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RESUMEN: Con € objetivo de determinar € efecto del metronidazol 0.1% sobre los niveles de ON,
hemoglobina, hematocrito, indice cardiaco, peso corpora y mortalidad en pollos de carneinducidos a sindrome
ascitico en atura. Fueron utilizados trescientos pollos de carne distribuidos en tres grupos: Nive del mar (criados
anivel de mar), Altura (criados a 3.320 msnm) y Altura-Metronidazol (criados a 3.320 msnm y suplementados
con metronidazol al 0,1% en agua de bebida). Los pollos fueron criados por 42 dias en condiciones similares;
durante este periodo fue evaluada condicion corporal y mortalidad. Cada semana fueron seleccionados siete
pollos de cada grupo para colectar muestras de sangre utilizada en la evaluacion de niveles plasmaticos de
oxido nitrico, hematocrito y hemoglobina, asimismo fueron disecados los corazones de estas aves para evaluar
e indice cardiaco. L os resultados mostraron que grupo Altura-Metronidazol incrementd significativamente los
niveles plasméticos de éxido nitrico los primeros 21 dias de crianza, una mejora en la ganancia de peso y una
reduccion significativa de la mortalidad relacionada al sindrome ascitico en comparacion al grupo Altura; sin
embargo, ninguno de estos grupos mostro resultados comparables a los dd grupo criado a nivel de mar €
cual evidencié megores promedios en ganancia de peso y ninguna mortalidad relacionada al sindrome ascitico.
Los otros pardmetros evaluados no evidenciaron alteraciones significativas. Estos resultados sugieren que €
metronidazol tiene un efecto benéfico en @ control del sindrome ascitico en pollos de carne y podria ser
considerado como donador de Gxido nitrico.
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Effect of metronidazolein broiler chickenswith ascitic syndrome

ABSTRACT: Theaim of this study was to determine the effect of metronidazole on levels of NO , hemoglobin,
hematocrit, heart rate, body weight and mortality in broiler with ascitic syndrome induced by high altitude.
Three hundred broilers chickens were used and distributed in three groups: Sea levd (raised at sea levd),
Altitude (raised at 3320 masl) and Altitude-metronidazole (raised at 3320 mas and supplemented with 0.1%
metronidazol€e). Broiler chickens were bred 42 days under similar conditions. During this period, the body weight
and the mortality were evaluated. Each week, seven broailers from each group were used to collect blood
samples for nitric oxide (NO), hematocrit, and hemoglobin determination. The hearts were dissected for cardiac
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rate evaluation. The Altitude-metronidazole group showed a significant increase to nitric oxide levels in the
first 21 days of the experiment, an improvement in body weight and a significant reduction of mortality related
to the ascitic syndrome, compared with the Altitude group. However, none of these groups showed better
results compared with that of the Sea level group, which demonstrated the best averages in body weight and
no mortality related to the ascitic syndrome. The other parameters evaluated showed no significant alterations.
These results suggest that metronidazole has a beneficial effect in the control of the ascitic syndromein broiler

chickens and could be considered as a nitric oxide donor.

Key words: poultry, ascites, nitric oxide, metronidazole.

INTRODUCCION

En la actualidad la avicultura mundial ha logrado un
incremento significativo de la produccién de carne de-
bido principalmente a una serie de avances relaciona-
dos con el manejo genético, sistemas de alimentacion
y crianza, programas de prevenciony control sanita-
rios, entre otros; este desarrollo tuvo como objetivo
principal conseguir un incremento de la masa muscu-
lar de las aves en el menor tiempo posible; sin embar-
go, este desarrollo no fue similar en los sistemas
cardiaco y respiratorio los cuales no consiguen reali-
zar sus funciones basicas, este desequilibrio puede
originar la presentacion de algunas enfermedades
metabdlicas (1).

Una de estas enfermedades es el sindrome ascitico
la cual se origina por un metabolismo basal alto indu-
cido por una serie de factores climéaticos como la altu-
ray bajas temperaturas, y/o metabdlicos relacionados
a una sobrealimentacion y un incremento rapido de la
masa muscular. Estos factores provocan un incremen-
to de los requerimientos de oxigeno tisular, un aumen-
to del flujo cardiaco e hipertensién pulmonar, desenca-
denando la presentacion de ascitis e hipertrofia cardia-
ca derecha(2). Estos eventos son mas evidentes en
pollos de carne debido a que esta especie posee una
reducida capacidad vascular en drganos vitales como
el corazon y los pulmones (3, 4). La importancia de
este sindrome radica en las pérdidas econdmicas que
representa para la industria avicola mundial estimadas
en un billén de délares americanos (1).

