UCASAL

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SALTA

Facultad de Clenclas Agrarias y Veterinarlas

Carrera de Posgrado de Especializacién en Clinlca de Pequefios
Animales Domésticos

“Metronidazol: Tratamiento a través de la leche materma de la

dlarrea neonatal producida por Giardias en caninos”

Alumng; MV, Paola Yanina Spedaletti

Directora: Prof. Dra. Nora Mestorino

Saka

Mayo de 2017



Indice
RESUMEN ...........ccccortirrrercnieerroreantirsessessessasssnssssansseseesesseesessaessssassasnssnessesnee seessansesssnesnessesseeseesanse 3
PALABRAS CLAVE ... rerr e cemte s me s sessessee s e veesamrm e sesae st st ese e s mem e mesmesmssensrnsmnens 4
1. INTRODUGCCION ........cciiceiernensensssessss s sssss s sessssa st ssss b snas s s saas s sssssnsensenssnssnses 5
1.1. Inmunidad en el recién nacido........c.ciiimunoroee 6
1.2, LAENFERMEDAD .................eirecccrcerccerr s s rnre s re s re s ss s ae s e e e es s s armmsmmerne s eenssnssnnenean 6
1.2.1. Ciclode vida ycaracteristicas............coooreerenrrirrie e e rer s mreme e nen 6
1.2.2. PAtOBENIA .....cccvveiiriirtiriirsintiscisrseiscrrtes s rsssntescesasnesrerbeent s raaneasessaanessereensssnnnassssnanns 8
1.23.  Presentacion clinica............cooo i s e 9
1.2.4. Trat@mi@nto ...t nme s s e smmme s e s annes 9
1.3. TRATAMIENTO PROPUESTO A BASE DE METRONIDAZOL.........c.ccoivvinninnininnsnnsannnes 11
131, Mecanismo de acCion ...........ccceeerrriiccnnnrircscs s s e e e s s e 11
1.3.2 Propiedades farmacocinéticas y farmacodinamias...........cccccoorreniirccnenne. 12
1.3.3. Usos terapéuticos: Indicaciones..............ccciriciiiiiccc s rrcrc e e 13
1.3.4. Contraindicaciones, precauciones y advertencias...........ccieceinneerniniienncssinsessens 13
13.5. Seguridad durante la gestacion...............crinincinr e 14
1.3.6.  POSOIOBIA......coccoreeerre et een e e v en s e e s e e san e ne s arn s nneerees 14
14,  LACTANCIA MATERNA. ...ttt st s sbs e s b s s b s et sot s bbbt s s e s beaauns 14
141 Pasaje de los medicamentos a través de la leche materna ...............cco..c..e. 15
1.4.2. Compuestos funcionales de la leche materna humana.........cccocceevevrevrcneennen, 16
Proteinas, péptidos y aminoacidos..............cceoeierieiiniinnnennciesrc e s s seseesses e s ssssessssssneees 17
PEPtIdOS DIOACKIVOS ... cciii it i s e vaars e vaas s st a s s v aba s ae s s eabe s e bn g e s aennenn 17
2. FUNDAMENTO ... ... icircsscecrr e res s s s e m e s nes e s sss s s r e e e en s s e s ssmmsmmseesseesssssbnnsnnss sanssnssnn 19
3. METODOLOGIA .........cvvrrrereeeeerreernessnssse s nse s sne s ssssssssesssssssssssesssssssasssessersssasesssssssrssnes 20
3.1. Animales EXperimentales..........ciiiiiiciininiinininsnsssansse s ssssssssesssssessnaes 20
Crterio de iNCIUSION. ......... ... e e e s m e e e e nen s 21
Criterio de eXCIUSION............ccrereiiricrrrer s serren e s ssnrssnessen s nnsssessenaesnessarsaneans 21
3.1.1. Manejo de 10s aNIMAIES ...t e rraesas s s enas s s s braae s 21
3.2. Tratamientos realizados durante el estudio ..., 22
3.3. Observaciones cliNUCas...........cccoceerrrrrrrisnrrcninrsseresnersessnssseeseesesnssseesasssssessarsessessensans 23
3.4. Obtencién de muestras de sangre para analisis hematolégico y bioquimico............... 23
3.4.1. Andlisis de Laboratorio.............criicirniimrirc e s st se s see s e ses seneens 24
3.5. Andlisis ESEadiStico ........ccooeomeemreeeeeec ettt n e e e s e 25
3.6. EStudio RetrOSPRCLIVO ........ccoceeiririincinnircerccreerceesianeessaneesenseeseesesneesesneesnnesseenssneensanensses 25
L SR 11 S 1 - V0 Lo 1 25
Formulario Captura de datos N2 1: Grupos y tratamientos.........incnnenenenennensennens 30
Formulario Captura de datos N2 2-A: Evaluacién clinica de los animales experimentales
previamente al inicio del tratamiento del Grupo B {valores basales).........ccccccveeerreerrevereccene, 31
Formulario Captura de datos N2 2-B: Evaluacidn clinica de los animales experimentales a los
10-13 diasposteriores al inicic del tratamiento en el Grupo B. ..., 32
Formulario Captura de datos N2 3-A: Resultados de los andlisis hematoldgicos y bioquimicos,
obtenidos pre-tratamiento (0 dias) en cada grupo conformado. ......cccceiieiisvcincsicnnerseseneenens 34
Formulario captura de datos N2 3-B: Resultados de los andlisis hematoldgicos y bioguimicos
obtenidos a los 6 dias post- tratamiento del Grupo B ..........coocviveecrricinitncre e seee e s e sessessens 35
Formulario captura de datos N2 3-C: Resultados de los andalisis hematolégicos y bicquimicos
obtenidos a los 12 dias post- tratamiento del GrUPO B. .......cccviveveennnmnnenisssrmsnsessissrressessseiens 36
Formulario captura de datos N2 4: Estadistica descriptiva para cada parametro evaluado en
cada grupo y en cada dia observacional ... e 37
5.  DISCUSION Y CONCLUSION .........coverrrnrerensrmssnsensenssmsssssssesssrnessensessensenssmssssssressersssssssassens 40
6. BIBLIOGRAFIA ...........oviieriiiiiintis it cniss s sssses s s ssss bbb ras s bse b s st b b ba bbb s bbb anabes et 40



METRONIDAZOL: TRATAMIENTO A TRAVES DE LA LECHE MATERNA DE LA
DIARREA NEONATAL PRODUCIDA POR GIARDIAS EN CANINOS

RESUMEN

La diarrea constituye una de las causas mas comunes de muerte en cachorros durante
los primeros dias de vida. La provincia de Jujuy, ubicada geograficamente en el norte de
Argentina, se caracteriza por ser una zona subtropical con temperaturas elevadas en
verano e incluso en invierno, con un porcentaje de humedad que fluctiia entre 45 y 70%
aproximadamente segln la época del afio. Esta situacion favorece el desarrollo del
parasito flagelado Giardia intestinalis, responsable de importantes lesiones a nivel de la
mucosa intestinal, que de no ser tratadas inmediatamente, pueden llevar a |la muerte a

cachorros de 7 a 10 dias debido a la gran deshidratacién y ulterior descompensacion.

A partir de una sucesién de casos clinicos atendidos de cachorros que presentaban
deposiciones acuosas profusas llevando a grandes pérdidas econdmicas a los criadores
y fundamentalmente debido al seric problema de Salud Pudblica, ya que la giardiasis es

considerada una zoonaosis, se decidié realizar el presente estudio.

Debido a la inmadurez de los procesos metabdlicos y excretores de los neonatos no
siempre es factible realizar un tratamiento directo con los medicamentos disponibles
para la terapéutica en la clinica canina pediatrica, los que en general presentan un
estrecho indice terapéutico. El metronidazol es un antibidtico ampliamente empleado
para el tratamiento de infecciones ocasiohadas por microorganismos anaerobios y
protozoarios (Giardia spp). Sin embargo, existe escasa informacion sobre su uso en
cachorros de 5-9 semanas de vida, siendo la misma recabada en general de Medicina
Humana. Es asi, que dado su posible efecto téxico, su uso estd contraindicado en

hembras prefiadas y en neonatos.

Por las caracteristicas fisico-quimicas, mecanismo de accién y perfil farmacocinético, el
metronidazol es un farmaco de eleccidén para tratar esta problematica. Alcanza

concentraciones activas en leche similares a las plasmaticas, permitiendo asi a través de



la lactancia materna implementar un tratamiento terapéutico a los cachorros. El
objetivo del presente estudio fue demostrar que la lactancia puede ser considerada un
método indirecto de tratamiento y control de las diarreas neonatales y que el
metronidazol administrado por esta via no representa toxicidad alguna para los
cachorros cuando es utilizado para el tratamiento de esta parasitosis considerada

endémica en la region.

Se trabajé con dos grupos de 6 cachorros cada uno {A: Grupo Sano Control Negativo y
B: Grupo Diarrea Madre Tratada con metronidazol). Se realizé un seguimiento clinico y
hematoldgico completo de ambos grupos durante el periodo de tratamiento de la
madre del Grupo B (10 dias) hasta 10 dias pos finalizado el mismo. El cuadro diarreico
en los cachorros del Grupo B fue revertido tras 48 h de lactancia materna exclusiva y
libre acceso al amamantamiento. No se observaron alteraciones hematolégicas, ni
afectacion alguna del sistema neurolégico, locomotor, digestivo ¢ cutdneo. Los
cachorros crecieron y ganaron peso dentrc de los parametros normales,
permitiéndonos concluir que el tratamiento propuesto es viable para tratar y controlar
la diarrea neonatal por Giardia spp. sin efectos perjudiciales para la madre ni para la

cria.

PALABRAS CLAVE: Diarrea neonatal, Giardia spp., Lactancia materna, Metronidazol,

Tratamiento indirecto, Inocuidad



1. INTRODUCCION

La diarrea, se define como la eliminacion de heces fecales con alto contenido de
agua y con aumento de la frecuencia y del nimero de las deposiciones. Es una reacciéon
del organismo, especificamente del tracto digestivo que nos indica una enfermedad
infecciosa o trastornos hepaticos, alteraciones en la dieta, reacciones secundarias a

farmacos, mala absorcion, diversas intoxicaciones, entre otros.

Constituye una de las causas mds comunes de muerte en los cachorros,
principalmente durante los primeros dias de vida y en aquellos animales que habitan en
zonas tropicales y subtropicales. El clima en estas zonas, facilita tanto el proceso de
contagio de enfermedades bacterianas, parasitarias, virales como la expresién del
cuadro clinico, debido a las caracteristicas de humedad, temperatura, presencia de

vectores y época del afio.

La diarrea, solo estudiada en profundidad en perros de 5 semanas en adelante,

puede entonces estar ocasionada segun Baruta y col. (2001) por:

e \Virus (parvovirus, coronavirus)

e Bacterias (Campilobacter spp., Shigella spp., Salmonella spp., Clostridium spp., E.
coli)

e Protozoos (Giardias spp, Coccidios, Isospora, Criptosporidios)

e Parasitos (Ancylostoma spp., Toxocara spp., Trichuris spp.)

e Toxico (leche toxica).

