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RESUMEN

Efecto de sarolaner en el microbioma intestinal de perros de la Ciudad de
México

José David Torres Cruz

El aparato digestivo de los mamiferos alberga una microbiota que incluye bacterias,
arqueas, hongos, protozoarios y virus. El contenido genético de estos
microorganismos se define como microbioma intestinal. De los componentes del
microbioma intestinal, el bacteriano es el mas grande y realiza funciones metabdlicas
e inmunologicas vitales. Los cambios en la composicion de la microbiota y su
consecuente funcion anormal (disbiosis) se han relacionado con enfermedades
gastrointestinales y sistémicas. Estos cambios pueden ser provocados por la
administracion de farmacos. Sarolaner es un farmaco de la familia de las isoxazolinas
que es indicado en perros para el tratamiento de infestaciones por pulgas, garrapatas
y acaros. Considerando el efecto antibacteriano in vitro que tienen estos farmacos, se
planteo este estudio cuyo objetivo fue determinar el efecto de la administracion oral de
sarolaner en el microbioma intestinal de perros sanos de la Ciudad de México. La
presente investigacion se realizo en el Hospital Veterinario DERMAVET, el cual se
encuentra ubicado en la Ciudad de México, México. En este estudio experimental se
muestrearon por conveniencia a cinco perros clinicamente sanos de razas, edades y
pesos diferentes a los que se les administré sarolaner por via oral a dosis Unica de 2-
4 mg/kg segun el peso de cada perro. Se realizaron dos muestreos de heces de los
perros (dias 1y 30 (antes y después del tratamiento)), recolectando una muestra por
perro por dia para analizar en total 10 muestras de heces. Los resultados mostraron la
disminucién de la diversidad y cantidad de bacterias de las familias Bacteroidaceae y
Prevotellaceae del microbioma intestinal de los perros tratados. Se concluy6 que estos
cambios podrian influir en su salud considerando que estos microorganismos
presentan funciones metabdlicas e inmunolégicas importantes y pertenecen al phylum
Bacteroidetes, uno de los 3 phyla bacterianos mas representativos de los perros sanos.

Palabras clave: microbioma intestinal, sarolaner, perros, efecto.



ABSTRACT
Effect of sarolaner on the intestinal microbiome of dogs in Mexico City
José David Torres Cruz

The mammalian digestive tract harbors a microbiota that includes bacteria, archaea,
fungi, protozoa and viruses. The genetic content of these microorganisms is defined as
the gut microbiome. Of the components of the gut microbiome, the bacterial
microbiome is the largest and performs vital metabolic and immunological functions.
Changes in the composition of the microbiota and its consequent abnormal function
(dysbiosis) have been linked to gastrointestinal and systemic diseases. These changes
can be triggered by the administration of drugs. Sarolaner is a drug of the isoxazoline
family that is indicated in dogs for the treatment of flea, tick and mite infestations.
Considering the in vitro antibacterial effect of these drugs, the objective of this study
was to determine the effect of oral administration of sarolaner on the intestinal
microbiome of healthy dogs in Mexico City. The present investigation was carried out
at the DERMAVET Veterinary Hospital, which is located in Mexico City, Mexico. In this
experimental study, five clinically healthy dogs of different breeds, ages and weights
were sampled by convenience and administered sarolaner orally at a single dose of 2-
4 mg/kg according to the weight of each dog. Two stool samples were taken from the
dogs (days 1 and 30 (before and after treatment)), collecting one sample per dog per
day to analyze a total of 10 stool samples. The results showed a decrease in the
diversity and quantity of bacteria of the Bacteroidaceae and Prevotellaceae families in
the intestinal microbiome of the treated dogs. It was concluded that these changes
could influence their health considering that these microorganisms present important
metabolic and immunological functions and belong to the phylum Bacteroidetes, one
of the 3 most representative bacterial phyla of healthy dogs.

Keywords: intestinal microbiome, sarolaner, dogs, effect.



INTRODUCCION

El microbioma intestinal estd compuesto por bacterias, arqueas y organismos
eucariotas que residen en el tracto gastrointestinal (Gl) (Garcia-Mazcorroa vy
Minamotob, 2013). Pilla y Suchodolski (2021) informaron que los microorganismos
contribuyen al metabolismo del huésped, protegen contra los patégenos y regulan al
sistema inmunitario; por su parte, los metabolitos bacterianos regulan vias importantes
como la produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC), la desconjugacion y
deshidroxilacién de acidos biliares, la producciéon de neurotransmisores como la
serotonina y el acido gamma-aminobutirico (GABA), y compuestos antiinflamatorios
como los indoles, ejerciendo un efecto sobre 6rganos como el cerebro, la piel y los
musculos.

Las funciones del microbioma intestinal pueden resultar afectadas por cambios en su
composicion, lo cual se define como disbiosis intestinal, y provoca una alteracion de
las vias metabdlicas microbianas (Ziese y Suchodolski, 2021). Barko et al. (2018)
demostraron que la administracion de farmacos puede afectar esta composicién. Uno
de los medicamentos cuyo efecto en el microbioma ha sido estudiado es el
metronidazol, el cual es un antibiético y antiprotozoario que se prescribe en pequefas
especies para el tratamiento de infecciones anaerobias, giardiasis y otras infecciones
protozoarias; este medicamento puede tener efectos sobre el sistema inmunitario
modulando las respuestas inmunitarias mediadas por células (Tennat, 2012). Un
estudio realizado por Igarashi et al. (2014) en perros sanos indica que la reduccién de
bacterias patdégenas y el aumento de bacterias beneficiosas mediante la
administracion de metronidazol pueden ser benéficos para promover la salud Gl.

Las isoxazolinas son una clase de ectoparasiticidas con actividad inhibidora de los
canales de cloruro activados por el glutamato y el acido gamma-aminobutirico (GABA)
del sistema nervioso de los invertebrados (Zhou et al., 2022). De acuerdo con estos
autores, los miembros de esta clase son afoxolaner, fluralaner, sarolaner y lotilaner,
los cuales tienen actividad contra pulgas, garrapatas y acaros. El objetivo del presente
estudio es evaluar el efecto de la administracién oral de sarolaner en el microbioma
intestinal de perros sanos de la Ciudad de México.




ANTECEDENTES

Microbioma intestinal

El tracto Gl de los mamiferos alberga una microbiota muy compleja que incluye
bacterias, arqueas, hongos, protozoos y virus (principalmente bacteriéfagos). El
contenido genético de estos microorganismos se define como microbioma intestinal
(Suchodolski, 2011).