Diversos estudios han relacionado al 6xido nitrico
(ON) con la aparicién del sindrome ascitico, esta mo-
|écula seria responsable de regular la relajacién de la
musculatura lisa de los vasos sanguineos pulmonares
el cual es un factor clave para un adecuado intercam-
bio gaseoso; como consecuencia, variaciones en los
niveles de ON serian determinantes en la patogénesis
de la hipertension pulmonar crénica (5, 6). Angulo et
al. (7) reportaron que pollos de carne criados de mane-
ra artesanal producian niveles elevados de ON en com-
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paracién con los mamiferos, el mismo grupo de inves-
tigacion relaciond las variaciones de los niveles de ON
con la presentacion de ascitis en pollos de carne cria-
dos en una altura superior a 3.000 m sobre el nivel del
mar (8).

Las diversas evidencias de la participacion del ON
en el sindrome ascitico han derivado en el estudio de
sustancias donadoras de esta molécula. El
metronidazol, compuesto nitroimidazolico utilizado en
el tratamiento de infecciones producidas por protozoos
y bacterias anaerobicas, posee un radical -NO, dentro
de su estructura heterociclica (9), el cual podria actuar
como donador de ON. El presente trabajo tuvo como
objetivo determinar el efecto del metronidazol (0,1%)
sobre los niveles de ON, hemoglobina, hematocrito,
indice cardiaco, peso corporal y mortalidad en pollos
de carne inducidos al sindrome ascitico en altura.

MATERIALESY METODOS

Trescientos pollos Cobb-Vantress de un dia de edad
fueron distribuidos aleatoriamente en tres grupos ex-
perimentales: Nivel del mar, criados a nivel del mar;
Altura, criados a 3.320 msnm y Altura-Metronidazol,
criados a 3.320 msnm y suplementados con
metronidazol al 0.1% (Sigma-Aldrich Chemical Co.) en
agua de bebida. Todos los grupos siguieron un mismo
protocolo de crianza. Las aves fueron colocadas en
galpones con temperatura controlada (32°C para el pri-
mer dia de vida y reducida gradualmente hasta alcan-
zar 22 °C a los 21 dias de vida, manteniéndose asi
hasta el final de la crianza), ventilacion controlada (sis-
tema de cortinas y ventiladores) e iluminacioén (ciclo
de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad). La dieta
fue ad libitum a base de alimento comercial (Iniciarina
Purina® desde el dia 1 hasta el dia 21 de edad y
Engordina Purina® desde el dia 21 hasta el dia 42 de
edad), los cuales cumplian los requerimientos
nutricionales para pollos de carne. Para inducir a las
aves al sindrome ascitico los grupos correspondientes
fueron trasladados al Instituto Veterinario de Investiga-



cion del Tropico y de Altura (IVITA) ubicado en el Valle
del Mantaro (Huancayo, Peru), ubicado a una altitud
de 3.320 msnm (10).

Las observaciones experimentales fueron realiza-
daslosdias 7, 14, 21, 28, 35y 42 de crianza mediante
la seleccidn aleatoria de 7 pollos por grupo. El peso de
las aves fue determinado por medio de una balanza
digital y luego del sacrificio (dislocacion cervical) fue-
ron obtenidas muestras de sangre de las venas
yugulares para determinar los valores de ON, hemog-
lobina y hematocrito. Finalmente se procedi6 aretirar
el corazén de cada ave para evaluar el indice cardia-
co.

El 6xido nitrico fue determinado indirectamente a
través de la cuantificacién de nitrito (metabolito esta-
ble), para este objetivo 3-5 ml de sangre con heparina
fueron centrifugados por 10 minutos a 1370 g, poste-
riormente fue realizada la desproteinizacion de 0,8 ml
de plasma separado adicionando 0,6 ml de agua des-
tilada; 0,1 ml de NaOH 0,3M y 0,1 ml de ZnSO, 5%;
esta mescla fue homogenizaday centrifugada por 10
minutos a 1789 g; seguidamente para reducir los nitra-
tos a nitritos fueron adicionandos 5g de cadmio (Sigma-
Aldrich Chemical Co.). Finalmente 1 ml de la solucion
fue mesclada con 0,5 ml de sulfanilamida 1% (Reactivo
de Griess A) y luego de 10 minutos de reposo fue adi-
cionado 0,5 ml de N-1-naftil-etilenediamida
dihidrocloridio 0,1% (Reactivo de Griess B) observan-
dose la formacion de una coloracién rosacea. La
absorbancia del cromdforo fue determinada con un
espectrofotometro UV - VIS LaboMed con una longitud
de onda de 546 nm (11).