En los casos de parasitosis y solamente en cachorros a partir de los 20 dias de edad,
el tratamiento llevado a cabo consiste en administrar directamente antiparasitarios
orales a base de prazicuantel, albendazol, levamizol, diclazuril o fembendazol; con el fin
elimininar a los parasitos (Toxocara canis, Dipilidium caninun, coccidios, Giardias spp,

Trichuris vulpis, etc).

Uno de los parasitos que pueden afectar a una camada recién nacida es Giardia
intestinalis (anteriormente Giardia lamblia). Este parasito es responsable de lesiones
muy importantes en la mucosa intestinal, lo que lleva a un deterioro, si no se procede
inmediatamente con el tratamiento. Se produce adelgazamiento, deshidratacién vy

descompensacién muy rapidamente.



1.1. Inmunidad en el recién nacido

Durante el periodo neonatal, la inmunidad pasiva materna transferida por la
ingestidn del calostro confiere proteccidén a los neonatos hasta que su sistema inmune
sea apto, respondiendo inmunoldgicamente a un estimulo antigénico. La modulacion de
las respuestas inmunolégicas materno-placentaria-fetal perdura durante el periodo
neonatal. Los linfocitos neonatales presentan una respuesta incipiente durante la
estimulacion antigénica. La inmadurez inmunoldgica se caracteriza por la capacidad
reducida de la expresion de células presentadoras de antigenos (Ag). Las variaciones de
la cantidad absoluta de linfocitos y leucocitos encontrados, refleja la incapacidad del
sistema inmune neonatal hasta los 45 dias de edad. La estimulacién vacunal es
probablemente la causa por la cual, durante los tres primeros meses de vida, se

encuentra aumentado el numero absoluto de los linfocitos (Klein y col., 2014).

1.2. LA ENFERMEDAD
Giardia Intestinalis

Llamada asi en honor a Alfred Mathiu Giardde (1846-1908), taxonomista de la
Sorbona-Paris, fue descripto por primera vez por Antdén van Leeuwenhoek en 1879.
Varias décadas mas tarde, en 1922, fue definido detalladamente por Giovan Batista
Grassi. Se evidenciaron mas de 40 especies relacionadas con sus hospederos (Rodriguez
Pérez y col., 2008).

Estudiado en profundidad en Medicina Humana, debido a que representa una
zoonosis importante. Sin embargo, aun no es posible entender en su totalidad a este

confuso parasito (Rodriguez Pérez y col., 2008).

1.2.1. Ciclo de vida y caracteristicas
Quiste: Es la forma resistente y responsable de la transmisién. Es de forma oval o
redondeada, mide 10x8 um, posee 2 a 4 nucleos. El citosol contiene axonemas

flagelados, vacuolas, ribosomas y fragmentos del disco ventral (Figura 1).



Figura 1: Quiste de Giordia Lamblia
fhtip://atlas.or.kifotlesfindude/viewlmg. him!Puid=640)
Trofozolto: Es la forma mévll del pardsito y responsable de producir gran Irrltacién en la
mucosa intestinal. Mide 12x15 um, es de aspecto piriforme con una regidn dorsal
convexa y una ventral concava; posee un disco de succlén o adhesivo de gran tamafio
que parece ser el drgano mas importante para el enlace con la mucosa intestinal del
hospedador, Contiene tubulina y giardina, tiene cuatro pares de flagelos {(antero latersl,
apostero lateral, ventral y central} y un par de cuerpos parabasales centralizados, que
impulsan al trofozoito en forma desigual (similar a la caida de una hoja).
Estructuralmente muestra dos niicleos de [gual tamafio y contenido, ambos con
actividad transcripclonal y 2 cuerpos que exhiben diferencias en su morfologfa,
permitlendo asl identificar las diferentes especies (Rodriguez Pérez y col., 2008) {Figura
2}.
S ¢

Flgura 2: Glardia lambiia
http://www.bioacademia.com.mx/miembros/asesoriabiomedica/microbiclogia/0003.html

Ciclo de vida
Al ingerir los quistes infectantes, en el intestino delgade se produce el
desenquistamiento, proceso que sa inicia en el estémago y termina en el duodeno bajo

la Influencla de las secreclones pancreaticas. De cada quiste se origihan dos trefozoltos,



los cuales viven en las vellosidades intestinales, colonizando duodeno y yeyuno. Los
trofozoitos se reproducen rapidamente por fision binaria y al cabo de 10 dias alcanzan
un millén de parasitos. Si las condiciones son adversas, después de fijarse, se enquistan
nuevamente y se eliminan por heces.

El trofozoito, se adhiere a las células cilindricas de las vellosidades intestinales,
mediante la depresidn circular que actia como ventosa. Por su presencia en la pared
intestinal, se observa moco, producto de la irritacidn ocasionada por el trofozoito. Este
moco queda en la superficie produciendo una doble obstruccién para la absorcion de
nutrientes y provocando una reaccion inflamatoria (Contreras Mufiiz Flor Maria y col.,
2013). El enquistamiento ocurre en el intestino delgado, produce un quiste que
representa la forma infestante (Rodriguez Pérez y col., 2008).

El quiste tiene poca resistencia a la desecacion o al calor, pero se mantiene bien
en agua fria, en cisternas y almacenes de agua. Las estrategias para eliminarlo de estos
lugares, se basan en ebullicidn, filtracion y cloracion del agua (Rodriguez Pérez y col.,
2008).

La contaminacién se produce, entonces, fundamentalmente por el agua. Pero,
también, en el caso de la hembra que tiene sus cachorros de pocos dias de vida, puede
contaminar por el lamido, hocico de la perra y zona perineal. Otros elementos,
considerados vectores paratécnicos son las moscas y cucarachas, que llevan en sus

intestinos los quistes, contaminando alimentos y agua (Rivera y col., 2002).

1.2.2. Patogenia

Con frecuencia invaden las vias biliares de los pacientes inmunocomprometidos,
también pueden localizarse en duodeno y yeyuno.

Se desconoce el mecanismo exacto por el cual este protozoo produce diarrea.
El trofozoito se adhiere a la mucosa, como se menciond anteriormente, pero no la
invade; situacién que ocasiona dafos en el epitelio dando como resultado una pobre
absorcién de nutrientes (Rivera y col., 2002).

Interfiere en la digestion y crea un ambiente propicio para que el parvovirus
pueda atacar al igual que las bacterias oportunistas u otros agentes infecciosos

(Rodriguez Pérez y col., 2008).



La infeccidn aplana las vellosidades, perpetuandose asi la diarrea (Rivera y col,,
2002). También se produce una lesion mecanica directa, este mecanismo esta
considerado como el mas probable. Las lesiones circulares del disco de adherencia
producen una migracion de células inmaduras a la superficie de las vellosidades para
reemplazar a aquellas células lesionadas. Esto explicaria la disminucién de enzimas
digestivas del ribete en cepillo. También se alteran los mecanismos de transporte de
monosacaridos y aminoacidos como la absorcion de la vitamina B1a.

Este pardsito consume con avidez los acidos y sales biliares, disminuyendo las
reservas, tornando un ambiente propicio para la mala absorcidn intestinal al impedir la
formacién de micelas. Como consecuencia, de manera secundaria disminuye la
eficiencia de la lipasa pancreatica e inhibe la tripsina, se acelera la motilidad intestinal

disminuyendo el tiempo de absorcidn de los alimentos (Rivera y col., 2002).

1.2.3. Presentacion clinica
El principal sintoma por lo tanto, es la diarrea, la cual puede ser pastosa, liquida,
explosiva, con o sin sangre, espumosa o amarillenta. Presenta sindrome de mala

absorcién, adelgazamiento, deshidratacion, llegando a veces a un mal estado general.

1.2.4. Tratamiento

Muchos son los tratamientos propuestos, a veces basta con administrar
antiparasitarios, pero en ciertas circunstancias se debe recurrir a la polifarmacia, debido
a la necesidad de administrar antibidticos por la gravedad del cuadro, edad del paciente
y respuesta al mismo.

Son numerosos los agentes antiparasitarios que presentan efecto sobre la
Giardia spp. Dentro de ellos podemos mencionar a la quinacrina, tinidazol,
metronidazol, albendazol, furazolidona y mas recientemente la combinaciéon pamoato
de pirantel-prazicuantel-febantel. Para cualquiera de los compuestos mencionados,
antes de decidir utilizarlos es recomendable analizar detalladamente cada uno, debido
a que si bien en general todos son efectivos, tienen la limitacidn de sus efectos
indeseables. Por otra parte, es posible que estos principios quimicos eliminen quistes
pero no la totalidad de las Giardias presentes en el intestino delgado (Rodriguez Pérez y

col., 2008).



En nifios el uso de estos medicamentos, que suelen ser administrados
directamente, ha sido estudiado mas en profundidad. Sin embargo, en nifios lactantes,
cuando la madre se encuentra bajo tratamiento, la lactancia es suspendida durante 24-
48 hs. Algunos autores sostienen que al ser tan bajo el porcentaje eliminado por leche,
no representa peligro alguno para el lactante, de manera que recomiendan continuar
con la lactancia. Pero, la realidad es que no existe un estudio realizado en profundidad
y ante la duda se prefiere suspender la lactancia.

El metronidazol es un derivado nitroimidazélico, sintético, introducido en la
terapéutica en el afio 1959 para el tratamientc de infecciones producidas
por Trichomonas vaginalis. Es un antibiético ampliamente usado en la practica clinica,
especialmente en infecciones por anaerobios y protozoos.

Se administra en nifios sin precisar la edad a una dosis de 15 mg/kg cada 8 h
durante 5 dias (Aurenty y col., 2010).

En Medicina Veterinaria, solo se dispone de escasa informacién en cachorros de
5-9 semanas (Gémez y col., 2009), la que confronta el uso del metronidazol con la
combinacion entre sulfadimidina, trimetroprim y sulfato de atropina para el tratamiento
de giardasis en perros. Los autores concluyen que el tratamiento combinado (Hefrotrim
120) no mostrd cambios significativos con respecto al metronidazol administrado solo,
arrojando este Gltimo resultados superiores (Gémez y col. 2009).

Como antiparasitario, el metronidazol no tiene 100 % de efectividad en
cachorros desde las 6 semanas en adelante. Se administra por via oral a una dosis de 50
mg/kg durante 3 dias. Mientras que para tratar infecciones anaerobias la dosis
recomendada es 15 mg/kg o 12 mg/kg cada 8h y para Giardias 12-15 mg/kg cadal2 h
durante 8 dias (Papich, 2013).

El prochlema se presenta en cachorros de 7 — 10 dias de vida que padecen
giardiasis. Existe una brecha etaria, sin antecedentes sobre estudios realizados acerca
del efecto del fdirmaco administrado desde el nacimiento hasta los 45 dias, donde se
presume podria ser toxico. Razén por la cual, en el presente trabajo se propone la
administracién a la madre durante el periodo de lactancia, a razén de 50 mg/kg cada
12h durante 10 dias, con el objetivo de tratar indirectamente a los cachorros lactantes

y asi intentar resolver la diarrea ocasionada por Giardias en los recién nacidos.
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1.3. TRATAMIENTO PROPUESTO A BASE DE METRONIDAZOL

En el campo del tratamiento de infecciones provocadas por protozoarios,
bacterias y otros microorganismos, los compuestos heterociclicos con grupos nitros
dentro de su estructura basica molecular, representan un arsenal de agentes
terapéuticos muy importante.