El microbioma instestinal es un ecosistema conformado por muchas especies de
microorganismos que presentan funciones en comun, lo cual representa una
importante caracteristica evolutiva, ya que si una sola especie realizara una funcion
esencial, cualquier afeccion (como un tratamiento con antibiéticos) a esa especie
privaria al huésped de esa funcién. Por lo tanto, son necesarias multiples especies
para la resistencia del microbioma y una mayor riqueza de especies se considera
un indicador de un microbioma saludable (Lozupone et al., 2012). Pilla vy
Suchodolski (2021) a través de un analisis de literatura concluyeron que, de los
componentes del microbioma intestinal, el bacteriano es el mas grande y presenta
funciones digestivas esenciales, como la fermentacion de las fibras.

Bacterias intestinales de los perros

El microbioma intestinal de los perros sanos estd codominado por tres phyla
bacterianos: Firmicutes, Bacteroidetes y Fusobacteria (Middelbos et al., 2010;
Hand et al., 2013), los cuales se muestran en el cuadro 1. Dentro de esta
comunidad bacteriana principal, una gran cantidad de taxones importantes
pertenecen al phylum Firmicutes, incluyendo Clostridia y Bacilli (Garcia-Mazcorro
et al., 2011; Garcia-Mazcorro et al., 2012), muchos de los cuales son productores
de acidos grasos de cadena corta (AGCC), como Faecalibacterium. Bacteroidetes
es otro phylum importante, incluyendo Prevotella y Bacteroides, cuya abundancia
es muy variable entre los perros (Vazquez-Baeza et al., 2016).

El género Fusobacterium se asocia normalmente con la salud de los perros, en
cuyo tracto Gl se suelen encontrar especies como F. mortiferum y F. perfoetens
(Kim et al., 2019).

Las proteobacterias y actinobacterias también se identifican con frecuencia y
suelen colonizar el intestino delgado (ID). En condiciones fisiologicas se presentan
en menor numero que el resto de los phyla. Por ejemplo, los miembros de la familia
Enterobacteriaceae (como Escherichia coli) son anaerobios facultativos, lo que les
permite aprovechar el oxigeno disponible en el ID (Pilla y Suchodolski, 2021).




Cuadro 1. Taxones bacterianos importantes en el microbioma fecal de perros, organizados segun la

taxonomia de la base de datos Greengenes.

Phylum Clase Familia Geénero/Especie
Actinobacteria Coriobacteriia Coriobacteriaceae Collinsella
Bacteroidetes Bacteroidetes Prevotellaceae Prevotella
Bacteroidaceae Bacteroides
Firmicutes Clostridia Clostridiaceae Clostridium
Ruminococcaceae Faecalibacterium
prausnitzii
Peptostreptococcaceae Peptostreptococcus
Lachnospiraceae Blautia
Bacilli Veillonellaceae Megamonas
Streptococcaceae Streptococcus
Lactobacillaceae Lactobacillus
Turicibacteraceae Turicibacter
Fusobacteria Fusobacteriia Fusobacteriaceae Fusobacterium
Proteobacteria Betaproteobacteria Alcaligenaceae Sutterella
Gammaproteobacteria Enterobacteriaceae E. coli

(Pilla y Suchodolski, 2021).

Funciones del microbioma intestinal.

La composicion y la actividad de la microbiota intestinal dependen de una compleja
interaccidn entre el genoma, la nutricién y el estilo de vida del huésped (Nicholson
etal., 2012). Por su parte, el genoma microbiano confiere capacidades metabdlicas
que superan las del organismo huésped por si solo, lo cual implica que el
microbioma intestinal sea un participante fundamental en la fisiologia del huésped
(Barko et al., 2018). Esta relacién mutuamente beneficiosa entre el organismo y su
microbiota tiene como resultado la produccién de metabolitos microbianos, los
cuales contribuyen a la aptitud evolutiva del huésped (Hosokawa et al., 2006).

El microbioma participa en procesos fisiolégicos e inmunolégicos vitales, como la
homeostasis energética y el metabolismo, la sintesis de vitaminas y otros
nutrientes, la sefalizacion endocrina, la prevencién de la colonizacién de
enteropatogenos, la regulacion de la funcién inmunitaria y el metabolismo de los
compuestos xenobidticos (Nicholson et al., 2012; Wilson y Nicholson, 2015).

La microbiota determina el desarrollo del sistema inmunitario y éste, a su vez,
determina la composicion de la microbiota. Esta interrelacion entre los microbios y
el sistema inmunitario del huésped implica una amplia variedad de vias de
sefalizacion en las que intervienen diversas clases de moléculas. Estos procesos
mediados por el sistema inmunitario en conjunto con las interacciones quimicas
entre el microbio y el huésped, actuan sobre estructuras digestivas, musculares y
nerviosas (Nicholson y Wilson, 2003).




El organismo y su microbiota intestinal producen diversas moléculas durante el
metabolismo de alimentos y compuestos xenobidticos, las cuales desempenan
funciones esenciales en la interaccion quimica entre las células del huésped y sus
simbiontes microbianos (Nicholson et al., 2012). La fibra dietética (hidratos de
carbono complejos) puede ser digerida y posteriormente fermentada en el colon
por los microbios intestinales en AGCC como acetato y propionato, que son
transportados por el torrente sanguineo a diversos érganos en los que son
utilizados como sustratos para la oxidacion, la sintesis de lipidos y el metabolismo
energético, en particular por los hepatocitos, que utilizan el propionato para la
gluconeogénesis (Wong et al., 2006; Samuel et al., 2008). Grider y Piland (2007)
demostraron que los AGCC estimulan la motilidad y el transito intestinal.

Disbiosis.

La mayoria de los perros con enfermedades Gl presentan disbiosis concurrente
(AlShawagfeh et al., 2017; Marsilio et al., 2019). Aunque los patrones de disbiosis
generalmente difieren entre las enfermedades agudas y cronicas, existen
similitudes en todas las condiciones (Jalanka-Tuovinen et al., 2011), como el
aumento de bacterias de la familia Enterobacteriaceae, que es una caracteristica
distintiva de disbiosis en perros (Vazquez-Baeza et al., 2016) y se asocia con
enfermedades tanto intestinales como extraintestinales (Xenoulis et al., 2008;
Suchodolski et al., 2010; Minamoto et al., 2019).

El microbioma es dinamico y esta sujeto a cambios durante la vida del huésped en
respuesta a factores como la dieta, el medio ambiente, los tratamientos médicos y
los estados de enfermedad (Barko et al., 2018).

