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Prueba in vitro de potencia de cefovecin luego de su conservacién
a distintas temperaturas

In vitro potency test of cefovecin after its conservation at different temperatures

DoOXANDABARAT, XD'; PAES RODRIGUEZ, JD'; ALBARELLOS, GA!

"Universidad de Buenos Aires. Facultad de Ciencias Veterinarias. Cdtedra de Farmacologia

RESUMEN

El cefovecin es un antimicrobiano de espectro extendido de uso veterinario que pertenece
a la tercera generacién de cefalosporinas. Se expende como un liofilizado y la solucién
reconstituida tiene un vencimiento de 28 dias conservado a 4 °C. El objetivo del presente
trabajo fue determinar la presencia de modificaciones a lo largo del tiempo en la potencia
antibacteriana del cefovecin reconstituido y almacenado de tres formas diferentes: 4 °C,
-20 °Cy -70 °C. Los tres primeros meses se comparé la potencia de cefovecin conservado
a4 °C, -20 °Cy -70 °C, y entre los meses cuarto a duodécimo se comparé a -20 °C y
-70 °C. La actividad antimicrobiana in vitro del antibidtico se evalué mediante el método
microbiolégico de difusién en placa. Los pardmetros evaluados (R2, pendiente y ordenada
al origen) no fueron estadisticamente diferentes (P>0,05) cuando se compararon para las
distintas temperaturas de conservacién a lo largo de todo el estudio. Se puede concluir
que el cefovecin reconstituido no perdié su potencia antibidtica cuando fue sometido a
congelacién durante un periodo de 12 meses ni tampoco durante los 3 meses que se evalu6
conservado en heladera.

Palabras clave: (betalactdmico), (potencia), (conservacién), (antibidtico), (cefalosporina).
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Aceptado: 03-04-20
Correspondencia e-mail: Ximena D. Doxandabarat xdoxandabarat@fvet.uba.ar

InVet Vol. 22 Ne 1, 2020 5



DOXANDABARAT, XD; PAES RODRIGUEZ, JD; ALBARELLOS, GA

SUMMARY

Cefovecin is a semisynthetic extended-spectrum antimicrobial for veterinary use that be-
longs to the third generation cephalosporins. It is sold as a lyophilized powder and, once
it is reconstituted, the solution has a 28-day expiration conserved at 4 °C. The objective
of the present work was to determine the presence of modifications over time in the
antibacterial potency of the reconstituted and stored cefovecin in three different ways:
4 °oC, -20 °C and -70 °C. The first three months after reconstitution, the potency of ce-
fovecin was compared between the conserved dilutions at 4 °C, -20 °C and -70 °C; and,
for the fourth to twelfth months after reconstitution, it was compared between conserved
dilutions at -20 °C and -70 °C. The in vitro antimicrobial activity of the antibiotic was
evaluated by plaque diffusion microbiological assay. The parameters evaluated (R2, slope
and ordered at the origin) were not statistically different (P> 0.05) when they were com-
pared for the different conservation temperatures throughout the entire study. It can be
concluded that the reconstituted cefovecin did not lose its antibiotic potency when it was
subjected to freezing neither during a period of 12 months nor during the 3 months that
it was evaluated preserved in the refrigerator.

Key words: (beta-lactams), (potency), (conservation), (antibiotic), (cephalosporins).

INTRODUCCION

El cefovecin es un antimicrobiano beta-
lactdmico de uso veterinario que pertenece a
la tercera generacién de cefalosporinas. Es un
antibiético semisintético con un espectro ex-
tendido.

Como otros B-lactdmicos, interfiere con la
sintesis de pared celular bacteriana uniéndo-
se covalentemente a las proteinas ligadoras de
penicilinas (PBPs), como la transpeptidasa y la
carboxipeptidasa’ ®. Tiene un amplio espectro
de actividad contra bacterias Gram-positivas
(estafilococos coagulasa positiva y negativa y
estreptococos) y Gram-negativas (Pasteurella.
multocida y enterobacterias, incluyendo Esche-
richia coli, Proteus spp., Klebsiella pneumoniae)'.

En caninos se lo indica para el tratamiento
de infecciones de la piel causadas por Staphylo-
coccus pseudintermedius, Streptococcus spp. o E.
coli; para infecciones del tracto urinario causa-
das por cepas susceptibles de E. coli y Proteus
mirabilis; y como terapia adyuvante al trata-
miento quirdrgico para infecciones gingivales y
de tejidos periodontales causadas por Porphyro-
monas spp. 'y Prevotella spp.”*.

En gatos, cefovecin se indica para el trata-
miento de infecciones de la piel causadas por
cepas susceptibles de P multocida, Porphyromo-
nas spp., Fusobacterium spp., Bacteroides spp.,

Peptostreptococcus spp., y Clostridium spp.; y
para infecciones de tracto urinario asociadas a
E. coli7®.

Cefovecin estd formulado para la adminis-
tracién subcutdnea como dosis tnica o bien, re-
petido con un intervalo de 14 dfas (cuando son
necesarias antibioticoterapias mds prolongadas,
como por ejemplo, pioderma canina). Tiene
una prolongada vida media (de 5,5 dias en pe-
rros y de 6,9 dias en gatos)'®!" y difiere de otras
cefalosporinas en que presenta una alta unién a
proteinas plasmdticas (>99% en gatos y >98%
en perros) lo que determinaria su bajo volumen
de distribucién, larga vida media y prolongada
duracién de accién’.

Cefovecin se expende como un liofiliza-
do (800 mg de cefovecin en un vial de 10 ml)
que una vez reconstituido (concentracién de
80 mg/ml) debe almacenarse refrigerado (en-
tre 2-8 °C) y protegido de la luz. La solucién
reconstituida tiene un vencimiento de 28 dias,
segun indica el prospecto inserto en el envase
del producto o de hasta 56 dias°.

Cualquier método que permita una
conservacién por mds tiempo del antibidtico
reconstituido tendria consecuencias pricticas
positivas al permitir una utilizacién fraccionada
y prolongada del mismo. Por esto, el objetivo del
presente trabajo fue determinar la presencia de
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modificaciones a lo largo del tiempo en la potencia
antibacteriana del cefovecin luego de reconstituido
y almacenado de tres formas diferentes: en heladera
(4 °C) y congelado a -20 °Cy a-70 °C.