En el afio 1944 Dood y Stilman indicaron la adicién de grupos nitro derivados de
furano para incrementar el efecto antimicrobiano. En 1955 Nakamura y col., aislaron la
azomicina (2-nitroimidazol) a partir del Streptomyces spp., la cual mostré tener actividad
microbicida contra trichomonas vaginalis, iniciando asi la sintesis de farmacos derivados
de los nitroimidazoles. A finales de la década del 50, Cosar y Jolou (Bendersky y col.,
2001) sintetizaron el metronidazol o el (1-B-Hidroxietil (2-metil-5- nitroimidazol).

El metronidazol es un agente antibacteriano y antiprotozoario, bactericida
contra microorganismos susceptibles, trichomonicida y amebicida, tiene efecto contra
anaerobios obligados incluyendo Bacteroides spp., B. fragilis, Fusobacterium,
Clostridium spp. (Plumb, 2010).

Se encuentra clasificado dentro de la clase de los nitroimidazoles. Su uso en la
practica clinica tiene mas de 35 afios. Su indicacién original fue para el tratamiento de
la tricomoniasis vaginal, luego se fue ampliando el espectro hacia infecciones
provocadas por varios microorganismos: bacterias Gram (-) y Gram (+), Entamoeba
histolytica y Giardia intestinalis, como asi también en infecciones por Helicobacter

pylori. Su uso en el hombre fue aprobado en 1963 (Bendersky y col., 2001).

1.3.1. Mecanismo de accién

El metronidazol es relativamente inactivo hasta que se metaboliza dentro de los
organismos susceptibles, mediante un mecanismo de reduccién. Postulandose que su
mecanismo de accion se lleva a cabo a través de la eliminacién del potencial reductor
de microorganismos aerobios y microaerofilicos.

El farmaco difunde al interior del parasito o de la bacteria mediante la accién
transportadora de electrones como la piruvato ferredoxina oxidorreductasas o
flavodoxina, las cuales llevan a cabo la reduccién del grupo nitro que resulta en la
formacién del N- (2-hidroxietil) del dcido oxalico y de acetonida. El metronidazol dafia

las células al formar ductos con las proteinas y acidos nucleicos (Plumb, 2010). El
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metronidazol se enlaza al ADN, por lo que este pierde su estructura de doble hélice
interrumpiendo asi su duplicacién con la consiguiente muerte del parasito (Lopez Trica,

2013).

1.3.2. Propiedades farmacocinéticas y farmacodinamias

1.3.2.1. Absorcién
El metronidazol puede administrarse por via oral y endovenosa; en Medicina
Humana también por las vias tdpica, rectal y vaginal. La via mas usada es la oral, cuya

biodisponibilidad en perros es de 59-100% (Bendersky y col., 2001).

1.3.2.2. Distribucién

Tanto cuando es administrado por via oral como por la via endovenosa, es
ampliamente distribuido por todos los tejidos y fluidos del organismo, debido en gran
parte a su alta lipofilia y a que su unién a proteinas séricas o plasmaticas es
relativamente baja. La afinidad por las proteinas plasmaticas es menor del 20% en las
personas, aungue en perros no ha sido aun evaluada (Plumb, 2010). Sin embargo en el
perro presenta un elevado volumen de distribucién (0.95 L/kg), lo que indica que
también se distribuye por todos los tejidos, y que atraviesa la placenta. Dada su lipofilia
se distribuye en las glandulas mamarias, alcanzando en la leche materna una
concentracion similar a la del plasma sanguineo. En la mujer las concentraciones
alcanzadas en liquido cefalorraquideo rondan aproximadamente 43-100% de las
encontradas en el plasma, también alcanza el tejido placentario y la leche materna en

concentraciones aproximadas entre 3.7-15.50 mg/L (Bendersky y col., 2001).

1.3.2.3. Metabolismo

En los mamiferos, incluyendo al ser humano, la principal via de
biotransformacion del metronidazol es el metabolismo oxidativo a nivel hepatico. Las
principales modificaciones que se dan en su estructura quimica recaen sobre sus
cadenas alifaticas, involucrando reacciones, tanto de fase | (oxidaciones e

hidroxilaciones) como de fase Il (conjugaciones). Las que finalmente dan origen a las
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formas metabdlicas hidroxilada, acetilada y a metabolitos glucurono-conjugados
respectivamente (Bendersky y col.,, 2001). El metabolito mdas importante es el
“2hidroximetil metronidazol” con cierta actividad bactericida y antiprotozoaria. Solo el
50% de la dosis es metabolizada en higado, siendo los principales metabolitos el
derivado hidroxilado (25%) y el derivado acido (12%). El derivado hidroxilado es el
responsable del 30% de la accién farmacolégica del metronidazol (Bendersky y col.,

2001).

1.3.2.4. Excrecion
Se excreta principalmente por via renal, su semivida de eliminacidn en perros es
aproximadamente de 8 h (Steeve Giguere et al., 2013).
Solo un 20% se excreta por heces. También puede encontrarse en otros fluidos
corporales, como semen, saliva, bilis, leche materna (con una semivida de eliminacién

de 9 h) (Bendersky y col., 2001).

1.3.3. Usos terapéuticos: Indicaciones

Se usa como antibacteriano y antiprotozooarico. Teniendo actividad contra la
mayoria de los anaerobios obligados incluyendo Bacteroides spp. (B. fragilis),
Fusobacterium, Veillonella, Clostridium spp., Peptococcus, Peptoestreptococcus.
También es tricomonicida, amebicida de accion directa. Tiene actividad terapéutica
ademas contra Entamoeba histolytica, Tricomona, Giardias y Balantidium coli. Actua
sobre los trofozoitos de Entamoeba mas que sobre las formas enquistadas.

Por ultimo el metronidazol tiene cierta actividad inmunomoduladora (Plumb,

2010).

1.3.4. Contraindicaciones, precauciones y advertencias
El uso del metronidazol en Estados Unidos, Canada y Unién Europea, estd
prohibido en animales de consumo.
Dentro de los efectos adversos presentados en perros y gatos, se encuentran
neurotoxicidad, vomitos, ataxia, hepatotoxicidad, nistagmo vertical, tremores y rigidez.
Se reportaron efectos téxicos en perros con dosis de 60mg/kg/dia durante 3 — 14 dias

(Steeve Giguére et al. 2013).
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Cuando se indica en animales con afecciones hepaticas o renales se debe bajar

la dosis a 25-50% (Plumb, 2010).

1.3.5. Seguridad durante la gestacion
El potencial de teratogenicidad es controvertido. En algunos animales de
laboratorio demostré ser teratégeno, pero en otros no lo fue (Plumb, 2010). Sin
embargo a menos que los efectos sean muy beneficiosos para la madre, no se
recomienda su uso en la gestacion (Bendersky y col., 2001), en particular durante las
tres primeras semanas de gestacién. Aunque, en estudios realizados en animales

gestantes, su administracion no demostro riesgo para el feto (Plumb, 2010).

1.3.6. Posologia
Para el tratamiento de la giardiasis, se recomiendan 4 esquemas terapéuticos, segun la
formulacidn utilizada, (Plumb, 2010):
a) 15-25 mg/kg oral cada 12-24 h durante 5-7 dias
b) En un comienzo, 44 mg/kg oral como dosis de ataque y luego mantener con 22/mg/kg
oral cada 8 h durante 5 dias
c) 25-65 mg/kg una vez al dia durante 5 dias

d) 30-60 mg/kg oral una vez al dia durante 5-7 dias (también para tricomoniasis)

1.4. LACTANCIA MATERNA

Los antecedentes sobre los efectos de la lactancia materna en veterinaria son
escasos, sin embargo en Medicina Humana se ha estudiado en detalle, ya que se toma
como método de control o “tratamiento” indirecto en nifios con enfermedades

diarreicas (Hernandez Aguilar y col., 2009).

La respuesta a la pregunta de cdmo la leche materna protege al nifio es universal,
explicada por el hecho que contiene componentes inmunoldgicos que neutralizan
patdgenos entéricos y no entéricos que existen inclusive en un medio ambiente
higiénico.

Se ha descripto una circulacion entero mamaria, por la cual las células

productoras de anticuerpos del intestino materno migran hacia la mama. Por esta via,
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anticuerpos secretorios comunes en el medio materno infantil son producidos vy
transmitidos al niflo en forma masiva a través de la secrecién lactea. Existen evidencias
indirectas de que la lactancia materna incrementa el nimero de bifido bacterias en las
heces fecales, lo cual da por resultado que el medio intraluminal del intestino proteja de
las infecciones, especialmente en el control de algunos patégenos como E. coli y

Salmonella (Hernandez Aguilar y col., 2009).

Por otra parte, se piensa que la leche materna contiene un factor de crecimiento

gue coadyuva la reparacidn de la mucosa intestinal dafiada.

En cuanto a Giardia intestinalis, se considera que su presencia en episodios de
diarreas persistentes en nifios, probablemente se refleja en una disminucién de la
capacidad del huésped de eliminar la infeccién por mecanismos inmunoldgicos

(Hernandez Aguilar y col., 2009).

1.4.1. Pasaje de los medicamentos a través de la leche materna

Los principios quimicos, como los antibiéticos, pueden moverse a través de las
membranas bioldgicas solo en su estado no ionizado. Este movimiento depende de la
relacion entre pKa (constante de disociacién) del principio quimico y del pH del plasma

y de la leche materna, entre otros factores.

Debido a que el pH de la leche es menor que el plasmatico (7.2 versus 7.4,
respectivamente) las moléculas débilmente acidas, como las sulfonamidas y penicilinas,
se acumulan en mayor concentracion en el plasma mientras que aquellas débilmente
basicas tales como la eritromicina, lincomicina y metronidazol tienden a concentrarse
en la leche. De esta manera el grado de ionizacién de una droga determina su tendencia

a permanecer en la leche o en el plasma (Lépez Trica, 2006; Mestorino, 2012).

La biodisponibilidad oral es la cantidad de farmaco que alcanza la circulacion. En
el perro la biodisponibilidad del metronidazol varia entre 50-100%, con un promedio de
80%. Si se administra conjuntamente con el alimento aumenta la absorcién en los
caninos, a diferencia de lo que ocurre en las personas, en quienes el proceso de
absorcidn se ve retrasado. Los niveles maximos se presentan dentro de la hora luego de

su administracién. El mayor porcentaje de union a las proteinas plasmaticas limita el
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pasaje a la leche materna, en el caso del metronidazol, se sabe que en personas esta
union es del 20%, inferior que en el perro. La semivida de eliminacidon en perros con
funcidén hepatica y renal normal es de 4-5 hasta 8 h segun los diferentes autores (Steeve

Giguere y col., 2013).

La concentracion plasmatica maxima tras una dosis de 500 mg se alcanza en el

hombre entre 25 minutos a 4 h (Hernandez Aguilar y col., 2009).

Los farmacos con elevado peso molecular, mas de 500 dlt tienen mayor dificultad
para pasar a la leche y sustancias mayores a 900 dlt, directamente no pasan. El
metronidazol tiene un peso de 171.15 dlt y ademas es lipofilico, por lo cual es légico
esperar niveles mensurables y hasta terapéuticos en la leche materna (Aguilar y col.,

2009).

