficiar
el desempefio de la produccion y calidad del huevo, al tiempo en que se
mitiga la huella de carbono [18]. No obstante, en estos estudios solo se
hace referencia a gallinas de primer ciclo y no se toca el tema de las ga-
Ilinas de reemplazo ni el brindar a las gallinas de segundo, tercer y quiza
maés ciclos la oportunidad de vivir. Ademas de las ventajas sefialadas, nos
permitimos parafrasear el comentario que se ha hecho a proposito de la
produccion porcina, pero que bien puede aplicarse a la avicultura: “En
todo el mundo la sociedad estd cada vez mas preocupada por el trato
que se da a los animales de granja para producir alimentos” [19, 20, 21,
22]. Finalmente, se propone en este ensayo que ya es tiempo de que se le
considere a las gallinas productoras de huevo con compasién y sensibili-
dad y se pondere para ellas la posibilidad de permitirles mas afios de vida
y con ello contribuir a su bienestar.

CONCLUSION
El uso de fitobioticos en preparados disefiados especificamente

para gallinas de postura puede proporcionarles una vida superior a un
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ciclo de postura y sin merma de la produccién de huevo. Con este prepa-
rado se harmoniza la produccion y se promueve el bienestar y una sobre-
vida de las gallinas de postura a todos los niveles de produccion.
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