MATERIALES Y METODOS

La actividad antimicrobiana iz vitro del an-
tibidtico, sometido a distintas condiciones de
almacenamiento, se evalué mediante el método
microbiolégico de difusién en placa’ con modi-
ficaciones*. Este método de determinacién se
basa en comparar la inhibicién del crecimiento
bacteriano, a través del didmetro de los halos de
inhibicidn, que es producida por concentraciones
conocidas del antibidtico que se estd evaluando.

Se diluyé el liofilizado del antibidtico en
agua destilada obteniendo una concentracién
final de 80 mg/ml y se lo fracciond en alicuotas
de 0,4 ml que se almacenaron en tubos cénicos
Eppendorf de tres formas distintas (tratamien-
tos):

-Tratamiento A: a 4-8 °C (durante 3 meses)
como control de la actividad del antibiético por
el lapso de tiempo mdximo y en las condiciones
de conservacién que indica el laboratorio
productor (2 primeros meses); y, por un mes
adicional.

-Tratamiento B: a -20 °C (durante 12 meses).
Es la forma de conservacién del antibiético del
que se deseaba evaluar la potencia i vitro.
-Tratamiento C: a -70 °C (durante 12 meses).
Como control de la actividad del antibiético en
las condiciones recomendadas para la mayoria
de las cefalosporinas®®.

Luego de reconstituido el preparado, se
contrastaron los tres tratamientos mensual-
mente. Los tres primeros meses se compararon
A, By C, y entre los meses cuarto a duodécimo
se compararon By C.

Método microbiolégico de determi-
naciéon del antibidtico?*

Este método se basa en la inhibicién del
crecimiento bacteriano y permite construir una
curva de calibracién relacionando el didmetro
del halo de inhibicién con la concentracién del
antibiético.

Para decidir el microorganismo mds ade-
cuado para determinar la actividad antimi-
crobiana de cefovecin in vitro se probaron 2
bacterias estdndares, E. coli ATCC 25922 y K.
pneumoniae ATCC 10031. Siendo selecciona-
da, segtin criterios de linealidad, exactitud y
precision, E. coli ATCC 25922’ (resultados no
mostrados en el este trabajo).

Se realizé una prueba mensual donde a par-
tir de una alicuota sometida a cada tratamiento
se construyeron curvas estindares con las si-
guientes diluciones del antibiético: 200, 100,
50,10y 5 pg/ml.

Las diluciones se sembraron por triplicado
en placas de Petri de 15 cm de didmetro, es-
tériles, con agar Miiller-Hinton (28 ml/placa)
inoculado con el microorganismo patrén (5 x
10° ufc/ml). Luego de 18 horas de incubacién
a 34-35 °C se leyeron los halos de inhibicién
mediante un calibre digital.

Con los halos de inhibicién de cada trata-
miento se construyeron las correspondientes
curvas del log concentracién de cefovecin (ug/
ml) / didmetro del halo de inhibicién (mm).

Validacién y andlisis estadistico’

Para cada curva (de cada tratamiento y de
cada ensayo mensual) se determiné la validez
de la determinacién segtn los siguientes cri-
terios de validacién: linealidad (R?), precisién
(CV<15% para todas la diluciones y <20%
para el limite de cuantificacién o LLOQ) y
exactitud (80-120% para todas las diluciones).

Para la comparacién de la actividad anti-
microbiana (potencia del antibidtico) entre los
tres tratamientos para cada uno de los meses
que duré el ensayo se contrastaron estadistica-
mente la pendiente, ordenada al origen cuando
x=0 y valor de R% Se utiliz6 un test de ANO-
VA para las comparaciones de los tratamien-
tos del primer, segundo y tercer mes (entre los
tratamientos A, B y C) y un test de t para las
comparaciones correspondientes del tercero
al duodécimo mes (entre los tratamientos B y
C). Se consideraron diferencias significativas si
P<0,05.

Para cada ensayo (cada mes) se compararon
estadisticamente (test de F, P<0,05) las curvas

InVet Vol. 22 Ne 1, 2020 7
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obtenidas con cada tratamiento para establecer
su equivalencia en cuanto a pendientes y orde-
nadas al origen.

RESULTADOS

Los resultados de los distintos criterios de
validacién (media+tDE) de los tratamientos
probados (4 °C, -20 °C y -70 °C) en los doce
meses de estudio se muestran en la Tabla 1.

En la Figura 1 y 2 se muestran las curvas de
los didmetros de halos en funcién del logaritmo
de la concentracién de cefovecin para cada tra-
tamiento (A, B y C) al mes y al afio de recons-
tituido, respectivamente.

Los pardmetros evaluados (R?, pendiente y
ordenada al origen) no fueron estadisticamente
diferentes (P>0,05) cuando se compararon para
las distintas temperaturas de conservacidn a lo
largo de todo el estudio (12 meses).

En cada tiempo, las curvas de los didmetros
de halos en funcién de la concentracién fueron
validadas, siendo la precisiéon (CV%) <3,90%
en todos los casos y la exactitud entre el 80% y
120% (de 91,15% para el limite minimo y de
114,68% para el mdximo). En todos los ensa-

yos el LLOQ fue de 5 ug/ml. Las curvas, seglin
sus pendientes y ordenadas al origen resultaron
estadisticamente equivalentes (P>0,05).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las potencias calculadas fueron equivalentes
tanto para la conservacion en heladera hasta los
90 dias (4 °C) como para el producto congelado
hasta los 12 meses (a -20 °C o a -70 °C). Por
esto, se puede concluir que el cefovecin reconsti-
tuido segtin las condiciones que indica el labora-
torio productor no perdié su potencia antibidti-
ca cuando fue sometido a congelacién durante
un periodo de 12 meses.

En cuanto a la conservacién en heladera,
durante los 3 meses que se evalud, cefovecin
tampoco modificé su potencia, sin embargo, su
coloracién cambié hacia un color pardo oscuro.
Si bien se reporta que, la solucién reconstitui-
da conservada en heladera por 28 dias puede
cambiar su color a amarillento sin modificar su
potencia (prospecto cefovecin).

En cuanto a la conservacién congelado, la
estabilidad de la potencia de cefovecin puede
ser una gran ventaja en relacién a su uso clinico,

Tabla 1: Promedio y desvio estdndar de los R?, pendientes y ordenadas al origen de las curvas de los didme-
tros de halo en funcién de la concentracién de cefovecin en las distintas temperaturas de conservacién (4 °C,

-20 °Cy -70 °C) a lo largo del tiempo (12 meses).