1.4.2. Compuestos funcionales de la leche materna humana

Estudios realizados en las ultimas décadas sugieren que la leche materna modula
la funcidn y la integridad del tracto gastrointestinal durante el tiempo de lactancia y la

infancia (Gdmez Gallego y col., 2009).

Existen cinco categorias principales para clasificar los agentes biolégicamente
activos presentes en la leche humana, que podrian modular el crecimiento in vivo, el

desarrollo y la funcién del tracto gastrointestinal.
Estos son:

e Proteinas, péptidos y aminoacidos.
e Nucledtidos.

e Hormonas.

e Factores de crecimiento.

e Agentes antiinflamatorios e inmunomoduladores.
Estos agentes bioactivos ejercen su accion sobre determinados tejidos:

1. Elepiteliointestinal, modulando la absorcidn de nutrientes, la permeabilidad de

la mucosa, la proliferacion celular, la composicion de la microbiota intestinal, la
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induccion de moléculas de superficie (entre ellas a las disacaridasas) y la
regulacion de la produccidn de citoquinas.
2. Elsistema nervioso entérico.

3. Elsistema inmune de la mucosa.
Proteinas, péptidos y aminodcidos

Dentro de la fraccidn proteica de la leche destacan por su efecto bioactivo las
proteinas del suero, no solo por la liberacién de péptidos con actividad biolégica sino
por otros efectos generales como lainmuno estimulacién directa (Gémez Gallego y col.,

2009).

Uno de los componentes mas importantes de las proteinas de la leche materna
es la lactoferrina, constituyendo alrededor de un 10-15% de las mismas. Esta proteina
favorece la absorcién del hierro, tiene actividad antimicrobiana, antiviral y
antiinflamatoria, un factor de crecimiento y proliferacién de la mucosa intestinal,

ademas es inmunomodulante y anticarcinogénica.

La actividad antimicrobiana de la lactoferrina se ejerce sobre un amplio espectro
de patdgenos, incluidos virus, bacterias y hongos. La funcién bacteriostatica se debe a
la capacidad de la lactoferrina para ligar iones de Fe, ya que la molécula se encuentra
principalmente como apolactoferrina (forma libre de Fe) en las secreciones y tiene la
capacidad de secuestrar este metal en los sitios de infeccidon. De esta manera priva de
un nutriente esencial a las bacterias, inhibiendo asi su crecimiento. La capacidad
bactericida de la lactoferrina se atribuye a la interaccién directa de la molécula o parte
de ella con las superficies bacterianas, lo que produce un aumento de la permeabilidad
de la membrana con el escape posterior de contenido citoplasmatico. Este efecto es
parecido en hongos, pero se necesita la molécula entera y en virus ejerce competencia

impidiendo la internalizacion en la célula eucariota (Gémez Gallego y col., 2009).
Péptidos bioactivos

Muchos péptidos liberados durante la digestién enzimatica de proteinas actian
positivamente en varios niveles. En el lactante la permeabilidad de la mucosa intestinal
es mayor que en el adulto. La proteina predominante en la leche humana es la a-lacto-

albumina.
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Estos péptidos se unen a sus receptores en el lumen intestinal ejerciendo un
efecto local sin necesidad de absorcidn sistémica, reduciendo el reflejo peristaltico
mediante reduccién de la respuesta refleja, de manera que actian como moduladores
exdgenos de la motilidad gastrointestinal, de la permeabilidad intestinal y de la
liberacion de hormonas intestinales. Asi se ha visto que las B-casomorfinas,
procedentes de la caseina son capaces de reducir la secrecidn gastrica y la motilidad
intestinal, favoreciendo la digestion del lactante. Ademas este tipo de actividad ha
despertado un gran interés por su posible papel beneficioso en el tratamiento de las

diarreas (Gémez Gallego y col., 2009).

Practicamente todas las proteinas de la leche son capaces de liberar péptidos
bioactivos tras la digestion gastrointestinal. Por e]. La lactoferrina es capaz de liberar
dos péptidos con actividad bioldgica: lactoferricina y la lactoferroxina que tienen
actividad antimicrobiana y opioide. Otros péptidos tienen actividad anti hipertensiva,
antitromboética e inmunomoduladora, incrementan la absorcion de minerales y

modulan la secrecidn de insulina (Gomez Gallego y col., 2009).

En la Tabla 1 se exponen las diferencias en la composicién quimica existentes
entre la leche materna humana y leche materna canina {(Mena Dias, 2013). Se puede
observar que la leche canina es mucho mas rica en proteinas, con mayor contenido de

grasa y minerales; y menos aztcares que la leche humana.

Tabla 1: Diferencias en la composicién quimica entre la leche materna humana y canina

Aguasosgl “Aguag00g/l

| Materia grasa 35 g/L Materia grasa 90-100 g/L
Materias nitrogenadas (proteinas Materias nitrogenadas (proteinas
totales 12-14g/L, caseina 10-12 g/L, totales 100-110 g/L, caseina 45-50
' albumina 4-6g/L) g/L, albumina 50-55 g/1)
Lactosa 65-70 g/L Lactosa 30-50 g/L
Minerales 3 g/L Minerales 12-14 g/L

Por lo expuesto anteriormente, pensamos que “Un tratamiento a base de

metronidazol a razon de 50 mg/kg/12h durante 10 dias, administrado por via oral a una
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perra en lactancia resuelve la diarrea de la camada lactante afectada por giardiasis”. Es
decir que “La lactancia actuaria como un método indirecto de tratamiento y control de

las diarreas neonatales”.

Asi es que nos propusimos demostrar en el presente estudio que el metronidazol
administrado a la madre se transforma en una alternativa eficaz para el tratamiento de
la giardiasis en cachorros recién nacidos, considerando la leche materna como vehiculo

del principio quimico.

La importancia de este estudio, radica en demostrar que el metronidazol no
produce efectos adversos en los recién nacidos cuando es administrado indirectamente

a través de la leche materna.

2. FUNDAMENTO

El metronidazol es metabolizado en la madre (Rivera y col.,, 2002) y los
metabolitos activos como el N-(2-hidroxietil) del dcido oxamico y de acetonida pasan
desde la circulacion sistémica a la glandula mamaria alcanzando a la leche, donde se
unen a las proteinas presentes en la misma (que en el caso de la leche canina se hallan
en mayor concentracion que en la leche humana, segun Tabla 1). Asi estos metabolitos
ingresan al sistema gastrointestinal del lactante, donde se liberan péptidos basoactivos,

gue coadyuvan disminuyendo la motilidad del intestino.

El metabolito que, como mencionamos continla siendo activo, ingresa al tracto
digestivo del cachorro en donde alcanza al parasito, al que logra eliminar. Esto explicaria
porque luego de 48 h de haber sido alimentados los cachorros con leche proveniente

de sus madres tratadas con metronidazol, los sintomas desaparecen.

Resumiendo, segun las propiedades fisico-quimicas del metronidazol (pK, grado
de ionizacion, lipofilia, afinidad por las proteinas y PM) se garantiza su paso a la leche
materna. Por lo tanto, si el principio quimico es administrado a la madre en lactancia,
se favorece su paso a través de la leche hacia los cachorros, resolviendo asi el cuadro

diarreico ocasionado por la presencia de Giardias.

De manera, que la lactancia puede ser considerada un método indirecto de
tratamiento y control de las diarreas neonatales.
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3. METODOLOGIA

3.1. Animales Experimentales

Se trabajo con cachorros lactantes recién nacidos de hasta 10 dias de vida,
pacientes de la Clinica Veterinaria “YAGUAI”, ubicada en la ciudad de Libertador General
San Martin, Jujuy, Argentina; los que fueron asignados a los diferentes grupos

experimentales segln se describe a continuacién.

Los animales fueron sometidos a un estudio clinico, registrando sus datos
particulares y generales en una planilla disefiada a tal fin (edad —dias-, sexo, peso
corporal, raza, pelaje, temperatura rectal, mucosas aparentes, estado de alerta,
integridad de la piel y manto piloso). A los cachorros con diarrea se les efectud un
estudio parasitolégico mediante evaluacién microscépica de las heces para detectar la

presencia de parasitos.

Los cachorros fueron asignados a dos grupos experimentales, con una n minima

de 6 animales por grupo:

Grupo A: Seis cachorros sanos de seis dias de edad, con madres sin tratamiento
alguno (Grupo Sano Control Negativo —GSCN-). Este grupo pertenecia a una perra Boxer,
de 2 afios de edad con un peso de 25 kg, la que se encontraba en buen estado general,
con temperamento alegre y ddcil. Tuvo seis cachorros por parto natural, en perfecto
estado de salud, los que fueron alimentados con leche materna, ya que la perra contaba

con buena produccién de leche.
Estos cachorros fueron identificados con collares individuales numerados del 1 al 6.

Grupo B: Ocho cachorros de seis dias de edad, con diarrea, con madres tratadas

con metronidazol (Grupo Diarrea, Madre Tratada con Metronidazol -GDMTM).

La madre de los cachorros era una perra Rottweiler, de 4 afios de edad con un peso de
30 kg, buen estado general y temperamento sanguineo. La hembra parié por parto
natural 8 cachorros, de los cuales se seleccionaron seis (6) cachorros segun los criterios
de inclusién mencionados a continuacién. Todos fueron alimentados con leche materna
exclusiva.

Estos cachorros se identificaron con collares cada uno del 1 al 6.
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Los animales se mantuvieron alojados en su domicilio particular, junto a la madre
y con libre acceso al proceso de amamantamiento. Recibieron exclusivamente

alimentacidon mediante lactancia materna exclusiva (LME).

Se siguieron las recomendaciones establecidas en el Protocolo para el Uso de
Animales en la Investigacion Cientifica del Comité Interno para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio, CICUAL, Resolucion del Consejo Directivo de la Facultad de
Ciencias Veterinarias N2 129/09— UNLP. El disefio experimental aplicado fue realizado
segun normas establecidas por la guia VICH GL43 (Target Animal Safety, 2008), VICH GL9
(Good Clinical Practice, 2000).

Criterio de inclusién

- Cachorros recién nacidos de hasta 10 dias de vida, libres de parasitos externos,
con diarrea acuosa amarillenta (se extrajo del recto una muestra de materia fecal
que fue colocada en un portaobjeto, con una gota de vaselina liquida,
posteriormente se le colocd el cubre-objeto y se procedid a su observacién directa

en el microscopio.

- Cachorros recién nacidos de hasta 10 dias de vida, libres de parasitos externos
e internos, sin signos de enfermedad y cuyas madres se encuentren en perfectas

condiciones clinicas y sin recibir tratamiento alguno.

Criterio de exclusion

- Animales que muestren al momento del examen clinico algin sigho que haga
sospechar de otro tipo de enfermedad (malformaciones, trastornos metabdlicos,

renales, cardiacos y/o respiratorios, etc).