Las causas por las que se desarrolla la disbiosis se mencionan en el cuadro 2. La
disbiosis puede causar una alteracién de la barrera intestinal, lo que aumenta la
susceptibilidad para la translocacion de microorganismos patégenos, toxinas o
antigenos alimentarios. El sistema inmunitario también puede resultar afectado, lo
cual promueve procesos proinflamatorios (Levy et al., 2017). Los metabolitos
bacterianos pueden aumentar o disminuir y, dependiendo de su actividad
fisiologica, esto puede afectar a la salud del huésped (Duboc et al., 2013),
provocando enteritis a través del dismetabolismo de los acidos biliares (Giaretta et
al., 2018; Guard et al., 2019), la disminuciéon de la produccién de moléculas
antiinflamatorias como los AGCC (Minamoto et al., 2019; Park et al., 2020; Duscha
et al., 2020) y los indoles (Bansal et al., 2010; Waclawikova y El Aidy, 2018).




Cuadro 2. Afecciones que pueden provocar disbiosis intestinal.

Anomalias anatémicas
Asas ciegas
Estenosis o adherencias del intestino delgado
Reseccion quirdrgica de la valvula ileocecal
Neoplasia
Cuerpos extrafios

Trastornos de motilidad

Hipotiroidismo

Neuropatia autonémica diabética

Esclerodermia

Complejos motores migratorios anormales
Disminucion de la produccion de acido gastrico

Gastritis atréfica

Administracién de farmacos supresores de la acidez (blogueadores H,, omeprazol)
Insuficiencia pancreatica exécrina

Disminucién de la produccion de factores antimicrobianos pancreaticos

Aumento del sustrato no digerido en el lumen que estimula un sobrecrecimiento bacteriano
Enteropatias crénicas

La enteritis favorece las condiciones aerébicas y los cambios de pH en la mucosa

La reduccién de la capa de moco permite la adhesion de bacterias a la mucosa
Varios

Disminucion de la inmunidad de la mucosa

Inducida por antibiéticos (metronidazol, tilosina)

Dietas ricas en grasas y proteinas, y deficientes en fibra (aumento de E. coli y Clostridium perfringens)

(Ziese y Suchodolski, 2021).

Efecto de la administracion de farmacos en el microbioma intestinal

Los farmacos pueden tener efectos en la composicién y funcién de la microbiota Gl
de especies de mamiferos (Liepman et al., 2022). Estos efectos pueden resultar
benéficos o nocivos para el huésped (Walsh et al., 2018). Los pacientes pediatricos
y gerontes son los mas susceptibles a presentar reacciones adversas a los
farmacos (Turnheim, 2003).

Se ha determinado el efecto de la admnistraciéon de farmacos en el microbioma
intestinal de diversas especies. Liepman et al. (2022) observaron que la aplicacion
intravenosa de antibidticos (ceftiofur y enrofloxacina) en equinos disminuye la
diversidad y cantidad bacterianas. Un estudio realizado por Igarashi et al. (2014)
en caninos indica que la administracién oral de prednisolona no provoca ningun
efecto en la composicion del microbioma.

Se ha determinado el efecto de la admnistracion de metronidazol en la composicion
y funcion del microbioma intestinal de la especie canina. Un estudio realizado por
lgarashi et al. (2014) en perros Beagle clinicamente sanos, con una media de edad
de 4 afios, indica que la administracion oral de este farmaco a dosis de 12.5 mg/kg
cada 12 horas por 14 dias, disminuy6 la diversidad y cantidad de bacterias
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entéricas, lo cual fue revertido por completo 28 dias despues de interrumpir la
administracion del farmaco. Este estudio indica que su efecto puede mejorar la
salud digestiva mediante la reduccion de bacterias patdogenas y el aumento de
bacterias beneficiosas. Pilla et al. (2020) observaron que en perros sanos de entre
1y 10 afos de edad, la administracion oral de esta sustancia activa a dosis de 15
mg/kg empleando la frecuencia y duracion del tratamiento descrito previamente,
disminuy6 la cantidad de bacterias importantes para la salud Gl, como las del
phylum Fusobacteria, lo cual no fue revertido en su totalidad 28 dias después de la
interrupcidn del medicamento. Por lo tanto, este estudio concluye en que su
prescripcion en perros debe ser realizada con mayor cuidado.

Se ha determinado también el efecto de la administracion de farmacos
antiparasitarios en el microbioma intestinal de caninos. Un estudio realizado por
Fujishiro et al. (2020) en perros adultos Beagle clinicamente sanos, con giardiasis
y criptosporidiasis subclinicas (n=6; 3 hembras y 3 machos) (parte 1), y en perros
adultos clinicamente sanos (de cualquier peso, sexo o raza con una edad superior
a 9 meses e inferior a 10 afos), sin giardiasis ni criptosporidiasis (n=19; grupo de
tratamiento (n=9) y grupo testigo (no tratado) (n=10)) (parte 2), indica que la
administracion oral de un producto comercial constituido por febantel, pirantel y
praziquantel a dosis de 27.8-34.2 mg/kg, 5.6-6.9 mg/kg y 5.6-6.9 mg/kg,
consecutivamente, cada 24 horas por 3 dias (parte 1), y la administracion oral de
fenbendazol a dosis de 50 mg/kg cada 24 horas por 5 dias (parte 2), no provocan
cambios significativos en la diversidad o en la abundancia relativa de especies
bacterianas.

Hoffman et al. (2007) demostraron a través de un estudio in vitro que la
nitazoxanida es un inhibidor no competitivo de la enzima piruvato ferredoxina
oxidorreductasa (PFOR) de Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolytica, Giardia
intestinalis, Clostridium difficile, C. perfringens, Helicobacter pylori y Campylobacter
jejuni, y es débilmente activo contra la piruvato deshidrogenasa de E. coli. La diana
bioquimica de este farmaco antiparasitario es la enzima responsable de la
descarboxilacion oxidativa del piruvato a acetil coenzima A (acetil-CoA) y CO2
(White, 2004; Hoffman et al., 2007), por lo que el ciclo del acido tricarboxilico resulta
afectado, ya que disminuye el suministro de acetil-CoA para que éste continue,
obligando al microorganismo a utilizar fuentes alternativas de acetil-CoA como la
oxidacion de acidos grasos y el catabolismo de proteinas (Isac et al., 2016).
Ademas, el exceso de piruvato induce acidosis debido a un aumento de las
concentraciones de lactato que también induce la gluconeogénesis (lsac et al.,
2016).

Isoxazolinas

Se han realizado estudios para evaluar la eficacia y seguridad de las isoxazolinas
contra varios tipos de ectoparasitos, demostrando que presentan caracteristicas
unicas de rapida absorcion, efecto ectoparasiticida prolongado y actividad de
amplio espectro contra pulgas, garrapatas y acaros. Estos ectoparasiticidas se
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comercializan como tabletas palatables para caninos aprobadas por Ia
Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA).
Fluralaner también esta disponible en forma topica para perros y gatos. Ademas de
su uso aprobado por la FDA contra las pulgas y garrapatas comunes, las
isoxazolinas comercializadas han demostrado experimental y clinicamente su
eficacia en el tratamiento de las infestaciones por acaros (Zhou et al., 2022).