R Pendiente Ordenada al origen
Mes (mediatDE) (mediatxDE)
4°C -20°C | -70°C 4°C -20°C -70°C 4°C -20°C -70°C
1 0,987 [ 0,995 | 0,987 | 7,24+0,23 | 6,84%0,13 | 6,98+0,22 | 6,67+0,34 | 7,59+0,19 | 7,21£0,32
2 0,992 | 0,995 | 0,995 | 6,79+0,17 | 6,86+0,14 | 7,26%0,14 | 7,71+£0,29 | 7,71£0,23 | 6,98+0,24
3 0,996 | 0,993 | 0,968 | 7,92+0,14 | 7,48+0,17 | 8,03+0,40 | 8,69+0,24 | 9,14+0,28 | 8,47+0,67
4 0,984 | 0,972 9,13+0,32 | 8,49+0,40 5,16+0,53 | 5,88%0,66
5 0,992 | 0,997 7,14+0,17 7,03£0,13 9,124£0,29 | 9,08+0,21
6 0,992 | 0,991 7,56£0,19 | 7,66+0,20 7,94x0,32 | 7,95+0,34
8 0,958 | 0,969 6,82+0,41 7,96+0,45 9,17+0,70 | 6,19+0,78
10 0,989 | 0,939 7,36£0,21 | 8,17+0,58 6,99+0,35 | 4,25+0,95
12 0,978 | 0,988 7,46x0,31 | 7,10%0,31 6,43%0,51 | 7,30£0,35

8 InVet Vol. 22 Ne 1, 2020
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Figura 1. Curvas de los didmetros de halos en funcién del logaritmo de concentracién de cefovecin para
cada tratamiento (A= 4 °C, B=-20 °C y C= -70 °C) al mes de reconstituido.
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Figura 2. Curvas de los didmetros de halos en funcién del logaritmo de concentracién de cefovecin para
cada tratamiento (B=-20 °Cy C=-70 °C) a los 12 meses de reconstituido.

InVet Vol. 22 Ne 1, 2020 9



DOXANDABARAT, XD; PAES RODRIGUEZ, JD; ALBARELLOS, GA

porque permitirfa su fraccionamiento en forma
estéril en alicuotas de poco volumen (por
ejemplo, en monodosis para utilizar en gatos
o en perros pequenos), pudiendo conservarse
de esta manera por hasta un afo en un freezer
doméstico. Sin embargo, hay que destacar que
este estudio fue realizado in vitro y no incluyé
la evaluacién de la eficacia clinica del cefovecin
luego de los distintos tratamientos. Esto se
constituye en una limitacién para la extensién
de los resultados obtenidos, por lo que para
recomendar la conservacién de este antibidtico
reconstituido y congelado (-20 °C), deben
hacerse pruebas de eficacia clinica en animales
con infecciones susceptibles.
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RESUMEN

La Brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa de distribucién mundial que afecta
a especies animales y al hombre; cuyos agentes etiolégicos son las bacterias del género
Brucella. Dentro de las enfermedades reproductivas infecciosas més relevantes que afectan
al ovino, la epididimitis infecciosa por Brucella ovis es la més relevante. En la provincia
de La Pampa, los tinicos y dltimos antecedentes sobre esta enfermedad en ovinos fueron
realizados en el 2008 y todos los animales fueron negativos. El objetivo de este trabajo
fue analizar la presencia de Brucelosis ovina en establecimientos mixtos de la provincia
de La Pampa, bajo las exigencias y normativas del SENASA Res. 545/2015, para andlisis
de Brucelosis ovina. El trabajo se llevé a cabo en 9 establecimientos. Se examinaron y
tomaron muestras de sangre a 270 ovinos, 78 hembras y 192 machos. En el laboratorio
se realizd, Inmunodifusion en Gel de Agar, y la prueba de Antigeno Bufferado en Placa.
Los resultados arrojaron sobre un total de 270 muestras, 268 animales negativos y solo 2
reactivos a Brucella ovis. Estos resultados indican que trabajando adecuadamente es posible
generar dreas libres de la misma y de esta manera apoyar el desarrollo de la actividad ovina,
que actia como un mecanismo de defensa para los pequefios y medianos productores.
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ABSTRACT

Brucellosis is a contagious worldwide disease that affects domestic animals, and humans;
whose etiological agents are bacteria of the genus Brucella. Among the most important
infectious reproductive diseases that affect sheep, Brucella ovis is the most significant. In
the province of La Pampa, the only and last antecedents on this disease in sheep were
done in 2008, and all the animals were negative. The aim of this study was to analyze the
cases of ovine brucellosis in mix farms of La Pampa province, under the requirements and
regulations of SENASA Res. 545/2015, for analysis of ovine Brucellosis. The trial was
carried out in nine settlements of the north of the province. They were examined and took
blood samples from 270 sheep, 78 females and 192 males. Agar gel immunodiffusion, and
Buffer Plate Antigen (BPA) were performed in the laboratory. The results from a total of
270 samples were 268 negative animals, and only 2 reactive to Brucella ovis. These results
indicate that working properly it is possible to generate free areas of ovine brucellosis and
in this way support the development of sheep activity, which acts as a defense mechanism

for small and medium producers.

Keywords: (Brucella), (sheep), (epididymitis), (north of La Pampa)

INTRODUCCION

La Brucelosis es una enfermedad infecto-
contagiosa de distribucién mundial que afecta
a especies animales domésticas, de vida silvestre
y al hombre; cuyos agentes etiolégicos son las
bacterias del género Brucella’. La importancia
de la Brucelosis radica en que es una enfer-
medad endémica en muchos paises. Afecta la
sanidad y la produccién y ademds tiene una im-
portante repercusién econémica en el comercio
internacional de animales y productos.

Los microorganismos del género Brucella
son cocobacilos Gram negativos, no esporula-
dos, acapsulados, carentes de pilis o flagelos’.
Clasificados por sus diferencias antigénicas en
“lisas” (smooth, S) o “rugosas” (rough, R) de
acuerdo al aspecto de las colonias en medio
s6lido, que reside en el tipo de LPS expresado
en mayor proporcién en superficie: LPS-S y
LPS-R, respectivamente® . El homopolimero
lineal de perosamina, se encuentra ausente en
el LPS-R de las especies rugosas (B. ovis y B.
canis)". Los antigenos de la membrana externa
de Brucella han sido objeto de investigacién
desde el punto de vista del diagnéstico y de la
inmunoprofilaxis; este interés es resaltado con-
siderando que representa el punto de contacto
inicial entre el patégeno y el hospedador®.