3.1.1. Manejo de los animales

Aquellos cachorros que cumplian con el criterio de inclusién, fueron
seleccionados e identificados numéricamente (el que fue escrito con tinta indeleble en

una medalla plastica anexada a un collar) y sefias particulares, para ser asignados a los
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grupos A o B. Se tomaron muestras directas del ano a cada uno de los cachorros
(mediante termdémetro) para realizar un analisis coproldgico directo. En caso de
observar movimiento de los trofozoitos, se remitid una muestra de materia fecal al
laboratorio para confirmar la presencia de quistes de Giardias.

Previamente al inicio del estudio se tomaron muestras de sangre a todos los
animales experimentales (sanos y con diarrea) para confirmar criterios de inclusién y
exclusion dependientes de parametros hematolégicos; y también confeccionar la base
de datos hematolégicos de cada animal para realizar el seguimiento durante el

tratamiento.

Se registraron datos de temperatura, frecuencia cardiaca, frecuencia
respiratoria, mucosas, actividad digestiva, motora y neuroldgica en una planilla clinica

individual (Formulario Captura de datos).

3.2. Tratamientos realizados durante el estudio

Grupo A: cachorros sanos, con madres sin tratamiento alguno (grupo sano control
negativo —GSCN-}, con el objetivo de contar con un grupo cuyos parametros
hematoldgicos sean normales y sirvan de base para comparar con la evolucion de los
parametros hematolégicos de los cachorros con diarrea tratados con metronidazol (ver

Tabla 2).

Grupo B: cachorros con diarrea, con madres tratadas con Metronidazol {Etronil® 500
mg, Klonal Laboratorios) a razén de 50 mg/kg/12h durante 10 dias (grupo diarrea, madre

tratada con metronidazol -GDMTM) (ver Tabla 2).

Tabla 2: Grupos experimentales conformados para efectuar el estudio

Grupo Animales por grupo (N) Tratamiento de la madre
A 6 Sin tratamiento
B 6 Metronidazol administrado por via oral a

la madre a razén de 50 mg/kg/12hs
durante 10 dias
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3.3. Observaciones clinicas

A partir del dia 0 (inicio del ensayo) diariamente se revisd clinicamente a todos
los animales, prestando especial atencién a la presencia de signos neuroldgicos y/u otras
reacciones adversas, como asi también a la signologia digestiva. Se evaluéd
fundamentalmente la resolucién del proceso diarreico hasta 10 dias posteriores a la

finalizacién del tratamiento de la madre.

3.4. Obtencion de muestras de sangre para analisis hematolégico y bioquimico

Los dias O (previo al inicio tratamiento/estudio), 6 y 12 se tomaron muestras de
sangre a todos los animales experimentales a partir de la vena yugular, con el fin de
realizar determinaciones hematologicas y bioguimicas sanguineas; y asi evaluar la

inocuidad del tratamiento implementado {metronidazol via lactancia materna).
# Procedimiento estandarizado {SOP) para la extraccién de sangre

Cuando se recoge una muestra de sangre de un animal es muy importante evitar
que éste se excite, de otro modo, pueden producirse (con gran rapidez) cambios
importantes en la composicion de la misma, adn en animales sanos. Por lo cual se

respeto el siguiente procedimiento:
1. Colocar al animal, en lo posible sobre una mesa en posicién deculbito esternal,
2. Realizar medio bozal con una cinta,
3. Rasurar el pelo de la zona para lograr una mejor visualizacién de la vena,

4. Con una mano, |la persona que lo inmoviliza le extendera el cuello hacia arriba,
agarrando el hocico y extendiendo la cabeza. Con la otra mano le sujetard las

extremidades delanteras, asiéndole por los carpos.
5. Desinfectar |a zona con un algedén embebido en etanol,

6. Distender la vena yugular aplicando presion en el lateral de la zona traqueal con

el pulgar de la mano libre,

7. Introducir la aguja (25/8) con un dngulo de 30° y el bisel hacia arriba para evitar

el efecto sacabocado,
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8. Determinar si estd en vena con una ligera traccién del émbolo de la jeringa (3

mL),
9. En caso afirmativo la sangre fluira libremente hacia la jeringa,
10. Extraer la aguja, interrumpiendo la presidn que se ejercia en la vena,

11. Comprimir por algunos segundos la piel sobre el punto de puncidn con un

algodén embebido en etanol.

11. Para transferir el contenido de la jeringa al tubo con anticoagulante apropiado
se debe separar la aguja y descargar la sangre haciéndola deslizar suavemente por

las paredes del tubo que debera ser tapado inmediatamente.

12. Una vez obtenida la muestra de sangre, el cachorro recibié 2mL de suero para

reponer el volumen sanguineo.

3.4.1. Andlisis de Laboratorio

Inmediatamente obtenidas las muestras sanguineas fueron remitidas,
correctamente refrigeradas y rotuladas, al Laboratorio de analisis bioquimico para su

procesamiento.

3.4.1.1. Procedimiento

- Tubo con EDTA (tapdn violeta): Para hematocrito y recuento de leucocitos. Se
tomé 1 mL de sangre y se homogeneizé sin agitar. El volumen de muestra debia
respetarse estrictamente, caso contrario se veria alterada la relacion
muestra/anticoagulante. Se realizd con contador hematoldgico mediante
impedancia eléctrica

- Tubo sin anticoagulante (tapdén rojo): Para determinaciones bioquimicas,
colesterol y fosfatasa alcalina. Se tomdé como minimo otro mL de sangre, se dejo
a temperatura ambiente hasta la formacién del coagulo y se refrigerd. Las

determinaciones se realizaron mediante métodos enzimaticos colorimétricos.
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3.5. Analisis Estadistico

Se realizé una estadistica descriptiva de cada grupo experimental empleando el
paquete informatico Phoenix® WinNonlin® 6.3, Connect 1.3, and NLME 1.2 copyright
©2005-2012, Certara, L.P.

3.6. Estudio Retrospectivo

Paralelamente realizamos un Estudio de seguimiento retrospectivo de la eficacia
del metronidazol frente a la diarrea neonatal en cachorros. En este tipo de estudio los
individuos son identificados en funcidén de la presencia o ausencia de exposicion a un

III

determinado factor: “tratamiento o no de la madre con metronidazo

Los datos clinicos de cachorros con diarrea ocasionada por Giardias y cuyas
madres recibieron metronidazol a razén de 1 comprimido de 500 mg/10 kg/12 h durante
10 dias, se introduciran de forma retrospectiva en una base de datos para llevar a cabo
un andlisis que abarque un periodo comprendido entre los afios 2013 y 2015. Se
utilizaran los datos recabados en la Clinica Veterinaria “YAGUAI”, ubicada en la ciudad

de Libertador Gral. San Martin, Jujuy, Argentina. Se analizara la tasa de curacién (TC).

Las mayores ventajas de este tipo de disefios son la posibilidad de estudiar a un
numero muy elevado de pacientes a los que se ha administrado un medicamento y la

obtencidn de resultados en cortos periodos.

4. RESULTADOS

De acuerdo a la seleccién de los animales se conformaron los 2 grupos
experimentales, segun se observa en los Formularios Captura de datos N21 (A y B)
denominados “Grupos y tratamientos”

No se observaron signos clinicos pos-tratamiento ni hubo evidencia alguna de
intoxicacidn en el grupo tratado durante todo el periodo que durd el estudio. No hubo
indicacion de ninguna tendencia significativa clinicamente a desarrollarse en los

parametros hematoldgicos y de quimica sanguinea.
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Se presentan los formularios con las evaluaciones clinicas efectuadas a los 12
cachorros (6 sanos y 6 con Giardias) experimentales a los 0, 10-13 y 17-18 dias
(Formularios N22-A; N22-B y N22-C respectivamente). Se puede observar que a lo large
de los diferentes tratamientos no existieron modificaciones de los parametros clinicos
evaluados. No se evidencié ningin efecto adverso durante todo el ensayo. El dnico
inconveniente que se presentd fue en el grupo A {sano control negativo de Giardia) a los
10 dias de nacidos, ya que los cachorros sufrieron una dermatitis de origen bacteriano
por estafilococos y estreptococos, requiriendo tratamiento antimicrobiano
(penicilina/estreptomicina, a razén de 10mg/kg -diluida 1mL en 9 mL de solucién
fisiologica- durante 5 dias). Esto ocasioné un estancamiento en el crecimiento de los
cachorros y una tendencia a aumentar el nimero de células blancas, producto del
proceso infeccioso mencionado, que luego del tratamiento antimicrobiano se
normalizando.

Ninguno de los efectos secundarics comunmente ocasionados por el
metronidazol fueron observados en los cachorros, cuya madre recibio tratamiento (por
ej. reaccionar al mal sabor de la leche a causa del medicamento, presentar nduseas,
salivacion excesiva, vomitos o pérdida de apetito); por el contrario los mismos se
alimentaron correctamente y ganaron peso dentro de lo esperado (Formularios Captura
de datos N°2-A a N°2-C).

En los formularios Captura de datos N2 3 se exponen los resultados obtenidos
tras el andlisis hematoldgico y bioguimico de laboratorio. Los niveles normales se
colocan en cada tabla, ya que en los cachorros durante las primeras semanas de vida los
valores de los parametros hematolégicos y quimicos son extremadamente variables en
tanto se vaya dando la maduracion de la funcionalidad hepatica y renal. Esta gran
variabilidad no nos permite realizar una comparacién estadistica entre los dos grupos
(Grupo A—sanos sin tratamiento- y Grupo B -enfermos con madre tratada-), ya que seria
necesario contar con una n mayor a 6 individuos para evitar el sesgo ocasionado por
esta gran dispersion de los datos. En la estadistica descriptiva se puede observar la
normalidad de la poblacién y que en lineas generales los valores de los parametros
hematolagicos y quimicos se encontraron dentro del rango de referencia. Los resultados

de la estadistica descriptiva se presentan en el formulario N2 4.
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Tampoco se observo depresién, pérdida de energia, sangre en las heces, sangre
en la orina o un oscurecimiento marcado en el color de la orina. La pérdida de energia y
la depresion pueden estar ocasionadas por caida del recuento de glébulos blancos, a
causa del metronidazol, como puede chservarse en las Formularios de captura de datos
3-A al 3-C.

De manera que el Grupo A (grupo sano), estuvo integrado por 6 cachorros Béxer
puros que no acusaron sintomas y se encontraron en buen estado de salud, en cuanto
a parametros vitales y aparato gastrointestinal como sistema nervioso, sin variaciones a
lo largo del estudio. Estos cachorros fueron controlados cada siete dias y nunca
registraron episodios de diarrea ni otra anormalidad.

La madre, Boxer de 2 afios, tenia temperamento tranquilo, buena condicién
corporal y buena produccion lactea.

El Grupo B, integrado por cachorros Rottweiler mestizos que a los seis dias de
nacidos presentaron diarrea cremosa, grisacea amarillenta, aunque estaban vivaces y
mamaban normalmente. Al examen microscépico directo se diagnosticé Giardias spp.
La madre, Rottweiler de 4 afios con un peso corporal de 30 kg, con temperamento
sanguineo, buena condicién corporal y buena produccion lactea. Al tratar a los cachorros
a través de la madre con metronidazol 500 mg (Lab. KLONAL, a razén de 3 comprimidos
¢/12 h durante 10 dfas) se evidencié la resolucidn de la diarrea en las primeras 48 h post
iniciado el tratamiento de la madre. Se monitoreé a la madre y a los cachorros cada 24h
durante todo el tratamiento, no observdndose ninglin cambio o alteracién en los
distintos sistemas (gastrointestinal, locomotor, neuroldgico) ni en los parametros vitales
de los cachorros ni de la madre. Evidentemente los cachorros, que mamaban
continuamente, incorporaron a través de la leche materna el metabolito activo y/o
molécula madre que comenzd a ejercer el efecto deseado a las 8 h post administracion.
Seria interesante en estudios posteriores poder cuantificar tanto en la leche materna
como en plasma los niveles de metronidazol y sus metabolitos.