Efecto antibacteriano de las isoxazolinas

Las isoxazolinas son heterociclos insaturados de cinco miembros que contienen
tres atomos de carbono, uno de nitrégeno y atomos de oxigeno (adyacentes) entre
si (Kotian et al., 2020). Los heterociclos que contienen atomos de nitrégeno y
oxigeno se consideran andamiajes utiles para la sintesis de moléculas
biolégicamente activas y cristales liquidos (Kotian et al., 2016; Fritsch et al., 2020).
Entre estas clases de compuestos, las isoxazolinas ocupan un lugar destacado en
la quimica bioorganica por sus diversas aplicaciones biolégicas. Se ha descrito su
actividad anticancerigena (Byrappa et al., 2019), antipaludica (Tang et al., 2020),
antimicrobiana (Mohsen et al., 2018), antioxidante (Gul vy Eryilmaz, 2019),
inhibidora de enzimas (Rodriguez et al., 2020), ectoparasiticida (\Weber y Selzer,
2016) e insecticida (Guo et al., 2019).

Un estudio in vitro realizado por Mohsen et al. (2018) a partir de derivados de
isoxazolina indica que estos farmacos a dosis de 2 mg/mL utilizando DMSO como
disolvente, muestran una actividad entre moderada y potente contra Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Streptococcus spp.,
siendo su diana bioquimica el sitio activo de la enzima L-glutamina: D-fructosa-6-
fosfato amidotransferasa (glucosamina-6-fosfato sintasa) al cual se unen a través
de ligandos, interfiriendo de esta manera con la glucdlisis.

Sarolaner

Sarolaner es la sustancia activa del producto comercial Simparica, el cual es un
comprimido masticable con un sabor agradable (EMA, 2015).

Indicaciones de uso

Sarolaner es un acaricida e insecticida de la familia de las isoxazolinas que es
indicado en perros para el tratamiento de infestaciones por pulgas
(Ctenocephalides felis y C. canis), garrapatas (Dermacentor reticulatus, Ixodes
hexagonus, I. ricinus y Rhipicephalus sanguineus) y acaros (Sarcoptes scabiei,
Otodectes cynotis y Demodex canis) (EMA, 2015).
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Precauciones especiales de uso

Todos los datos de eficacia y seguridad han sido adquiridos con cachorros de 8
semanas de edad o mas y de 1.3 kg de peso o mas. El uso de este medicamento
veterinario en cachorros menores de 8 semanas de edad o de menos de 1.3 kg de
peso debera basarse en una evaluacion beneficio-riesgo realizada por el médico
veterinario responsable (EMA, 2015).

Reacciones adversas

Signos gastrointestinales leves y transitorios (vomito y diarrea) se han reportado en
muy raras ocasiones. Trastornos neuroldgicos transitorios como temblores, ataxia
o convulsiones pueden ocurrir en muy raras ocasiones. Estos signos normalmente
se resuelven sin tratamiento (EMA, 2015).

Posologia

El medicamento veterinario se administra por la via oral de acuerdo con el cuadro
3 para asegurar una dosis de 2-4 mg/kg de peso corporal. El farmaco se administra
una vez al mes con o sin alimento (EMA, 2015).

Cuadro 3. Dosis de comprimidos de sarolaner para perros.

Peso (kg) Concentracion del comprimido NUmero de comprimidos a
(mg de sarolaner) administrar
1.3-25 5 1
>2.5-5 10 1
>5-10 20 1
>10-20 40 1
>20-40 80 1
>40-60 120 1
>60 Combinacién apropiada de comprimidos

(EMA, 2015).

Sobredosificacion

No se han observado reacciones adversas tras la administracion oral a cachorros
de 8 semanas a dosis de 4 mg/kg en 10 ocasiones en intervalos de 28 dias. En
grupos sobredosificados, se observaron signos neurolégicos transitorios y auto-
limitantes en algunos animales: temblores moderados a una dosis 3 veces superior
a la dosis maxima y convulsiones a una dosis 5 veces superior a la dosis maxima
(EMA, 2015).
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Farmacodinamia

El acido gamma-aminobutirico es el principal neurotransmisor inhibitorio en el
sistema nervioso central (SNC) de los vertebrados (Gassel et al., 2014; Krnjevic,
2004; Krnjevi¢, 2010), asi como en el sistema nervioso periférico (SNP) de los
invertebrados (Lunt, 1991). Los receptores GABA son miembros de la superfamilia
Cys-loop vinculada a los canales de cloruro (Sine v Engel, 2006). Estos receptores
tienen cinco subunidades transmembrana, cada una formada por cuatro hélices
transmembrana. Weber y Selzer (2016) indicaron que las subunidades helicoidales
son el objetivo de las isoxazolinas, aunque no identificaron el sitio preciso de
inhibicion. La variacion en la disposicion y sustitucion de estas subunidades es
responsable de la diferente accion de cada isozaxolina dirigida al receptor y de su
grado de seguridad en vertebrados. Gassel et al. (2014) demostraron que existe
una preferencia de las isoxazolinas por los receptores GABA de los invertebrados
frente a los de los vertebrados. Estos autores también indican que el canal de
cloruro activado por glutamato, un canal idénico activado por ligando exclusivo de
los invertebrados, es otro objetivo de estos farmacos. EI GABA vy el glutamato
ejercen sus acciones estimulando la afluencia de cloruro en las terminales
postsinapticas, causando hiperpolarizacion, impidiendo la generacion de un
potencial de accion. Las isoxazolinas inhiben esta accion moduladora uniéndose a
las terminales postsinapticas, impidiendo la afluencia de cloruro, lo que provoca
despolarizacion/hiperexcitacion, paralisis y muerte del parasito (Gassel et al., 2014;
Ozoe et al., 2010).