La Brucelosis en ovinos es causada por dos
tipos de Brucella que tienen manifestaciones di-

ferentes, Brucella ovis, (cepa rugosa), y Brucella
melitensis, (cepa lisa), también halladas, en esta
especie animal en otras partes del mundo” "2,
Por esto los signos de los animales, la problema-
tica que causan, el diagndstico, la vacunacién y
el control son diferentes en cada caso.

Dentro de las enfermedades reproductivas
miés relevantes que afectan al carnero, estd la
epididimitis infecciosa por Brucella ovis. Es una
enfermedad de alta prevalencia en Argentina (4
al 20% en majada). En estudios epidemioldgi-
cos se detectd en la provincia Formosa una pre-
valencia global del 2% e intrapredial de entre 1
y 40%". En trabajos procedentes de Patagonia
y de provincia de Buenos Aires se documenta la
existencia de Brucella ovis como agente causal
de infertilidad en machos y abortos en hem-
bras'® . Dicha Brucella esti diseminada en toda
la Patagonia alcanzando prevalencias altisimas
en esta regién a nivel de establecimiento, con
una media del 12%".

Si bien Brucella ovis ha sido identificada en
casi todas las regiones del pais donde se crian
ovinos (Patagonia, Mesopotamia y Pampa
Htimeda), es necesario contar con datos mds
precisos y actualizados de prevalencia inter e
intrapredios’.

La Brucella melitensis, tiene al caprino y ovi-
no como sus huéspedes naturales, pero al ser la
Brucella sp. més inespecifica del género, puede
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infectar una gran cantidad de otras especies
animales, entre ellos al ser humano, quien ad-
quiere la infeccién por el consumo de leche no
pasteurizada y sus derivados, o por el contacto
con material infeccioso, siendo la causante de la
Fiebre de Malta'.

En Argentina, la Brucelosis posee una
elevada prevalencia en bovinos, del 4-5%. Si
bien la resolucién 545/2015 amparada en la ley
Ne 24.696 que declara de interés nacional el
control y erradicacién de la Brucelosis en las
especies ovina, suina, no existe un programa
consensuado a nivel nacional de Brucelosis ovi-
nay caprina.

La provincia de La Pampa cuenta con
305.714 ovinos, distribuidos en 4.641 unida-
des productivas®, de los cuales el 26,24% se
encuentran en los departamentos de su regién
norte. Los tnicos y dltimos antecedentes sobre
esta enfermedad en ovinos en esta regién se re-
gistraron en un relevamiento llevado a cabo en
el 2008, donde todos los animales fueron nega-
tivos a las pruebas para B. ovis y B. melitensis'.

Pequenios y medianos productores de la
regién noreste de la provincia de La Pampa han
apostado a la produccién ovina en el marco de
la Ley 25.422 para la recuperacién de la gana-
deria ovina; son comunes los sistemas mixtos
agricola-ganaderos, con el ovino manejado en
majadas de consumo para el autoabastecimien-
to del establecimiento, y generando excedentes
de carne para el mercado'. En dicha regién se
han conformado dos cooperativas ovinas, que
nuclean a los productores, cuya finalidad es
fortalecer sus sistemas productivos y de comer-
cializacién. Para ello durante los anos 2009 a
2015, se introdujeron reproductores machos
y hembras provenientes principalmente de las
provincias de Mendoza y Buenos Aires, con el
objetivo de aumentar el nimero de madres e
introducir una genética mds carnicera. Sumado
a esto, luego de la erupcién del volcin chileno
Puyehue en el 2011, que afecté a San Carlos
de Bariloche, y Villa La Angostura, decretadas
como zona de desastre, en emergencia econd-
mica y social, se introdujeron también hembras
procedentes de Patagonia (informacién anec-
dética).

En cualquier sistema de produccién ga-
nadero, donde el objetivo sea producir lana,
carne o leche, es necesario que la majada tenga
un buen estado de salud para poder expresar
su potencial productivo eficientemente. Para
ello es necesario proponer una alternativa de
seguimiento o control y sobre la base de los
resultados obtenidos apoyar el desarrollo de la
actividad ovina, que actda como un mecanismo
de defensa para pequefos y medianos produc-
tores. El objetivo de este estudio fue analizar la
presencia de Brucelosis ovina en establecimien-
tos mixtos de la provincia de La Pampa, bajo
las exigencias y normativas del SENASA Res.
545/2015, para andlisis de la misma.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en el norte de la provin-
cia de La Pampa, donde se analizé la casuistica
de Brucelosis ovina en establecimientos mixtos,
durante el periodo 2014-2016. Los estableci-
mientos seleccionados poseen entre 100 y 300
hectdreas, mixtos, pertenecientes a pequefios
y medianos productores cuyas majadas ovinas
son de entre 50 a 600 animales y se encuentran
nucleados en dos Cooperativas ovinas, CRO-
YPA (Cooperativa regional ovina y productos
alternativos) y ASOPROMA (Asociacién
cooperativa ganadera regional productores de
Mauricio Mayer).

El muestreo se realizé sobre unidades
productivas, mediante la Técnica de Bola de
Nieve* 2!, Se utilizaron 9 unidades productivas
que alcanzaron en conjunto 270 ovinos para la
préctica de la prueba diagnéstica de Brucelosis.

Se utilizaron para el testeo la totalidad de
machos de cada unidad productiva, conside-
rando en edad reproductiva a los mayores a seis
meses de edad segiin Res. 545/2015 SENA-
SA?, y en forma aleatoria, algunas hembras por
majada, realizando un encierre de la majada y
seleccionando las mismas al azar.