Luego de los diez dias de tratamiento se pudo apreciar la materia fecal
consistente y normal correspondiente a la edad y alimentacién del lactante.

Tras finalizado el tratamiento se continué controlando a todo el grupo cada 7
dias, se hablé con el propietaric y se recabé informacion sobre el dia a dia de los

cachorros. A los 18 dias posteriores al tratamiento, uno de los seis cachorros repitié el
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cuadro de giardiasis, tratdndose en esta oportunidad con sulfadimetoxina-dimetridazol,
resolviendo la diarrea en 48hs y finalizando el tratamiento tras diez dias mas.

Los demas cachorros completaron su plan sanitario, por lo que el control fue
realizado hasta los 4 meses, no presentando hasta la fecha ninguna anormalidad o
afeccion producto de secuelas o consecuencia del tratamiento con el metronidazol.

El pesc de los cachorros de ambos grupos a la primera vacuna fue 3-4Kg
respectivamente.

En cuanto a la investigacién retrospectiva que dio origen a este trabajo, se
mencionan a continuacion algunos de los casos tratados:

ANO 2006: el caso de Dana, hembra Beagle de 2 afios de edad (10 kg de peso corporal),
que habia parido por parto natural a cinco cachorros, de los cuales tres murieron con
diarrea cremosa grisacea amarillenta. En ese momento el propietario hace la consulta,
quedando 2 cachorros, uno presentaba diarrea y el otro no, pero si un severo cuadro de
deshidratacion por lo que se administra soluciéon de Dextrosa y Ringer lactato por via
oral. Se toma una muestra directamente de recto con termémetro y se coloca sobre
portaobjeto con una gota de vaselina liquida, donde se observé el movimiento
caracteristico en 8 de los trofozoitos. Se decide iniciar el tratamiento con metronidazol,
en esa oportunidad se administré 1 comprimido cada 12h durante 5 dias resolviendo la
diarrea en 48h. Segun el propietario el cachorro que no presentaba diarrea no enfermé
nunca. Actualmente tienen 12 afios, los sigo atendiendo y nunca han presentado un
cuadro gastro-entérico ni de otra naturaleza.

Nov-2013: Hembra, raza Labrador, de 4 afios (30 kg de peso corporal) parié 9 cachorros
por parto normal, uno nacié muerto y otro cachorro murié a las 24 h con signos de
diarrea. Los siete cachorros restantes presentaban materia fecal liquida color amarilla
griséacea, al momento de la consulta ya tenian 15 dias de edad, se tomd muestra
directamente de recto con termdmetro y se observd al microscopio directamente,
evidenciando el movimiento caracteristico de los trofozoitos de Giardia. Se tratd a la
madre con metronidazol (500 mg Lab. DURCAN, 3 comprimidos cada 12h durante 7 dias)
y a los cachorros se los hidraté con Ringer lactato y dextrosa. A las 48 h de iniciado el
tratamiento se resolvié la diarrea en dos de los siete cachorros y a las 72h en el resto de
los cachorros. A los 25 dias de edad se encontraban totalmente recuperados de la

diarrea.
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Nov- 2014: Hembra Sharpei de 2 afios de edad {20 kg de peso vivo) que por parto natural
pario siete cachorros. Los perritos estuvieron 7 dias con diarrea, en ese momento
realizan la consulta, como se encontraban muy deshidratados se les administré Ringer
lactato y se dosificé a la madre con 2 comprimidos de metronidazol cada 12h durante
10 dias. De los siete cachorros solo vivié unc que en la actualidad ya tiene dos afios, sin

haberse registrado episodios de diarrea desde el tratamiento a su madre.
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Formulario Captura de datos N2 1: Grupos y tratamientos

GRUPO A-GSCN(sanos sin tratamiento)

PerraBéxerNel 1 2 3 4 5 6
Peso Kg
Dia
0 800g 700g 700 g 600 g 500g 500g
GRUPO B- GDMTM(50 mg/kg/12h durante 10 dias)
PerraRottweilerN22 7 3 9 10 11 12
Peso Kg
Dia
0 700g 800g 800g 700g 700g 700g
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Formulario Captura de datos N2 2-A: Evaluacién clinica de los animales experimentales previamente al inicio del tratamiento del Grupo B (valores

basales)

REFERENCIAS Temperatura: 38 a 39.5 C°. Frecuencia Cardiaca: 60 a 150 Ipm. Frecuencia Respiratoria: 20-25 rpm. Mucosas: Congestivas, Palidas o Normales. Salivacion:
Hipersalivacién, Normal, Disminuida. Digestivo: Diarrea, Normal, Constipado. Motor: Normal, Aumentado, Disminuido. Neuroldgico: Excitado, Normal, Deprimido. Madre:

nombre. Observaciones

Dia 0 A (GSCN): fecha -26-9-15, hora: 20:00 h
Animal N2 | Madre Peso | Temp. | Frec.Card. | Frec.Resp. | Mucosas | Salivac | Digestivo | Motor | Neurol Observaciones
1 800gr | 36.2 200 32 N N N N N Hembra de 2 afios de edad, raza boxer,
2 700 gr| 37 180 30 N N N N N buena produccién lactea, vivaz,
3 = 700gr | 35.9 203 33 N N N N N conectada con el medio, interactia
4 fZ: 600 gr 36 160 29 N N N N N con el duefic y con extrafios. Condicién
5 500 gr 37 200 30 N N N N N corporal magra. Edad de los cachorros 8
6 500 gr 37 205 28 N N N N N dias
Dia 0 B (GDMTM): fecha 25-9-15, hora: 18:00 h
Animal N2 | Madre Peso Temp. | Frec.Card. | Frec.Resp. | Mucosas | Salivac | Digestivo | Motor | Neurol Observaciones
1 700 gr 35 204 18 N N N N N Hembra de 4 afios de edad.
2 . 800 gr 36.8 200 20 N N N N N Buena condicién
3 % 800gr 37 202 30 N N N N N Caorporal.Buena produccién lactea
4 g 700 gr 36 180 25 N N N N N Sanguinea, interactla con el duefio
5 700 gr 359 170 32 N N N N N Y con extrafios
6 700 gr 37 202 28 N N N N N Edad de los cachorros 7 dias
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Formulario Captura de datos N2 2-B: Evaluacion clinica de los animales experimentales a los 10-13 diasposteriores al inicio del tratamiento en el Grupo B.

Dia 10 A {(GSCN): fecha 6-10-15, hora: 17:00 h
Animal N2 | Madre Peso Temp. | Frec.Card. | Frec.Resp. | Mucosas | Salivac | Digestivo | Motor | Neurol Observaciones
1 _ 1,300kg | 38,1c® 174 68 N N N N N Buenestado general ,enérgica
2 NATA | oo0kg | 373ce| 164 44 N N N N N vivaz,buenaproduccién
3 lkg | 36,9c® 172 80 N N N N N lactea.
4 lkg 37,2c2 176 40 N N N N N Edad de los cachorros 19 dias.
5 700 gr | 37,4c2 156 40 N N N N N
6 500gr | 37,2¢2 160 32 N N N N N
Dfa 13 B (GDMTM): fecha 8-10-15, hora: 17:00 h
Animal N2 | Madre Peso Temp. | Frec.Card. | Frec.Resp. | Mucosas | Salivac | Digestivo | Motor | Neurol Observaciones
1 1,200 kg | 37,1c2 208 148 N N N N N Buena condicién corporal. Buena
2 WANDY | 1,900 kg | 37,9¢c2 132 112 N N N N N preduccidn lactea. Buena aceptacion,
3 1,800 kg | 37,9ce 200 120 N N N N N consumo y sin reaccién adversa al
4 1,500kg | 37,6¢c2 212 76 N N N N N fdrmaco suministrado. Sin variacién
5 1,500 kg | 37,7c2 208 68 N N N N N en lo digestivo ni en la alimentacién
6 2,200 kg | 37,8¢c® 240 160 N N N N N (balanceado). El farmaco se
administré con queso
Edad de los cachorros 15 dias




Formulario captura de datos N2 2-C: Evaluacion clinica de los animales experimentales a los 10-13 dias posteriores al inicio del tratamiento en el Grupo B.

Dia 17 A (GSCN): 13-10-15, hora: 18:30 h
AnimalN2 | Madre | Peso | Temp. | Frec.Card. | Frec.Resp. | Mucosas | Salivac | Digestivo | Motor | Neurol Observaciones
1 1,500kg | 38,3 220 220 N N N N N A los 10 dias de nacidos
pl NATA | 1,200kg | 38,6 200 148 N N N N N sufrieronunainfeccion
3 1,300kg | 38,5 220 200 N N N N N la que fue tratada con
4 1,400kg | 38,3 220 200 N N N N N Penicilina/estreptomicinapor5
5 lkg 38,4 220 232 N N N N N dias,diluida en sol. fisiol.
[ 700gr 38,3 216 200 N N N N N tolerando el tratamiento.
* edad actual de los cachorros
27 dias.
Dia 18 B (GDMTM): fecha 13-10-15, hora: 19:00 h
Animal N2 | Nombre | Peso | Temp. | Frec.Card. | Frec.Resp. | Mucosas | Salivac | Digestivo | Motor | Neurol Observaciones
1 1,400KG | 37,8 220 180 160 N N N N Buena coneccidénentre los
2 Wandy 2,100KG 38 212 160 160 N N N N cachorros,vivaces.locomocion
3 2KG 38,1 192 180 180 N N N N adecuadapara la edad.
4 1,800KG | 37,8 216 80 80 N N N N edad de los cachorros 24 dias
5 1,700KG 38 232 204 204 N N N N alimentados con leche
6 2.500KG | 38,1 212 132 132 N N N N materna y alimento
* balanceado.

*La F.R. estaba aumentada debido a las condiciones ambientales de alta temperatura y humedad de ese dia.
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Formulario Captura de datos N2 3-A: Resultados de los analisis hematoldgicos y
bioquimicos, obtenidos pre-tratamiento (0 dias) en cada grupo conformado.