Farmacocinética

Tras la administracion oral, la biodisponibilidad de sarolaner es superior al 85%. El
estado de alimentacién del perro no afecta significativamente el grado de su
absorcién. La unién a proteinas plasmaticas in vitro es de 299.9%. Los residuos
derivados del farmaco se distribuyen ampliamente por los tejidos. La ruta de
excrecion primaria es la excrecioén biliar de la molécula parental, y la eliminacion se
realiza a través de las heces (EMA, 2015).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El microbioma intestinal realiza funciones vitales para el metabolismo y la
inmunidad del huésped. Los cambios en la composicidn de la microbiota y su
consecuente funcién anormal (disbiosis) se han asociado con enfermedades
gastrointestinales y sistémicas. Estos cambios pueden ser provocados por la
administracién de farmacos como las isoxazolinas, cuyo efecto antibacteriano in
vitro ha sido estudiado, demostrando que puede ser entre moderado y potente.
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JUSTIFICACION

Las isoxazolinas presentan caracteristicas de rapida absorcion, efecto
ectoparasiticida prolongado y de amplio espectro. Sarolaner es un farmaco de la
familia de las isoxazolinas que es indicado en perros para el tratamiento de
infestaciones por pulgas, garrapatas y 4acaros. Considerando el efecto
antibacteriano in vitro que tienen estos farmacos, se plantea un estudio para
determinar el efecto de la administracién oral de sarolaner en el microbioma
intestinal de perros sanos de la Ciudad de México, lo cual puede contribuir a la
toma decisiones terapéuticas acertadas.
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HIPOTESIS

La administracion oral de sarolaner modifica la diversidad y cantidad de bacterias del
microbioma intestinal de perros sanos de la Ciudad de México.
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OBJETIVOS

1.1.

1.2.

Objetivo general
Evaluar el efecto de la administraciéon oral de sarolaner en el microbioma
intestinal de perros sanos de la Ciudad de México.

Objetivos especificos
1- Comparar el microbioma intestinal de perros sanos tratados con sarolaner.
2- Correlacionar la diversidad y cantidad de bacterias intestinales con los dias de
administracion del farmaco.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio.

El presente estudio se realizé en el Hospital Veterinario DERMAVET, el cual se
encuentra ubicado la Ciudad de México, México (al norte 19°35'34"; al sur
19°02'54" de latitud norte; al este 98°56'25"; al oeste 99°21'54" de longitud oeste),
ciudad con una extension de 1,494.3 km? cuya mayor parte de territorio presenta
un clima templado subhumedo (87%), mientras que el resto tiene un clima seco y
semiseco (7%), y templado humedo (6%); con lluvias en verano y temperatura
media anual de 16°C, maxima superior de 25°C de marzo a mayo y minima de
aproximadamente 5°C en enero; la precipitacion total anual es variable, siendo en
la region seca de 600 mm y en la parte templada humeda de 1,200 mm. (INEGI
2020).

Tipo de estudio y tamano de muestra.

Se muestrearon por conveniencia a cinco perros clinicamente sanos, con
resultados de hemograma, quimica sanguinea, estudio coproparasitoscépico (con
tincion de lugol) y urianalisis dentro de los valores de referencia (lgarashi et al.,
2014) y empleados para trasplante fecal en el Hospital Veterinario DERMAVET.
Cada perro representa una unidad experimental al tratarse de razas, edades y
pesos diferentes que se mencionan en el cuadro 4. Tres meses antes del estudio
no se les administré ningun farmaco y durante todo el periodo de este cada uno
contd con su dieta particular (Igarashi et al., 2014). El cambio de dieta, la
administracion de otros farmacos y cualquier tipo de enfermedad fueron
considerados factores de exclusion de los perros. El farmaco se administré por via
oral a dosis unica de 2-4 mg/kg segun el peso de cada perro (EMA, 2015). Se
realizaron dos muestreos de los perros (dias 1 y 30 (antes y después del
tratamiento)) (lgarashi et al., 2014), recolectando una muestra por perro por dia
para analizar en total 10 muestras de heces. Los perros vivieron con sus
respectivos duefios durante el tiempo del estudio.

Cuadro 4. Raza, edad, peso y sexo de los perros incluidos en el estudio.

Perro (#) Raza Edad Peso Sexo
2 Pastor Australiano 5 afios 22.3 kg Macho (castrado)
3 Mestizo 4 afios 15.6 kg Hembra (castrada)
4 Chihuahuefio 2 afios 4.4 kg Hembra (castrada)
5 Antiguo Pastor Inglés 5 afios 39.8 kg Hembra (no castrada)
6 Mestizo 3 afios 4.4 kg Hembra (no castrada)
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Recoleccion de muestras.

Se tomaron muestras de heces firmes, las cuales fueron partidas con abatelenguas
para recolectar del centro cuatro gramos de heces por muestra. Las muestras
colectadas se colocaron en tubos de criopreservacion con RNAlater, se
almacenaron en refrigerador y después fueron enviadas en contenedores a 4°C
con refrigerantes al laboratorio, donde se analizaron posteriormente (Igarashi et al.,
2014).

Extraccién y cuantificacion de ADN metagendmico.

Las heces conservadas en RNAlater se centrifugaron a 16,000 g durante 1 minuto
para peletizarlas y extraer la mayor cantidad posible del sobrenadante. Los pellets
se resuspendieron en 1 ml de DNA/RNA Shield, colocando aproximadamente 200
mg de muestra fecal, segun las recomendaciones de Zymo Research. La
extraccion del ADN metagendmico se realizd con el kit ZymoBiomics® (#cat.
D4300T) siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad y cantidad de ADN
se determiné con un NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Waltham, WA). Las
concentraciones obtenidas de ADN metagendémico se situaron entre 7.1 y 29.3
ng/uL.

Secuenciacion y analisis bioinformatico.

Preparacion de la biblioteca de secuenciacion.

Las muestras de ADN se prepararon para secuenciacion dirigida con el kit Quick-
16S™ Plus NGS Library Prep Kit (Zymo Research, Irvine, CA). Los cebadores
utilizados (Quick-16S™ Primer Set V1-V3) fueron disefiados por Zymo Research.
La biblioteca de secuenciacion se prepard mediante PCR en tiempo real para
controlar los ciclos y limitar la formacion de quimeras de PCR. Los productos finales
de la PCR se cuantificaron con lecturas de fluorescencia qPCR y se agruparon en
base a una molaridad igual. La biblioteca final se limpié con Select-a-Size DNA
Clean & Concentrator™ (Zymo Research, Irvine, CA) y, a continuacién, se
cuantificé con TapeStation® (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) e Invitrogen
Qubit 1X DSDNA High-Sensitivty Assay Kits ® (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
WA).

Secuenciacién.

La biblioteca final se secuencié en lllumina® NextSeq 2000™ con un kit de
reactivos p1 (cat 20075294) (600 ciclos). La secuenciacion se realizé con un 30%
de PhiX spike-in.
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Analisis bioinformatico.