Se muestrearon ambos sexos debido a
las vias de eliminacién de la Brucella ovis y
en referencia a lo citado en la Res. SENASA
545/2015%%, donde se considera necesario rea-
lizar un diagnéstico de la situacién sanitaria
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inicial. Se testearon un total de 270 ovinos, 78
hembras y 192 machos. Se distribuyen segin
sexo, por unidad productiva de la siguiente
manera: UP1: 15 hembras y 17 machos; UP2:
0 hembras y 17 machos; UP3: 3 hembras y 34
machos; UP4: 13 hembras y 27 machos; UP5:
0 hembras y 26 machos; UP6: 12 hembras y 2
machos; UP7: 8 hembras y 13 machos; UP8:
11 hembras y 20 machos; UP9: 16 hembras y
36 machos. La identificacién de los animales
fue realizada mediante caravanas y numerados
a través de planillas de campo, bajo las estrictas
reglas de confeccién de una carpeta sanitaria,
segin lo estipulado en la Res. 545 SENASA,
donde consten datos del productor, del estable-
cimiento y del stock ganadero.

A cada ovino relevado se le realiz6 el exa-
men clinico general, para identificar sintomas
compatibles con la patologia a diagnosticar. El
examen consistié en una inspeccién en general,
donde se evalué el estado general: conforma-
cién, constitucién y estado de nutricidon y una
evaluacién de la psiquis: conducta, facies, acti-
tudes y locomocién; y una inspeccién en parti-
cular, donde se evaluaron signos vitales (tipo de
respiracién, temperatura a la palpacién, explo-
racién de las mucosas, sistema linfdtico y estado
de hidratacién). Finalmente, por su objetivo de
produccién, se realizé el examen en particular
del aparato reproductor tanto femenino como
masculino, siempre respetando las normas de
bienestar animal.

La revisacién de cada animal se realizé con
el animal sentado sobre sus cuartos posteriores,
erguido y con la cabeza levemente levantada
para tener un ficil acceso a la zona del cuello
y vena yugular'®. Se realizé un boqueo para ver
el estado de la dentadura y en base a la misma
definir la edad del individuo. Seguidamente se
revisaron nédulos linfiticos de la cabeza, cue-
llo, miembros anteriores, miembros posteriores
y genitales tanto del macho como de la hembra.
Comenzando de arriba hacia abajo, se palparon
los sub-maxilares y parotideos, pre-escapulares,
precrurales o prefemorales, inguinales y popli-
teos, para observar presencia de alteraciones
que pudieran consistir en aumento de tamafio,
aumento de consistencia, aumento de tempe-

ratura'®; seguidamente en los machos se tomé
con ambas manos la bolsa escrotal y con un
suave movimiento de traccidn hacia afuera, se
intentd hacer descender los testiculos desde la
zona inguinal, hasta tenerlos totalmente dentro
de la bolsa escrotal, mientras que en las hembras
se realizé la palpacién de la glindula mamaria
(estado y consistencia).

A cada animal se realizé la extraccién de
una muestra de sangre segun la disposiciéon del
SENASA, que indica como adecuados los mé-
todos y pruebas de diagnéstico de laboratorio
para deteccién de Brucella ovis®. Las mismas se
colectaron, en tubos de vidrio sin el agregado
de aditivos para favorecer la coagulacién. Para
sangrar los animales, se utilizaron agujas 50
x 20, descartables, tomando la muestra de la
vena yugular y se remitieron con el protocolo
adecuado a la Facultad de Ciencias Veterinarias
de General Pico, La Pampa para su posterior
procesamiento, donde se cuenta con un labora-
torio de red autorizado, Registro de SENASA L
12. En el laboratorio se extrajo el suero para ser
congelado lo antes posible a -20 °C. La extrac-
cién del suero se realizé dentro de las 24 horas
de obtenida la muestra por centrifugacién a
3000 r.p.m. durante 10 minutos. Todos los
sueros fueron testados para determinar la pre-
sencia de anticuerpos contra las cepas lisas de
Brucella spp. a través de la prueba de Antigeno
Bufferado en Placa (BPA), para detectar poten-
ciales positivos a Brucella melitensis y Brucella
abortus>*. A su vez, todos los sueros se analiza-
ron a través del Test de Inmunodifusién en Gel
de Agar (IDGA) para determinar la presencia
de anticuerpos anti Brucella ovis, utilizando
antigeno provisto por SENASA, ademds este
método fue seleccionado acorde con su Res.
545/15 que dispone como adecuados métodos
y pruebas de diagndstico de laboratorio para la
deteccién de Brucella ovis a la prueba de Inmu-
nodifusién en Gel de Agar (IDGA) o Elisa In-
directo (I-ELISA) y Fijacién de complemento,
todos reconocidos por la OIE y que cuentan
con reconocimiento oficial®.

A los animales positivos a Brucella ovis, se
les repitié dos veces la extraccién de sangre y
el andlisis correspondiente. En una primera
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instancia se indic6 su aparte del resto del
rebano y luego del segundo anilisis positivo se
volvieron a testear con un intervalo de 30 dfas.

RESULTADOS

De un total de 270 ovinos analizados a los
que se les realizé el Test de Inmunodifusién en
Gel de Agar (IDGA) para determinar la pre-
sencia de anticuerpos anti Brucella ovis, resul-
taron, 153 carneros, 46 ovejas, 37 borregos y
32 borregas, negativos; y 2 carneros positivos a
dicha prueba diagnéstica, la cual se le repitié a
estos 2 tltimos para su verificacién, arrojando
los mismos resultados.

De los dos carneros positivos a la IDGA,
solo uno mostr6 sintomatologia clinica, com-
patible con epididimitis del testiculo derecho
(Figura 1) y adenitis de los nédulos linfiticos
precrurales. Cabe destacar que ambos animales

provenian del mismo establecimiento, y ha-
brian sido adquiridos en la provincia vecina de
Mendoza e ingresados como reproductores al
establecimiento.

La revisacién clinica arrojé en algunos ca-
sos lesiones testiculares, epididimitis (Figura 2),
ulceras prepuciales, hipoplasias testiculares, hi-
perplasia testicular, pero ninguno de estos casos
resulté positivo a IDGA.

Todos los sueros fueron testados para de-
terminar la presencia de anticuerpos contra las
cepas lisas de Brucella spp. a través de la prueba
de Antigeno Bufferado en Placa (BPA), dando
negativo en todos los casos.

No se hallaron signos clinicos compatibles
con Brucelosis en las hembras en estudio, ni
se registré informacién anecdética de parte de
los responsables de majada sobre hallazgo de
abortos.