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA
GA/C1/0 GA/C2/0 GA/C3/0 GA/C4/0 GA/C5/0 GA/C6/0 Referencia®

Colesterol 165 205 163 191 171 203 136* (112-204)
FAS 222 423 330 375 421 358 3845 *(618-8760)
Leucocitos 16900 18800 14700 14300 8300 23100 9-23 (14.1)
Hematocrito 28 30 30 33 40 30 33-52 (40.5)
Hemoglob. 9,2 9,2 9,6 10,1 12,5 9,4 10.4-17.5(12.9)
Glob.rojos 3,3 3,54 3,44 3,69 4,34 3,56 3.6-5.9 (4.6)
° Plaquetas 506.000 478.000 155.000 252.000 198.000 321.000 120-500
o Glucosa 109 99 104 82 94 87 88*(52-127)
Urea 27 17 17 15 0,3 19 10.0-58.0
Creatinina 0,61 0,6 0,7 0,72 0,63 0,58 <1.6
Prot.Totales 4,55 3,88 4 3,61 4,19 4,01 4.1* (3.4-5.2)
Albumina 1,8 1,94 1,68 1,87 1,88 1,88 2.1%(1.5-2.8)
GOT 25 12 6 17 38 8 10.0-65.0
GPT 13 15 20 11 20 8 1.111*({163-3558)

1Sophie A. Grundy. Vet Clin Small Anim 36 (2006) 443-459 Clinica Veterinaria Medicina de Pequefios
Animales—-Fisiologia del neonato clinicamente relevante.

*Valores normales correspondientes a cachorros de 1-3 d de nacido, el resto corresponde a valores
normales en cachorros de 1 semana de edad

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA
GB/C1/0 GB/C2/0 GB/C3/0 GB/CA/0 GB/C5/0 GB/C6/0 Referencia

Colesterol 237 275 168 195 199 165 136* (112-204)
FAS 429 585 535 431 402 357 3845 *(618-8760)
Leucocitos  10.000 10.500 5.600 10.500 13.700 11.500 9-23 (14.1)
Hematocrito 29 24 27 28 30 28 33-52 (40.5)
Hemoglob. 9.6 3.1 9.3 9.4 10.3 9.1 10.4-17.5(12.9)
Glob.rojos 3.34 3.06 331 3.22 3.44 35 3.6-5.9 (4.6)
: Plaquetas 413000 371000 519000 554000 550000 593000 120-500
o Glucosa 86 121 87 94 134 117 88%(52-127)
Urea 32 33 31 45 23 32 10.0-58.0
Creatinina 0.52 0.52 0.8 0.6 0.55 0.57 <1.6
Prot.Totales  4.14 4.3 3.48 3.76 4.21 4 4.1* (3.4-5.2)
Albumina 1.99 1.87 1.92 1.86 1.88 1.96 2.1%(1.5-2.8)
GOT 28 32 22 16 40 50 10.0-65.0
GPT 13 10 88 86 160 18 1.111%(163-3558)
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Formulario captura de datos N2 3-B: Resultados de los andlisis hematolégicos y
bioquimicos obtenidos a los 6 dias post- tratamiento del Grupo B

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA
GA/C1l/6 GA/C2/6 GA/C3/6 GA/CA/6 GA/C5/6 GA/C6/6 Referencia**

Colesterol 139 299 152 254 333 466 282 (223-344)
FAS 415 629 529 353 605 696 236 (176-541)
Leucocitos 25500 59600 25100 27400 42200 19600 8.1-15.1(11.7)
Hematocrito 17 22 27 25 31 30 29-34 (31.8)
Hemoglob. 5.5 6.8 89 8.2 9.6 10.1 9-11 (10)
Glob.rojos 2.4 3.25 3.15 3.32 3.94 3.44 3.4-4.4 (3.9)
b Plaquetas 236000 303000 307000 295300 329000 317000 120-500
o Glucosa 76 73 76 88 106 79 129 (111-146)
Urea 33 39 55 38 38 87 15-45
Creatinina 0.58 0.4 0.55 0.54 0.45 0.56 <1.6
Prot.Totales  3.49 3.82 3.47 3.84 415 433 3.9 (3.6-4.4)
Albumina 1.88 2.16 1.91 1.97 1.93 2.16 1.8 (1.7-2.0)
GOT 5 20 23 13 13 32 <50
GPT 3 18 13 8 10 15 24 (4-77)

**Valores normales en cachorros de 2 semanas

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA
GB/C1/6 GB/C2/6 GB/C3/6 GB/C4/6 GB/C5/6 GB/C6/6 Referencia**

Colesterol 330 344 292 243 294 271 282 (223-344)
FAS 460 487 494 440 469 556 236 (176-541)
Leucocitos 18600 7800 12600 9000 15800 12600 8.1-15.1(11.7)

Hematocrito 24 18 20 23 24 23 29-34 (31.8)

Hemoglob. 7.8 7.3 7 7.6 8.1 7.3 9-11 (10)
2.98 3.23 3.12 3.26 3.4-4.4(3.9)

Glob.rojos 3.2 2.83
: Plaquetas 226000 229000 242000 277000 328000 333000 120-500
= Glucosa 128 144 127 132 113 111 129 (111-146)
Urea 48 25 13 25 23 36 15-45
Creatinina 0.46 0.31 0.54 0.54 0.32 0.38 <1.6

Prot.Totales  4.44 5.65 4.23 4.08 4.64 4.02 3.9(3.64.4)
Albumina 1.83 1.98 1.85 2.18 2.13 2.32 1.8(1.7-2.0)

GOT 27 6 12 20 23 12 <50
GPT 13 10 419 42 54 19 24 (4-77)
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Formulario captura de datos N2 3-C: Resultados de los analisis hematoldgicos y bioquimicos
obtenidos a los 12 dias post- tratamiento del Grupo B.

DIA 12

GA/C1/12 GA/C2/12 GA/C3/12 GA/CA/12 GAJC5/12 GA/C6/12

Colesterol
FAS
Leucocitos
Hematocrito
Hemaoglob.
Glob.rojos
Plaquetas
Glucosa
Urea
Creatinina
Prot.Totales
Albumina
GOT
GPT

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

*3° semana de nacido, resto 4° semana de vida

Colesterol
FAS
Leucocitos
Hematocrito
Hemoglob.
Glob.rojos
Plaquetas
Glucosa
Urea
Creatinina
Prot.Totales
Albumina
GOT
GPT

266 247 218 264 267 244 328(266-352)
388 417 325 277 385 342 144(135-201)
17000 24700 17400 25900 20700 16500 6.7-15.1*
14 17 20 17 24 25 27-37*
4.8 5.8 6.8 5.9 7.8 8.1 8.6-11.6(9-7)*
2.24 2.81 2.97 2.58 3.32 3.39 3.5-4.3(3.9) *

531000 206000 312000 250000 164000 217000 120-500
87 76 97 %0 91 93 109(86-115)
47 35 35 33 38 49 15-45
0.49 0.5 0.64 0.49 0.43 0.52 <1.6
4.06 4.14 3.86 4.05 3.98 4.02 4.1(3.9-4.2)
2.3 2.3 2.2 2.24 2.1 2.19 1.8(1.0-2.0)
49 24 13 20 15 32 <50
27 14 9 12 9 25 3(2-7)

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA
GB/C1/6 GB/C2/6 GB/C3/6 GB/CA/6 GB/C5/6 GB/C6/6 Referencia
270 354 317 230 250 218 328(266-352)
549 500 478 a71 386 511  144(135-201)
13600 18900 15600 20800 20900 24700  6.7-15.1*
22 20 21 21 21 21 27-37*
7.2 6.8 6.8 6.9 6.8 6.9  8.6-11.6(9-7)*
3.01 3.19 3.39 3.26 2.94 322 3543(39)*
325000 274000 362000 292000 311000 345000  120-500
80 78 93 92 94 85 109(86-115)
33 25 34 29 17 40 15-45
0.55 0.45 0.42 0.52 0.48 0.51 <1.6
5.21 3.82 4.29 3.83 3.74 396  4.1(3.9-4.2)
2.18 2.31 2.1 2.33 2.25 287  1.8(1.0-2.0)
a7 a2 21 20 25 24 <50
12 35 11 7 6 7 3(2-7)

Referencia
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Formulario captura de datos N2 4: Estadistica descriptiva para cada parametro evaluado en cada grupo y en cada dia observacional

Varlable Unidad grupo tiempo N Mean sSD SE Min Medlan Max HarmonicMean Meanlog GeometricMean Skewness Kurtosis KSPValue
day