Las secuencias unicas de amplicones se infirieron a partir de lecturas en total
utiizando Pipeline Dada2 (Callahan et al., 2016), asi como la detecciéon y
eliminacién de secuencias quiméricas. La asignacion de la taxonomia se realizd
con Uclust de Qiime v.1.9.1, utilizando la propia base de datos 16S de Zymo como
referencia. La visualizacién de la composicion y los analisis de diversidad alfa se
realizaron con Qiime v.1.9.1 (Caporaso et al., 2010). La cantidad y diversidad de la
comunidad bacteriana se analizaron utilizando especies observadas y estimadores
Chao1, asi como los indices reciprocos de Shannon y Simpson (Kim et al., 2017).
Se elaboraron curvas de rarefaccion con Qiime v.1.9.1 para determinar la
diversidad bacteriana de cada muestra (Igarashi et al., 2014).

Andlisis estadistico.

Las diferencias en los indices de diversidad bacteriana y las proporciones de
taxones bacterianos entre puntos temporales se determinaron mediante la prueba
de Friedman considerando que los datos no tienen una distribuciéon normal (JMP
Pro version 10.0.2, SAS Institute, Cary, NC, EE.UU.). Solo se incluyeron en el
analisis los taxones bacterianos presentes en al menos tres de los cinco perros (en
los dias 1y 30) (lgarashi et al., 2014). El analisis se realiz6 considerando un valor
de P<0.05 como estadisticamente significativo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Perro 1.

Las figuras mostradas a continuacion corresponden a los perfiles taxondmicos
basados en el phylum, género y especie de bacterias encontradas en una muestra de
heces fecales de un canino hembra (castrada) de raza Antiguo Pastor Inglés de 8 anos
y 39 kg, la cual fue analizada a partir de secuenciacion por amplicon 16S, region V4
(515F-806R). El analisis de tamizaje de esta muestra fue realizado para estudiar las
caracteristicas de diversidad y cantidad de bacterias intestinales de un perro
clinicamente sano con resultados de hemograma, quimica sanguinea, estudio
coproparasitoscopico (con tincion de lugol) y urianalisis dentro de los valores de
referencia y empleado para trasplante fecal en el Hospital Veterinario DERMAVET.

La figura 1 muestra que la mayor abundancia relativa la presenta el phylum
Bacteroidota, seguido por Firmicutes, Proteobacteria, Fusobacteriota vy
Actinobacteriota, consecutivamente, lo cual coincide con la descripcion encontrada en
la literatura, la cual indica que el microbioma intestinal de los perros sanos esta
codominado por tres phyla bacterianos: Firmicutes, Bacteroidetes y Fusobacteria
(Middelbos et al., 2010; Hand et al., 2013).

Perro 1
100 ——
Phylum
Acidobacteriota
T 0.75— . Actinobacteriota
% Bacteroidota
@ - Campilobacterota
% 0.50— Crenarchaeota
-8 . Deferribacterota
é Desulfobacterota
0.25— . Firmicutes
Fusobacteriota
. Proteobacteria
0.00—

Figura 1. Perfiles taxondmicos basados en el phylum de bacterias encontradas en una
muestra de heces del perro 1.
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La figura 2 muestra que la categoria de géneros bacterianos denominada “Otros” es la
que presenta la mayor abundancia relativa, seguida por los géneros Prevotella,
Phascolarctobacterium, Sutterella y Bacteroides. Es importante indicar que la
categoria “Otros” incluye diversos géneros con abundancias relativas menores a 0.5%,
por lo que carece de relevancia.

De acuerdo con la literatura, una gran cantidad de taxones importantes del microbioma
intestinal de los perros sanos pertenecen al phylum Firmicutes, incluyendo las clases
Clostridia y Bacilli (Garcia-Mazcorro et al., 2011; Garcia-Mazcorro et al., 2012) de las
que se derivan familias que contemplan los géneros Faecalibacterium (familia
Ruminococcaceae) y Blautia (familia Lachnospiraceae) (Pilla y Suchodolski, 2021), los
cuales estan presentes en la muestra de heces del perro 1. Bacteroidetes es otro
phylum importante, incluyendo los géneros Prevotella y Bacteroides, cuya abundancia
es muy variable entre los perros (Vazquez-Baeza et al., 2016); en el caso de este
canino fueron dos de los géneros con mayor abundancia relativa.

El género Fusobacterium se asocia normalmente con la salud de los perros (Kim et al.
2019). Este género se deriva de la familia Fusobacteriaceae (perteneciente al phylum
Fusobacteria), la cual fue identificada en la muestra fecal del canino.

Las proteobacterias y actinobacterias también se identifican con frecuencia en perros.
En condiciones fisiologicas se presentan en menor numero que el resto de los phyla
(Pilla_y Suchodolski, 2021). Uno de los géneros con mayor abundancia relativa que
presenta este canino es Sutterella, el cual pertenece al phylum Proteobacteria (Pilla y
Suchodolski, 2021). Su abundancia relativa es significativamente menor en
comparacion con la del género Prevotella, por lo que esto se considera un hallazgo
normal. Otro género presente es Collinsella (perteneciente al phylum Actinobacteria),
con una abundancia relativa menor que la de Sutterella, lo cual también se considera
normal.
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Figura 2. Perfiles taxondmicos basados en el género de bacterias encontradas en una

muestra de heces del perro 1.
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Por segunda ocasiéon destaca en primera posicion la abundancia relativa de la
categoria “otros”, ahora con la figura 3, en la que se muestra que las especies
bacterianas contempladas en esta son las que en conjunto presentan la mayor
abundancia relativa, seguidas de la especie Prevotella copri y los géneros
Phascolarctobacterium y Prevotella, y la especie Sutterella
massilliensis/stercoricanis/wadsworthensis, consecutivamente. Previamente se ha
sefalado la importancia taxondmica del phylum Bacteroidetes, el cual incluye a los
geéneros Prevotella y Bacteroides (Vazquez-Baeza et al., 2016), ambos encontrados
en este canino, siendo el primero uno de los géneros con mas abundancia relativa y el
segundo, un género con una abundancia relativa superior que la de la especie
Collinsella intestinalis/stercoris, perteneciente al phylum Actinobacteria, que en
condiciones fisiolégicas se presenta en menor numero que los phyla Bacteroidetes y
Firmicutes (Pilla y Suchodolski, 2021). En el caso del segundo phylum, la abundancia
relativa de la especie Blautia coccoides/hansenii marasmi/producta también es mayor
que la de la especie del género Collinsella. Es por ello que estos hallazgos se
consideran normales.