Figura 1. Testiculo derecho. Carnero de 6 dientes, Positivo a IDGA.
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Figura 2. Epididimitis testiculo derecho. Carnero de 8 dientes. Negativo a IDGA.

DISCUSION

A diferencia de los resultados obtenidos
en otro estudio', donde se analizaron 1800
sueros, en la regién norte de La Pampa, de los
cuales 270 provenian de carneros y 1530 de
ovejas, resultando la totalidad de las muestras
analizadas negativas a la presencia de anticuer-
pos contra cepas tanto lisas como rugosas del
género Brucella (abortus, melitensis, ovis), en
este estudio realizado en la misma regién sobre
155 carneros y 37 borregos, se hallaron 2 carne-
ros positivos a Brucella ovis, con lo cual ya no se
puede afirmar como nula a dicha zona.

El nimero de ovinos de las majadas de la
zona norte de la provincia de La Pampa se ha
incrementado durante los dltimos diez anos.
Los productores, en su afin por aumentar la
productividad de sus majadas, aprovechando
los beneficios gubernamentales que les otorgé
la Ley 25.422, adquirieron animales sin con-
siderar el aspecto sanitario de los mismos. Sin
embargo, el 99,25% de los animales analizados

fue negativo a Brucella ovis, y los dos animales
positivos segtin la informacién obtenida ingre-
saron desde la provincia de Mendoza.

Otros investigadores’, indican que los da-
tos obtenidos durante los tltimos 8 afios en el
INTA Balcarce a partir de muestras remitidas
en la provincia de Buenos Aires, mostraron am-
plia distribucién de la Epididimitis en el centro
y sudeste de la misma; y presencia de reactores
en un alto porcentaje de los establecimientos
que remitieron muestras (75%); los resultados
encontrados en la regién norte de La Pampa
para Brucella ovis muestran una baja a nula pro-
porcién de reactores a la misma, teniendo en
cuenta la cercanfa de esta region con el sudeste
de Buenos Aires.

En coincidencia con otro trabajo’, en el
cual se hallé mayor porcentaje de reactores en
majadas generales comparado con cabanas,
aqui los reactores positivos pertenecen a ma-
jada general y no a los 74 carneros analizados
provenientes de las 3 cabafas muestreadas. Por
tltimo, teniendo en cuenta que la Brucelosis
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se encuentra diseminada en toda la Patagonia
alcanzando prevalencias altisimas en esta regién
a nivel de establecimiento!’, con una media del
12% se deberfa diferenciar a la provincia de
La Pampa, que también pertenece a la regién
Patagénica.

CONCLUSION

El bajo porcentaje de casos ovinos de Bru-
celosis y su deteccién permitirfa poner a la re-
gién norte de La Pampa en un planteamiento
de trabajo para determinar zonas libres de la
enfermedad en nuestro pais, que posibilitaria
ademds un elemento diferencial de la produc-
cién ovina regional. El buen funcionamiento
sanitario y su seguimiento en las majadas son
indispensables para evitar la diseminacién de
esta afeccidn entre los animales.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue describir el perfil farmacocinético y la llegada a leche
de la gentamicina administrada por via endovenosa, intramuscular y subcutdnea en cabras
en lactacion. Seis cabras adultas sanas, en su segunda lactacién y a partir de los 40 dias
post parto recibieron una dosis de 6,6 mg/kg de gentamicina por las tres vias estudiadas.
Se siguié un disefio cruzado 2x2x2 y el periodo de lavado entre cada administracién fue
de 10 dias. Se tomaron muestras de sangre y de leche a tiempos predeterminados y las
concentraciones del antimicrobiano fueron determinadas por el método microbioldgico.
Se calcularon los pardmetros farmacocinéticos en plasma mediante un anilisis compar-
timental. El perfil farmacocinético fue muy semejante independientemente de la via de
administracién, no encontrindose diferencias estadisticas en ninguno de los parimetros
farmacocinéticos. No se pudieron detectar concentraciones de la droga en la leche. Nues-
tros resultados sugieren que el comportamiento farmacocinético de la gentamicina admi-
nistrada a una dosis de 6,6 mg/kg a cabras en lactacién es similar, independientemente
de la via de administracién empleada, y podria indicarse con éxito para el tratamiento de
infecciones causadas por bacterias sensibles con CIM igual o menor a 3,8 y 2,6 pg/ml
luego de su administracién sc o im, respectivamente.
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SUMMARY

The objective of the present study was to describe the pharmacokinetic profile and milk
concentrations of gentamicin administered by intravenous, intramuscular and subcu-
taneous routes in lactating goats. Six healthy lactating goats in their second lactation
(40 days post-partum) received a single intravenous, intramuscular and subcutaneous
administration of gentamicin at a dosage of 6.6 mg/kg. A 2x2x2 cross over design was
employed, the wash out period was 10 days. Blood and milk samples were collected at
predetermined time and drug concentrations were determined by microbiological assay.
Plasma pharmacokinetic parameters were calculated using compartimental analysis. The
pharmacokinetic profile was similar regardless of the route of administration. No diffe-
rences were detected in the pharmacokinetic parameters. Gentamicin concentrations were
no detected in milk. Our results suggest that the pharmacokinetic behavior of gentamicin
administered at dose of 6.6 mg/kg to lactating goats would be similar regardless of the
route of administration and could be successfully used for the treatment of infections
caused by sensitive microorganisms with MIC equal or less than 3.8 or 2.6 pg/mL after

sc or im administration, respectively.

Key words: (pharmacokinetics), (gentamicin), (lactating), (goats)

INTRODUCCION

En Argentina, al igual que en el resto del
mundo, la produccién caprina es de fundamen-
tal importancia como sustento econémico para
pequenos productores y, en general, es llevada
a cabo en explotaciones extensivas en relacién a
dreas agroecoldgicas marginales’. Sin embargo,
en los tltimos anos se ha observado una evolu-
cién de la produccién lechera en regiones mds
favorables como la pampeana. Las enfermeda-
des infecciosas son una de las causas mds im-
portantes de pérdidas econdmicas en el ganado
caprino. Muchas veces la escasez de estudios
hace que, para su tratamiento, se instauren
esquemas antimicrobianos extrapolados desde
otros rumiantes como ser bovinos y ovinos, sin
contemplar que entre las diferentes especies
pueden existir diferencias en la farmacocinética
de las drogas que invalidan esta prdctica'>".
A su vez, dentro de la misma especie distintos
factores como la edad®, la gestacién o la lac-
tacién'®** as{ como la via de administracién'
pueden modificar el perfil farmacocinético de
una droga. Por lo tanto, con la finalidad de
emplear en forma racional un antimicrobiano,
es imprescindible realizar estudios farmacoci-
néticos en cada estado fisioldgico en particular.