Los valores de hemoglobina fueron obtenidos me-
diante el método de la cianometahemoglobina (12) y la
determinacion del valor del hematocrito se obtuvo me-
diante la técnica del microhematocrito llenando tubos
capilares con sangre periférica. El indice cardiaco fue
obtenido mediante la relacion entre el peso del ventriculo
total y el ventriculo derecho, para esto el corazén fue
extraido de la cavidad toracica para luego proceder con
la separacién y pesado de los ventriculos (13).

La mortalidad fue evaluada considerando un n=58
debido a que las aves seleccionadas para la obtencion
de los otros parametros no fueron consideradas; asi,
la mortalidad relacionada al sindrome ascitico fue de-
terminada contabilizando las aves muertas durante el
periodo del experimento y que a la necropsia fueron
encontradas con signos de cardiomegalia,
hidropericardio, ascitis y congestion generalizada los
cuales son compatibles con el sindrome ascitico (14).

Los resultados de peso vivo, ON, hemoglobina,
hematocrito e indice cardiacofueron modelados en un
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disefio completamente al azar con alturas como par-
celas principales, metronidazol como sub-parcelas 'y
dias de evaluacion como sub-subparcelas utilizando el
PROC MIXED de SAS® V 8.01. Las pruebas de
significancia para las comparaciones mencionadas, asi
como el error estandar apropiado para los limites de
confianza de las medias fueron obtenidas a través de
la evaluacion de efectos simples-simples pertinentes.
El efecto de la altura y del metronidazol sobre la mor-
talidad debida al sindrome ascitico fue evaluado me-
diante tablas de contingencia, usando X2 como criterio
de independencia. Todas las pruebas estadisticas usa-
ron 0,05 como nivel de significacion.

RESULTADOS

El efecto del metronidazol sobre los niveles de ON
en los pollos criados en altura fue observado a lo largo
del experimento; el grupo tratado con este farmaco
evidencié niveles altos de ON en la primera semana de
crianza los cuales comenzaron a descender gradual-
mente hasta la cuarta semana cuando empezaron a
equipararse con los valores encontrados en los grupos
criados a nivel del mary a 3.320 msnm que no recibie-
ron tratamiento de metronidazol (Fig. 1).

La crianza en condiciones de altura provocé un
incremento significativo de los niveles de hemoglobi-
na e indice cardiaco durante todo el experimento y
del hematocrito a partir del dia 21en comparacién del
grupo criado a nivel del mar; sin embargo, no fueron
observadas diferencias significativas en estas tres va-
riables entre los grupos Altura y Metronidazol-Altura
(Tabla 1).

La evolucion del peso corporal de los grupos es
apreciada en la Fig. 2, siendo que el grupo criado a
nivel del mar mostro los mejores promedios durante
todo el experimento. En general, los grupos Altura y
Altura-Metronidazol presentaron pesos similares has-
ta las Ultimas dos semanas cuando se observo un li-
gero incremento a favor del grupo tratado con
metronidazol; sin embargo, este incremento no alcan-
z6 los valores de peso del grupo Nivel del mar.

Los grupos criados en altura evidenciaron una alta
mortalidad relacionada al sindrome ascitico siendo que
el grupo Altura fue el que alcanzé el nivel més alto (48/
58) seguida del grupo Altura-metronidazol (29/58); con-
trariamente, la mortalidad asociada al sindrome ascitico
no fue apreciada a nivel del mar (Tabla 2).

DISCUSION

La reduccion paulatina de los niveles plasmaticos
de ON en el grupo criado en altura y tratado con
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FIGURA 1. Evolucion delos nivelesplasméticosde ON (uM/L) en pollosde carnecriados anivel del mar, Altura(3.320
msnm) y Altura—Metronidazol (3.320 msnm con Metronidazol 0.1%). La longitud de las barras de error representan el LC_
de las medias correspondientes (n = 7)./ NO plasmatic levels (WM/L) evolution in Sea level, Altitude (3,320 madl) and
Altitude-metronidazol e (3,320 mad with Metronidazol 0,1%) bred broiler chickens. The length of error barsrepresents
the CL, of the corresponding averages (n = 7).