Perro 1

1.00-

0.75 - Taxones

Prevotella copri

Alloprevotella (género)
Prevotella (género)
Phascolarctobacterium (género)
Suterella massiliensis/
stercoricanis/wadsworthensis
Anaerobiospirillum (género)
Phascolarctobacterium succinatutens
Catenibacterium mitsuokai
Fusobacteriaceae (familia)
Bacteroides (género)

Collinsella intestinalis/stercoris
Blautia coccoides/hansenii
marasmilproducta

Faecalibacterium cf./prausnitzii
Bacteroides plebeius
Holdemanella (género)
Otros

0.50

AENENE BN Em

Abundancia relativa

0.251

0.00-

Figura 3. Perfiles taxondmicos basados en la especie de bacterias encontradas en una
muestra de heces del perro 1.
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En la figura 4 se muestra que la abundancia relativa de las variantes de secuencias de
amplicdn (ASVs) de Prevotella copri, Prevotella y Bacteroides, taxones pertenecientes
al phylum Bacteroidetes es superior que la de la especie Sutterella
massilliensis/stercoricanis/wadsworthensis, la cual corresponde al phylum
Proteobacteria. Coindiciendo con la figura 3, la especie Blautia coccoides/hansenii
marasmi/producta (del phylum Firmicutes) presenta una abundancia relativa mayor
que la de la especie Collinsella intestinalis/stercoris (del phylum Actinobacteria). Estos
hallazgos son considerados normales, ya que en perros sanos las proteobacterias y
actinobacterias se presentan en un numero inferior que los phyla Bacteroidetes y
Firmicutes (Pilla y Suchodolski, 2021).

Perro 1
Prevotella copri- 14.7
Phascolarctobacterium sp.-+ 126
Prevotella sp.- 7.4
Sutterella massiliensisistercoricanis/wadswarthensis + 6.3
Bacteroides sp. - 5
Anaerobiospirillum sp.- 4.8
Blautia coccoides/hanseniilmarasmilproducta - 4.2
Collinsella intestinalis/stercoris - 38
Alloprevotella sp.- as
Fusobacteriaceae 4 33
Prevotella sp.+ 286
Holdemanella sp. - 1.8
Fusobacterium sp. - 1.8
Faecalibacterium cf./prausnitzii- 1.7
Bacteroides sp.- 16
Lactobacillus phagel/plantarumireuteri/salivarius - 14
Anaerobiospiriffum sp.+ 14
Fusobacterium perfoetens - 1.3
Prevotellaceae GaBA1 group -+ 1.3
Bacteroides sp. - 1.3
Streptococcus equinus/gallolyticuslinfantarius/lutetiensis | 1.1
Bacteroides sp.- 0.8
Fusobacterium sp. - 08
Lachnoclostridium sp. 4 0.8
Lachnoclostridium sp.+ 0.8
Peptoclostridium sp.+ 0.7
Parasutterella sp. - 0.7
Bacteroides plebeius- 0.7
Lactobacillus sp. < 0.5
Lachnospiraceae - 0.5
Erysipelotrichaceae UCG-003 - 0.5
Otros (64) 9.8

Abundancia relativa

Figura 4. “Heat map” de los ASVs de bacterias mas abundantes en una muestra de
heces del perro 1. EI numero representa la abundancia relativa de cada género.
Solamente se muestran los ASVs con abundancias mayores a 0.5%, el resto se
encuentra agrupado en la categoria “Otros”.
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Perros incluidos en el estudio.

Se obtuvo un total de 1,810,508 secuencias para la region V1-V3 del analisis del gen
ARNr 16S, en un rango de 117,502 a 275,046 (media de 181,051 secuencias por
muestra), a partir de la secuenciacion de 10 muestras. Tras realizar el filtrado de
calidad, asi como la deteccion y eliminaciéon de quimeras (52,518 secuencias), el total
de secuencias de alta calidad analizadas fue de 353,880, en un rango de 44,072 a
107,345 (media de 69,355 por muestra). La profundidad de secuenciacion para
describir la diversidad bacteriana a nivel de ASV se evalué mediante una curva de
rarefaccion de las especies observadas de todas las muestras normalizadas a 20,000
secuencias (figura 5). Todas las curvas alcanzaron una meseta. Es decir, se puede
observar que inicialmente conforme fue aumentando el nimero de secuencias de 0 a
5,000, en cada muestra se identificaba un numero cada vez mayor de especies
observadas (diversidad creciente) hasta que las muestras se normalizaron entre las
15,000 y 20,000 secuencias presentando curvas que alcanzaron una meseta, lo que
indicé que se habia generado un numero suficiente de secuencias para evaluar la
diversidad bacteriana en las muestras de heces.
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Figura 5. Curvas de rarefaccion del niumero de especies observado a nivel de ASV de
la diversidad bacteriana en el microbioma intestinal de cinco perros antes y después
del tratamiento con sarolaner. Las series de datos denominadas M1 y M2 se refieren
a las muestras recogidas antes y después del tratamiento, respectivamente. La
etiqueta P corresponde al numero de identificacion del perro.
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Se calcularon los indices de Shannon (homogeneidad) y Simpson reciproco
(diversidad), asi como el estimador de riqueza Chao1 para todas las muestras. El
analisis de la diversidad alfa no mostré diferencias estadisticamente significativas entre
las condiciones evaluadas (antes y después del tratamiento con sarolaner) (cuadro 5).

Cuadro 5. Analisis de diversidad alfa de las comunidades bacterianas presentes en el
microbioma intestinal de cinco perros antes y después del tratamiento con sarolaner.

Muestras Chaol Shannon Sm,]pson
reciproco
P2.M1 137.925 4.999 12.265
P3.M1 88.0 3.253 3.626
P4.M1 130.103 5.023 15.624
P5.M1 121.0 4.057 5.65
P6.M1 68.7 2.433 2.251
Media 109.15 3.95 7.88
DE’ 29.54 1.12 5.79
P2.M2 191.528 5.445 19.975
P3.M2 104.576 3.682 4.933
P4.M2 92.0 3.667 5.629
P5.M2 178.995 4.528 713
P6.M2 88.0 4.684 14.213
Media 131.02 4.40 10.38
DE 50.09 0.75 6.51

'DE: Desviacion estandar
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Las secuencias de amplicones V3-V4 del gen ARNr 16S permitieron identificar 5 phyla,
41 familias y 74 géneros bacterianos. La media de los phyla procariotas mas
abundantes en el microbioma intestinal de los perros estudiados consistié en
Firmicutes (54.4%), Proteobacteria (32.3%), Actinobacteria (7.8%), Bacteroidetes
(3.5%) y Fusobacteria (1.9%), como se muestra en la figura 6. Se puede observar que
la abundancia relativa de Bacteroidetes disminuyd drasticamente después de la
administracion oral de sarolaner (de 6.2% decrecié a un valor de 0.86%) (el analisis
estadistico de este hallazgo no indica diferencia estadisticamente significativa), por lo
que la relacién Bacteroidetes:Firmicutes pasé de 0.12224 a 0.01482 (cuadro 6), lo que
podria influir en la salud de los animales considerando que este phylum es uno de los
tres phyla bacterianos principales del microbioma intestinal de los perros sanos
(Middelbos et al., 2010; Hand et al., 2013).