Glébulos_rojos x105/ul A 0 6 3,65 0,36 0,15 33 3,55 4,34 3,62 1,28 3,63 1,2862 0,3907 0,7176
Glébulos_rojos x106/pl A 6 6 3,25 0,50 0,20 2,4 3,285 3,94 3,18 1,17 3,22 -0,4900 -0,1178 0,8334
Glébulos_rojos %105/l A 12 6 2,89 0,44 0,18 2,24 2,89 3,39 2,83 1,05 2,86 -0,2203 -1,1831 0,9942
Glébulos_rojos x105/ul B 0 6 3,31 0,16 0,06 3,06 3,325 3,5 3,31 1,20 3,31 -0,4402 -0,8271 0,9974
GlSbulos_rojos x108/pl B 6 3,10 0,17 0,07 2,83 3,16 3,26 3,10 1,13 3,10 -0,7243 -0,9344 0,9376
Glébulos_rojos x105/ul B 12 6 3,17 0,17 0,07 2,94 3,205 3,39 3,16 1,15 3,16 -0,1944 -1,1573 0,9367
Hematocrito % A 6 31,83 4,31 1,76 28 30 40 31,41 3,45 31,61 1,2911 0,2721 0,5250
Hematocrito % A 6 6 25,33 5,24 2,14 17 26 31 24,30 3,21 24,84 -0,4985 -0,9452 0,9995
Hematocrito % A 12 6 19,50 4,32 1,77 14 18,5 25 18,71 2,95 19,10 0,1626 -1,4088 0,9371
Hematocrito % B 0 6 27,67 2,07 0,84 24 28 30 27,53 3,32 27,60 -0,8563 -0,1816 0,9067
Hematocrito % B 6 6 22,00 2,45 1,00 18 23 24 2L75 3,02 21,88 -0,8050 -0,9600 0,5500
Hematocrito % B 12 6 21,00 0,63 0,26 20 21 22 20,98 3,04 20,99 0,0000 0,0000 0,5176
Hemoglobina g/dl A 0 6 10,00 1,27 0,52 9,2 9,5 12,5 9,89 2,30 9,94 1,5331 0,6978 0,6447
Hemoglobina gfdl A 6 6 8,18 1,75 0,71 55 8,55 10,1 7,83 2,08 8,01 -0,4791 -1,1235 0,9949
Hemoglobina g/dl A 12 6 6,53 1,27 0,52 4.8 6,35 81 6,32 1,86 6,43 0,0043 -1,3356 0,9810
Hemoglobina gfdl B 0 6 9,30 0,72 0,29 81 9,35 10,3 9,25 2,23 9,28 -0,4185 -0,2207 0,9249
Hemoglobina g/dl B 6 6 7,52 0,40 0,16 7 7,45 81 7,50 2,02 7,51 0,2224 -1,0889 0,9587
Hemoglobina g/dl B 12 6 6,90 0,15 0,06 6,8 6,85 7,2 6,90 1,93 6,90 1,4142 0,5000 0,5176
Leucocitos x 163/pl A 0 6  16016,67 4958,39 2024,26 8300 15800 23100 14489,52 9,64 15295,53 -0,1603 -0,5639 0,9728
Leucocitos x 103/l A 6 33150,00 15068,48 6151,68 19100 26450 59600 28793,01 10,33 30732,14 0,9805 -0,4684 0,5898
Leucocitos x 10%/ul A 12 6  20366,67 4113,23 1679,22 16500 19050 25900 19717,00 9,91 20032,79 0,4053 -1,5583 0,7948
Leucocitos x10%u B 6 1030000 265556  1084,13 5600 10500 13700 9539,00 9,21 9954,00 0,7347 00099  0,7007
Leucocitos x 103/l B 6 1273333 4052,98 1654,62 7800 12600 18600 11648,20 9,41 12186,38 0,1830 -1,1681 0,9902
Leucocitos x 103/l B 12 6 19083,33 4000,71 1633,28 13600 19850 24700 18351,34 9,84 18721,41 -0,0647 -1,0645 0,9964
plaquetas x10% A 0 6 318333,33 14579255 59519,56 155000 286500 506000 264854,22 12,58 290455,86 0,3032 -1,4961 0,9745
plaquetas x10% A 6 297883,33 32493,72 13265,50 236000 305000 329000 294472,43 12,60 296256,99 -1,2708 0,3895 0,6459
plaquetas x10% A 12 6 280000,00 132533,77 5410668 164000 233500 531000 24342161 12,47 259254,71 1,2802 0,2653 0,8258
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plaquetas x10® B 0 6 50000000 87904,49 35886,86 371000 534500 593000 485708,66 13,11 493063,75 -0,5520 -1,2961 0,8398
plaguetas x10% B 6 272500,00 4846751 19786,78 226000 259500 333000 265654,65 12,50 269004,49 0,3488 -1,6080 0,8936
plaguetas x10% B 12 6 31816667 32786,68 13385,11 274000 318000 362000 315330,89 12,67 316750,62 -0,0036 -1,2369 1,0000
albumina g/dl A 0 6 L84 0,09 0,04 1,68 1,875 1,94 1,84 0,61 1,84 -0,9378 -0,2379 0,6977
albumina gfdl A 6 6 2,00 0,13 0,05 1,88 1,95 2,16 2,00 0,69 2,00 0,5430 -1,5051 0,7903
albumina g/dl A 12 6 2,22 0,08 0,03 2,1 2,22 23 2,22 0,80 2,22 -0,4369 -0,8728 0,9887
albumina g/dl B 0 6 191 0,05 0,02 1,86 1,9 1,99 191 0,65 191 0,4207 -1,3884 0,8915
albumina g/dl B 6 6 2,07 0,18 0,07 1,83 2,055 2,32 2,05 0,72 2,06 0,1271 -1,1533 0,9875
albumina g/dl B 12 6 2,34 0,27 0,11 2,1 2,28 2,87 2,32 0,84 2,33 1,3989 0,5732 0,4619
colesterol mg/dl A 0 6 183,00 19,06 7,78 163 181 205 181,36 5,20 182,18 0,1139 -1,7554 0,8932
colesterol mg/dl A 6 6 273,83 122,05 49,83 139 276,5 466 228,98 5,52 250,82 0,3678 -0,9153 0,9933
colesterol mg/dl A 12 6 251,00 18,99 7,75 218 255,5 267 249,72 5,52 250,37 -0,8528 -0,5419 0,8367
colesterol mg/dl B 0 6 206,50 42,46 17,34 165 197 275 199,85 531 203,06 0,6275 -0,9281 0,8857
colesterol mg/dl B 6 6 295,67 37,18 15,18 243 293 344 291,71 5,68 293,69 -0,0331 -1,1281 0,9868
colesterol mg/dl B 12 6 273,17 52,74 21,53 218 260 354 265,27 5,60 269,11 0,5250 -1,1575 0,9813
creatinina mg/dl A 6 0,64 0,06 0,02 0,58 0,62 0,72 0,64 -0,45 0,64 0,4989 -1,3937 0,8908
creatinina mg/dl A 6 6 0,52 0,07 0,03 04 0,545 0,58 0,51 -0,66 0,52 -1,0959 -0,1636 0,7116
creatinina mg/dl A 12 6 0,51 0,07 0,03 0,43 0,495 0,64 0,50 -0,68 0,51 1,0018 0,2172 0,7114
creatinina me/dl B 0 6 0,59 0,11 0,04 0,52 0,56 08 0,58 -0,53 0,59 1,4711 0,6168 0,6189
creatinina mg/dl B 6 6 0,43 0,10 0,04 0,31 0,42 0,54 0,40 -0,88 0,41 0,0616 -1,6562 0,9711
creatinina mg/dl B 12 6 0,49 0,05 0,02 0,42 0,485 0,55 0,48 -0,72 0,49 -0,1982 -1,1957 0,9932
FAS w/l A 0 6 354,83 74,43 30,39 222 366,5 423 338,33 5,85 347,19 -0,9267 -0,2430 0,9662
FAS U1 A 6 6 537,83 132,04 53,90 353 567 696 507,94 6,26 523,26 -0,2999 -1,3338 0,9770
FAS 1w/ A 12 6 355,67 50,96 20,80 277 363,5 417 349,17 5,86 352,48 -0,3783 -1,0352 0,9389
FAS 1w/ B 0 6 456,50 85,97 35,10 357 430 585 443,84 5,11 450,01 0,4501 -1,1612 0,7213
FAS U/l B 6 6 484,33 40,07 16,36 440 478 556 481,73 6,18 483,01 0,8983 -0,1468 0,8859
FAS U/l B 12 6 482,50 54,78 22,36 386 489 549 476,78 6,17 479,73 -0,7698 -0,1475 0,8468
Elucosa mg/dl A 0 6 95,83 10,23 4,17 82 96,5 109 94,91 4,56 95,37 -0,0991 -1,3028 0,9958
glucosa mg/dl A 6 6 83,00 12,39 5,06 73 71,5 106 81,67 4,41 82,30 1,2133 0,0062 0,6807
glucosa mg/dl A 12 6 89,00 7,18 2,93 76 90,5 97 48,48 4,49 88,75 -0,9575 -0,0303 0,9249
Elucosa me/dl B 0 6 106,50 20,17 8,23 86 105,5 134 103,39 4,65 104,92 0,1875 -1,5869 0,9024
glucosa mg/dl B 6 6 125,83 12,32 5,03 111 127,5 144 124,83 4,83 125,33 0,1013 -1,0627 0,9635
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glucosa mg/dl B 12 6 87,00 6,99 2,85 78 88,5 54 86,52 4,46 86,76 -0,2545 -1,6596 0,8012

GOT /1 A 0 6 17,67 12,08 4,93 14,5 38 12,00 2,67 14,50 0,7620 -0,7202 0,9832

GOT 1w/ A b 6 17,67 9,42 3,84 16,5 32 12,54 2,72 15,22 0,2292 -0,8711 0,9820

GOT /1 A 12 6 25,50 13,37 5,46 13 22 49 20,91 3,13 22,97 0,9146 -0,4127 0,9515

GOT 1w/ B 0 6 31,33 12,31 5,02 16 30 50 27,28 3,38 29,29 0,3174 -1,0119 0,9956

GOT 1w/l B 6 6 16,67 7,94 3,24 6 16 27 12,94 2,70 14,85 -0,0098 -1,3691 0,9298

GOT U/ B 12 6 29,83 11,62 4,74 20 24,5 47 26,74 3,34 28,15 0,6858 -1,3413 0,5387

GPT wA A 0 6 14,50 4,85 1,98 8 14 20 13,06 2,62 13,79 0,0231 -1,3614 0,9625

GPT A A 6 6 11,17 5,34 2,18 3 11,5 18 7,92 2,27 9,72 -0,281% -0,9536 0,9959

GPT U/l A 12 6 16,00 8,00 3,27 g 13 27 13,22 2,67 14,47 0,5571 -1,4604 0,7920

GPT wA B 6 62,50 59,83 24,42 10 52 160 22,93 3,63 37,62 0,6163 -0,9650 0,7633

GPT wA B 6 6 31,17 19,41 7.92 10 30,5 54 20,53 3,24 25,49 0,0470 -1,7843 0,8958

GPT U/l B 12 6 13,00 11,05 4,51 6 9 35 9,16 2,35 10,52 1,6037 0,8581 0,3861
proteinas_totales gfdl A 0 6 4,04 0,31 0,13 3,61 4,005 4,55 4,02 1,39 4,03 0,3674 -0,4838 0,9632
proteinas_totales g/dl A 6 6 3,85 0,35 0,14 3,47 3,83 4,33 3,82 1,34 3,84 0,1921 -1,3272 0,9865
proteinas_totales g/dl A 12 6 4,02 0,09 0,04 3,86 4,035 4,14 4,02 1,33 4,02 -0,5612 -0,3640 0,9930
proteinas_totales g/dl B 0 6 3,98 0,31 0,13 3,48 4,07 43 3,96 1,38 3,97 -0,6563 -0,9304 0,9760
proteinas_totales g/dl B 6 6 4,51 0,60 0,25 4,02 4,335 5,65 4,45 1,50 4,48 1,2563 0,2204 0,8538
proteinas_totales g/dl B 12 6 4,14 0,56 0,23 3,74 3,895 5,21 4,09 141 4,11 1,3703 0,3367 0,6765
Urea mg/dl A 0 6 15,88 8,71 3,56 03 17 27 1,66 2,24 9,35 -0,7882 0,0986 0,6818

Urea mg/dl A [ 6 48,33 20,37 8,32 33 38,5 a7 43,40 3,82 45,52 1,3338 0,2361 0,4795

Urea mg/dl A 12 6 39,50 6,80 2,78 33 36,5 49 38,60 3,66 39,04 0,5696 -1,4416 0,8340

Urea mg/dl B 0 6 32,67 7,06 2,88 23 32 45 31,45 347 32,05 0,6020 0,0767 0,5930

Urea mg/dl B 6 6 28,33 12,09 4,94 13 25 48 24,10 3,27 26,19 0,5235 -0,6511 0,7536

Urea mg/dl B 12 6 29,67 7,99 3,26 17 31 40 27,52 3,36 28,65 -0,3917 -0,7586 0,9976
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5. DISCUSION Y CONCLUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos y basandonos en sus caracteristicas fisico-
quimicas, podemos asegurar que el metronidazol cuando es administrado a la madre a
la dosis indicada se elimina por la leche materna conjuntamente con sus metabolitos
activos. A través de la lactancia llega al neonato pudiendo resolver la diarrea por Giardias
en 48 h sin ocasionar efectos adversos o indeseables en los cachorros. Esto se
contrapone a lo recomendado en personas, donde se suspende la lactancia cuando la
madre es tratada con este farmaco, por considerarse téxico para el bebé (Aurenty y col.
2010), contraponiéndose también a otros autores que establecen que estd
contraindicado el tratamiento con metronidazol durante la lactancia (Plumb Donald,
2010). Con este trabajo hemos comprobado que el metronidazol no es perjudicial en la
lactancia en caninos, lo que quedé demostrado mediante el seguimiento de estos
cachorros desde el primer dia de tratamiento hasta concluir el correspondiente plan
sanitario a los 4 meses, e incluso mas alld en el tiempo, ya que en la actualidad los sigo
atendiendo.

Como conclusion final, podemos considerar a la lactancia un método indirecto
de tratamiento y control de las diarreas neonatales ocasionadas por Giardias sin efectos

adversos para los cachorros ni para la madre.
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