TABLA 1. Evolucion de los niveles de hematocrito (%), hemoglobina (g/dl) e indice cardiaco en pollos de carne
criados a nivel del mar, Altura (3.320 msnm) y Altura-Metronidazol (3.320 msnm con Metronidazol 0.1%) durante los
42 dias del experimento, expresados en promedio + desvid estandar./ Hematocrit (%), Hemoglobin levels (g/dl) and
cardiaca index evolution in Sea level, Altitude (3,320 mad) and Altitude-metronidazole (3,320 mas with Metronidazol
0,1%) bred broiler chicken during the 42 days of the experiment expressed in average + estandar deviation.

Grupo Grupo Grupo
Nivel del Mar Altura Altura-M etr onidazol
Hematocrito (%)
7 21.42 + 4.04a 18.00+ 3.22a 18.71 + 1.80a
14 26.00 + 1.63a 22.43+5.77a 21.86 + 2.48a
21 28.57 £ 2.44a 38.00 + 4.20b 30.29 + 2.50a
28 27.86 £ 2.04a 40.43 + 4.43b 38.72+6.78b
35 28.43 + 1.90a 43.43 + 4.58b 43.86 + 4.53b
42 28.00 + 1.00a 37.43+ 3.15b 37.71+7.16b
Hemoglobina (g/dL)
7 3.64 + 0.59a 7.40 + 0.46b 7.54 + 0.58b
14 3.74 + 0.35a 9.36 £ 2.27b 8.03 + 0.52b
21 4.97 + 0.82a 9.97 £ 1.20b 7.78 + 0.85¢
28 6.50+ 0.72a 10.39+ 1.17b 11.13+1.97b
35 7.13+ 1.85a 12.53 + 1.28b 12.34 + 1.62b
42 6.77 £ 0.69a 11.24 £ 0.93b 10.3+ 1.80b
indice cardiaco
7 0.18+ 0.02a 0.30 £ 0.03b 0.27 £ 0.02b
14 0.25+ 0.02a 0.36 + 0.02b 0.33+ 0.01c
21 0.25+ 0.03a 0.41 + 0.02b 0.32+ 0.07a
28 0.26 + 0.02a 0.36 £ 0.04b 0.36 + 0.04b
35 0.27 £ 0.02a 0.37 £ 0.07b 0.35+ 0.06b
42 0.27 + 0.03a 0.33+0.07a 0.34+ 0.07a

Letras en mindscula en las filas indican diferencia significativa entre los grupos
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FIGURA 2. Evolucion ddl peso corporal (g) en pollos de carne criados a nivel dd mar Altura (3.320 msnm) y Altura -
Metronidazol (3.320 msnm con Metronidazol 0.1%). Lalongitud delasbarrasdeerror representan € LC,  delasmedias
correspondientes (n = 7)./ Corporal weight (g) in Sea level, Altitude (3,320 magl) and Altitude-metronidazole (3,320
mas with Metronidazol 0,1%) bred broiler chickens. The length of error barsrepresentsthe CL , of the corresponding

averages (n= 7).

TABLA 2. Mortaidad relacionada al sindrome ascitico
durante los 42 dias del experimento (n=58). / Mortality
related to ascites syndrome during the 42 days of the
experiment (n=58).

Grupo Grupo Grupo
Dias Nivel ded Mar Altura Altura-Metronidazol
7 0 0 0
14 0 6 3
21 0 7 6
28 0 14 13
35 0 11 5
42 0 10 2
Total 0 48 29

metronidazol desde el inicio del experimento sugiere
un fendmeno de consumo de ON por el organismo del
ave, posiblemente siendo utilizado en un intento por
regular el tono vascular. Recientemente fue postulado
gue una inadecuada produccion de ON seria el evento
primario en la patogénesis de la hipertension pulmonar
en aves expuestas a hipoxia crénica (6).

El uso de metronidazol como posible donador de
ON en casos de inflamacion intestinal aguda fue estu-
diado en ratas, encontrandose que la administracion
de este farmaco incrementaba los valores de ON ejer-
ciendo un efecto protector y antiinflamatorio (15, 16).
El mecanismo de accion del metronidazol como dona-
dor de 6xido nitrico no ha sido determinado con preci-
sion; sin embargo, se ha postulado que la liberacion
de ON estaria relacionada a la reduccion del radical
NO,- presente en los farmacos del grupo de los

nitroimidazoles (17), los cuales son capaces de pro-
ducir compuestos intermediarios nitrogenados que fun-
cionarian como agentes antimicrobianos. Esta teoria
fue corroborada cuando fue utilizado un nitroimidazol
experimental (PA-824) para el tratamiento de tubercu-
losis, el cual luego de ser activado por una enzima
nitroreductasa generé una serie de metabolitos con
efectos antimicrobianos, incluyendo al ON (18,19).