Relative abundance (%)
(=]

,.

BEFORE AFTER

W Actinobacteria B Bacteroidetes M Firmicutes Fusobacteria Proteobacteria B Others

Figura 6. Diagrama de barras que representa la abundancia relativa de los phyla
bacterianos detectados en el microbioma intestinal de cinco perros antes y después
del tratamiento con sarolaner. Se representaron los phyla con abundancias relativas
superiores al 1%, el resto se agruparon en “otros”.

El efecto de sarolaner en la composicion del microbioma intestinal de los cinco perros
tratados se muestra en el cuadro 6 como cambio en las abundancias relativas de las
41 familias bacterianas que se detectaron en las 10 muestras analizadas. Coincidiendo
con la figura 6, en el cuadro 6 se muestra que las familias Bacteroidaceae y
Prevotellaceae del phylum Bacteroidetes han disminuido de 0.0196 a 0.0062 (P=0.33)
y de 0.034 a 0.002 (P=0.35) consecutivamente, lo cual podria influir en la salud de los
animales tratados ya que las familias afectadas incluyen los géneros Bacteroides y
Prevotella, que son importantes para la salud de los perros (Vazquez-Baeza et al.,
2016).
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Cuadro 6. Efecto de sarolaner en la abundancia relativa de las familias de bacterias

intestinales de cinco perros.

Antes Después EEM’ Valor de P
Otro 0 0.0004 0.000173 0.14
Bifidobacteriaceae 0.0008 0.004000 0.00288 0.45
Corynebacteriaceae 0 0.0014 0.000989 0.34
Dietziaceae 0 0.0004 0.000282 0.34
Nocardiaceae 0.0034 0.002231 0.31
Brevibacteriaceae 0 0.002 0.00141 0.34
Cellulomonadaceae 0 0.004 0.002828 0.34
Micrococcaceae 0.0004 0.036 0.00256 0.40
Promicromonosporaceae | 0 0.0042 0.00296 0.34
Streptomycetaceae 0 0.0084 0.005939 0.34
Nocardiopsaceae 0 0.001 0.00070 0.34
Coriobacteriaceae 0.0778 0.0432 0.03805 0.53
Bacteroidaceae 0.0196 0.0062 0.00924 0.33
Porphyromonadaceae 0.0062 0 0.00438 0.34
Prevotellaceae 0.034 0.002 0.02339 0.35
Rikenellaceae 0.014 0 0.000989 0.31
Bacillaceae 0.0002 0.0118 0.007644 0.51
Planococcaceae 0.0102 0.0222 0.01249 0.51
Staphylococcaceae 0.0004 0.0024 0.001720 0.43
Carnobacteriaceae 0 0.0004 0.000282 0.34
Enterococcaceae 0.047 0.0176 0.022203 0.37
Lactobacillaceae 0.1490 0.1072 0.08406 0.73
Leuconostocaceae 0.0066 0.0006 0.00468 0.39
Streptococcaceae 0.0144 0.0178 0.010141 0.81
Clostridiaceae 0.0692 0.0122 0.04351 0.38
Eubacteriaceae 0 0.0016 0.00113 0.34
FamilyXI 0.0004 0.0058 0.003930 0.35
Lachnospiraceae 0.0744 0.1236 0.05928 0.57
NA 0.06420 0.0962 0.0415853 0.60
Peptostreptococcaceae 0.0076 0.0054 0.00453 0.74
Ruminococcaceae 0.0116 0.09460 0.06045 0.36
Erysipelotrichaceae 0.0438 0.049 0.023118 0.87
Acidaminococcaceae 0.0080 0.0106 0.00623 0.77
Fusobacteriaceae 0.1800 0.0200 0.012496 0.91
Alcaligenaceae 0.0016 0.0006 0.000748 0.37
Desulfovibrionaceae 0.0344 0 0.02432 0.34
Helicobacteraceae 0.0026 0.0012 0.00136 0.48
Aeromonadaceae 0.0052 0 0.00367 0.34
Succinivibrionaceae 0.0004 0 0.000173 0.14
Enterobacteriaceae 0.2772 0.2040 0.13614 0.71
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Moraxellaceae 0.0070 0.1000 0.07088 0.38

Pseudomonadaceae 0.0044 0.0072 0.00596 0.74

Anaeroplasmataceae 0.0008 0.0014 0.6826 0.68

'TEEM: Error estandar de la media

La media (entre antes y después del tratamiento con sarolaner) de bacterias con una
abundancia relativa >1% a nivel de familia fue: Enterobacteriaceae (24%),
Lactobacillaceae (12.8%), Lachnospiraceae (9.9%), Coriobacteriaceae (6%),
Moraxellaceae y Ruminococcaceae (5.3%), Erysipelotrichaceae (4.6%), Clostridiaceae
(4.1%), Enterococcaceae (3.2%), Fusobacteriaceae (1.9%), Prevotellaceae (1.8%),
Desulfovibrionaceae (1.7%), Planococcaceae y Streptococcaceae (1.6%),
Bacteroidaceae (1.3%) y el orden Clostridiales con familia no asignada (8%), como se
muestra en la figura 7. Se puede observar que la abundancia relativa de las familias
Bacteroidaceae y Prevotellaceae decrecid después de la administracion oral de
sarolaner (no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en estos
cambios), lo que podria influir en la salud de los animales tratados dado que las familias
afectadas contemplan los géneros Bacteroides y Prevotella, que son importantes para
la fisiologia de los perros (Vazquez-Baeza et al., 2016).

100%
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309
20%
- _

BEFORE AFTER

Relative abundance (%)

Figura 7. Diagrama de barras que muestra la abundancia relativa de las familias
bacterianas presentes en las heces de cinco perros antes y después del tratamiento
con sarolaner. Se representaron las familias con abundancias relativas superiores al
1%, el resto se agruparon en “otras”.
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CONCLUSIONES

La administracion oral de sarolaner a dosis unica de 2-4 mg/kg de peso disminuyo
la diversidad y cantidad de bacterias de las familias Bacteroidaceae vy
Prevotellaceae del microbioma intestinal de perros sanos de la Ciudad de México,
lo cual podria influir en la salud de los animales tratados considerando que estos
microorganismos presentan funciones metabdlicas e inmunolégicas importantes y
pertenecen al phylum Bacteroidetes, uno de los 3 phyla bacterianos mas
representativos de los perros sanos. Por lo tanto, se recomienda administrar este
farmaco en base a la evaluacion beneficio-riesgo realizada por el médico
veterinario.
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