Por sus caracteristicas farmacocinéticas y

farmacodindmicas, los antibiéticos aminoglu-
cosidos son considerados como una impor-
tante herramienta para el tratamiento de en-
fermedades infecciosas de frecuente aparicidn,
principalmente causadas por bacterias Gram
negativas aerobias. La gentamicina, como
miembro de este grupo, se caracteriza por ser
un antimicrobiano concentracién dependiente,
siendo la relacién entre la concentracién plas-
mdtica mdxima y la concentracién inhibitoria
minima del microorganismo (Cmax/CIM)
el pardmetro que mejor caracteriza su efecto
bactericida®'". La farmacocinética de la genta-
micina ha sido descrita en diferentes especies,
incluso en cabras''>*#3 Sin embargo, no
hay trabajos realizados en cabras en lactacién.
El objetivo del presente trabajo fue estudiar
el perfil farmacocinético de la gentamicina en
plasma administrada por via endovenosa, sub-
cutdnea e intramuscular a cabras en lactacién y
determinar el pasaje de la droga a la leche.

MATERIALES Y METODOS

Animales: se utilizaron 6 (seis) cabras
adultas en su segunda lactacién, clinicamente
sanas y con un adecuado estado sanitario y de la
glandula mamaria. Ningtin animal recibié tra-
tamiento con drogas antimicrobianas al menos
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un mes antes de comenzar con el experimento.
Los animales fueron mantenidos sobre pasturas
naturales con acceso al agua ad libitum. La pro-
duccién diaria de leche fue de 520 + 56 ml. El
peso de los animales fue de 39 + 4 kg. El ensayo
farmacocinético se inicié a los 40 dias postpar-
to. El protocolo de investigacién fue aprobado
por el Comité Institucional de Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Univer-
sidad de Buenos Aires.

Disenio experimental: previo al ordefie
manual completo, cada animal recibié una do-
sis inica de 6,6 mg/kg de gentamicina (Genta-
micina Interbiol®, solucién al 4%, Laboratorio
Interbiol, Buenos Aires, Argentina) por via
endovenosa (ev) en la vena yugular derecha,
intramuscular (im) entre los musculos semi-
membranoso y semitendinoso y subcutinea
(sc) en la tabla del cuello. Se emple6 un diseno
cruzado 2/2/2 con un periodo de lavado de 10
dias entre las distintas administraciones. Se to-
maron muestras de sangre (2ml a cada tiempo)
de la vena yugular (en el caso de la administra-
cién ev se tomaron de la vena opuesta a la de la
administracién) a las 0, 0,08; 0,16; 0,25; 0,50;
0,755 15 1,55 25 3; 4; 6; 8; 105 12 y 24 h post-ad-
ministracion, se centrifugaron a 3000 r.p.m.
durante 10 minutos y el plasma obtenido fue
conservado a -20 °C hasta su procesamiento.
Las muestras de leche fueron obtenidas a las 0,
12 y 24 h post-administracién. A cada tiempo
los animales fueron ordefiados completamente
(en forma manual), la leche obtenida de ambas
glindulas mamarias fue homogeneizada y una
alicuota de 2 ml fue conservada en idénticas
condiciones a las del plasma.

Determinacién de las concentraciones
de gentamicina en leche y plasma: se em-
pleé el método microbioldgico de difusién en
agar’. Se utilizd como microorganismo test
Staphylococcus  epidermidis (ATCC 12228) y
agar Mueller-Hinton como medio de culti-
vo. Las muestras se sembraron por triplicado
y los halos de inhibicién fueron leidos luego
de 18-20 horas de incubacién a 36 °C. Las
curvas patrén en ambas matrices bioldgicas se
realizaron el mismo dia de cada experiencia,

utilizindose plasma o leche de cabra libre de
antibidtico, siendo conservadas en idénticas
condiciones que las muestras problema. El
rango de concentraciones para el cual mostré
linealidad fue entre 0,39 y 39,4 pug/ml (r=0.99).
El limite de cuantificacién fue de 0,39 pg/ml.

Anilisis farmacocinético: se realiz6 a par-
tir de las curvas de disposicién de cada animal
utilizando el programa informatico PCNON:-
LIN 4.0 software (SCI Software, Lexington,
KY, USA). Para las diferentes vias de adminis-
tracion se realizé un andlisis compartimental,
utilizando para la eleccién del modelo el que
mejor ajustaba en cada caso los criterios de
Akaike”” y de Schwartz?.

Para el caso de la via ev, el modelo bicom-
partimental abierto fue el que logré el mejor
ajuste, mientras que las vias extravasculares se
ajustaron a un modelo monocompartimental.
Los pardmetros farmacocinéticos se calcularon
mediante las ecuaciones cldsicas asociadas a es-
tos modelos'.

Andlisis estadistico: los pardimetros farma-
cocinéticos se compararon mediante el test no
paramétrico de Wilcoxon (comparacién entre
via im y sc) o mediante un test de ANOVA
(Friedman) (comparacién entre via ev, im y sc).

RESULTADOS

No se observaron efectos colaterales tras
la administracién de la droga en ninguno de
los animales. La Figura 1 muestra las curvas de
disposicién media (concentracién plasmdtica
en funcién del tiempo) para las tres vias estu-
diadas.

En la Tabla 1 se resumen los valores obte-
nidos de los pardmetros farmacocinéticos luego
de la administracién ev, mientras que la Tabla
2 muestra el valor de los pardmetros para las
vias sc e im. Tras el andlisis estadistico de los
pardmetros no se encontraron diferencias sig-
nificativas en ninguno de ellos entre ambos
tratamientos.