Elincremento de la hemoglobina debido a la crian-
za en altura fue esperado. La baja presién parcial de
oxigeno condiciona una mayor produccion de
eritrocitos, los cuales son liberados rdpidamente a la
circulacién; sin embargo, la mayoria de éstos son
inmaduros y su capacidad para fijar oxigeno es reduci-
da, lo que indica que la cantidad de eritrocitos no ne-
cesariamente contribuiria en la regulacion de capta-
cion de oxigeno (20). Con referencia al hematocrito,
los resultados hacen suponer que el mecanismo por el
cual el ave regula la eritropoyesis no estéa relacionado
directamente a los efectos del ON. Algunos investiga-
dores observaron valores altos de hematocrito (31.5%)
en pollos sanos sometidos a condiciones que predis-
ponen el sindrome ascitico (21).

El metronidazol no modificé significativamente los
valores de indice cardiaco de los pollos criados en al-
tura. Los valores altos de indice cardiaco estan aso-
ciados a condiciones de ascitis e hipertrofia cardiaca,
en pollos de carne valores de indices cardiacos supe-
riores a 0,37 estan relacionados a ascitis (22). Un ex-
perimento determind que pollos de carne provenientes
de granjas ubicadas en diferentes altitudes (1.676,
2.353 y 2.680 msnm) presentaron valores pesos de
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ventriculo derecho iguales o superiores al ventriculo
izquierdo en aves con signos de sindrome ascitico (23).

El comportamiento productivo de las aves evalua-
das en este estudio refleja el efecto de la altura y del
metronidazol sobre el ON plasmatico, hemoglobina,
hematocrito e indice cardiaco. El efecto del metronidazol
como donador de ON hizo posible que los pollos de
carne utilicen esta molécula para revertir la reduccion
de la capacidad de ventilacion pulmonar, mejorando el
intercambio gaseoso, lo cual se tradujo en un aumen-
to del peso vivo (24).

Los resultados presentados en este experimento
son comparables con otros estudios; asi, pollos de
carne criados en ambientes con inadecuada cantidad
de O, mostraron una disminucion significativa en la
ganancia de peso y consumo de alimento (25); asi-
mismo, pollos criados a una altura inferior (1.940 msnm)
mostraron variaciones en ganancia de peso y consu-
mo de alimento, concluyendo que la alta demanda
metabdlica sumado a la insuficiente disponibilidad de
oxigeno por la altura, son los factores mas importan-
tes para la presentacion del sindrome ascitico (26).

El grupo tratado con metronidazol y criado en altura
presentd una reduccion de la mortalidad lo cual sugiriere
gue este farmaco tuvo algun efecto en el control del
sindrome ascitico. Es evidente que la alta mortalidad
relacionada con el sindrome ascitico observada en nues-
tro experimento (48/58) fue debida a la altura; en estas
condiciones, la baja presién parcial del oxigeno atmos-
férico podria producir una vasoconstriccion pulmonar lo
cual incrementaria la resistencia vascular provocando
una hipertrofia ventricular derecha resultando en la pre-
sentacion del sindrome ascitico (10). La mortalidad re-
lacionada con la altura también fue observada por inves-
tigadores mexicanos que realizaron una recopilacion de
datos en varias granjas comerciales de pollos de carne
ubicadas a 2.216 msnm encontrando un 5,4% de mor-
talidad asociada al sindrome ascitico y méas evidente en
aves de 21 dias de edad, tiempo en el cual el crecimien-
to es mas acelerado (27). Por otra parte, otro grupo de
investigacion reporté una mortalidad de 44% relaciona-
da afalla cardiaca e hipertensién pulmonar en pollos de
carne criados a 2.600 msnm (28).

El metronidazol incrementd significativamente los
niveles plasmaticos de ON los primeros 21 dias de
crianza; asimismo mejoré la ganancia de peso y redu-
jo significativamente la mortalidad relacionada al sin-
drome ascitico; sin embargo, mejores promedios
para estos parametros fueron observados en pollos
criados a nivel del mar. Estos resultados nos hacen
pensar en un rol benéfico del metronidazol como un
posible donador de ON.
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