Las concentraciones de gentamicina en le-
che estuvieron siempre por debajo del limite de
cuantificacién del método.
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Tabla 1. Pardmetros farmacocinéticos (media + DE) de la gentamicina tras la administracién de 6,6 mg/kg

por via endovenosa a cabras en lactacién (n=0)

Parametro farmacocinético Via endovenosa
C, (ng/ml) 43,08 + 7,59
C, (ug/ml) 2387+ 17,24
K, (h?) 1,49+ 1,16
K, (h?) 0,34+ 0,06
AUC,_, (pg-h/ml) 105,44 + 25,48
T, () 0,65+ 0,33
T, M 2,07+ 0,33
K, (h") 0,64+ 0,10
K, (h) 0,38 + 0,50
K, (h") 0,82+ 0,67
Ve (I/kg) 0,10+ 0,02
Co (ng/ml) 66,45+ 17,43
Cl (/kgh) 0,07+ 0,02
MRT (h) 2,14+ 0,24
Vs Fkg) 0,14 + 0,03

C,, C,, ordenada al origen de la fase de distribucién y eliminacién, respectivamente; K ;, constante de la
fase de distribucién; K, constante de la fase de eliminacién; AUC |, drea bajo la curva de concentracién
plasmdtica en funcién del tiempo desde el tiempo 0 hasta el infinito; T, el
vida media de eliminacién; K|, constante de eliminacién desde el compartimiento central; K, constante
de pasaje desde el compartimiento central al periférico; K,
periférico al central; V , volumen del compartimiento central; Cp(0), concentracién plasmdtica al tiempo

o vida media de distribucién; T

\» constante de pasaje desde el compartimiento

0.; Cl, clearance corporal; MRT, tiempo medio de residencia; V

estacionario.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo
mostraron que la via de administracién no
influy6 en el perfil farmacocinético de la gen-
tamicina cuando fue administrada a cabras en
lactacién. Esto concuerda con un trabajo reali-
zado previamente en nuestro laboratorio en el
que la droga fue administrada por via ev, im
y sc a cabras prefiadas®. Tras la administracion
ev, al igual que lo reportado en trabajos pre-
vios'?, la droga se distribuy6 répidamente, y
el valor del volumen de distribucién y del clea-
rance evidenciaron la distribucién de la droga

)’ volumen de distribucién en el estado

principalmente limitada al liquido extracelular
y su excrecidon casi exclusivamente debida a
procesos de filtracion glomerular caracteristicas
de este grupo de antimicrobianos. A pesar de
utilizar un andlisis farmacocinético diferente,
los valores de estos pardmetros fueron similares
a los obtenidos en cabras prefiadas’® e igual a los
obtenidos en yeguas prenadas y en lactacién® y
en ovejas prefadas®. Si bien es de esperar que
los diferentes cambios fisioldgicos producidos
durante la prefiez puedan influir en la farma-
cocinética de algunas drogas, al igual que lo
reportado en equinos, el estado fisioldgico no
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Tabla 2. Pardmetros farmacocinéticos (media + DE) de la gentamicina tras la administracién de 6,6 mg/kg
por via subcutdnea e intramuscular a cabras en lactacién (n=0)

Via subcutanea Via intramuscular

K (h') 7,11 +4.27 3,15+243

K, (b 0,39+ 0,11 0,42+ 0,11

T e () 0,14 +0,10 0,51 0,37

T e () 1,90 + 0,54 1,75 + 0,44

T . () 0,54 + 0,27 0,86 + 0,55

C_. (ng/ml) 38,10 = 10,95 26,82 +7,70
AUC,_, (ng'h/ml) 126,24 + 55,92 90,74 + 22,55
F (%) 123,47 + 54,25 93,49 + 40,23

K, constante de absorcién; K, constante de eliminacién; T 2@ vida media de absorcién; t, ey vida media
de eliminacidn; me, tiempo en el que se alcanza la concentracién plasmdtica maxima; me, concentracién

mdxima; AUC |, drea bajo la curva de concentracién plasmdtica en funcién del tiempo desde el tiempo 0
hasta el infinito; E biodisponibilidad.
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Figura 1. Curvas de disposicién (media + DE ) de la gentamicina luego de la administracién de 6,6 mg/kg
por via endovenosa (ev), intramuscular (im) y subcutdnea (sc) a seis cabras adultas en lactacién.
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modificarfa la farmacocinética de la gentami-
cina como sucede con otros antimicrobianos
como la eritromicina® o la penicilina®. A dife-
rencia de estos reportes, Oukessou y Toutain?,
encontraron que, en ovejas, el aumento del
volumen extracelular observado al final de la
gestacién produce un aumento en el volumen
de distribucién de la gentamicina.

Tras la administracién extravascular, tra-
bajos realizados en distintas especies animales
tampoco encontraron diferencias significativas
en los pardmetros farmacocinéticos entre las
vias sc e im, y, al igual que en nuestro estudio,
se reportd una completa absorcién con una bio-
disponibilidad cercana al 100%'7°. Sin embar-
go, estudios realizados en cabras no prefadas y
en pollos demostraron una absorcién completa
tras la via sc, pero algo menor para la via im
con una biodisponibilidad cercana al 80%"'.
Si tenemos en cuenta la media y los desvios
estandar tanto de la biodisponibilidad sc como
im se puede observar que, en ambos casos,
algunos animales arrojaron valores superiores
al 100%, si bien es dificil poder determinar la
causa de este valor, en general viene determina-
da por fenémeno de flip-flop en el que la fase
de absorcién enmascara a la fase de de elimi-
naci6n. Si bien este fenémeno es frecuente tras
la administracién de preparados de liberacién
lenta, la irritacién en el sitio de administracién,
también puede modificar la absorcién de una
droga. Al igual que lo ocurrido en este traba-
jo, la biodisponibilidad tras la administracién
subcutdnea fue mayor a 100% tanto en cabras
prefiadas’ como en pollos'.

El valor de la vida media de la gentamicina
en cabras se encuentra dentro del rango repor-
tado previamente para cabras y otras especies.
Por ejemplo, tras la administracién im a cabras
Garg et al."” encontraron un valor mayor que
en el presente trabajo. Por el contrario, cuando
fue administrada en pollos se observé una ma-
yor vida media tras la administracién sc'.

En general, el pasaje de antimicrobianos a
la glindula mamaria se lleva a cabo a través de
mecanismos pasivos. Es por ello que la liposo-
lubilidad del firmaco es uno de los principales
factores que influyen en el mismo. Si bien el

uso de aminoglucésidos no estd indicado en
animales en lactacién, su espectro de actividad
determina que se les dé un uso extra-rétulo
en cabras. Teniendo en consideracién que los
aminoglucésidos son drogas altamente polares,
es de esperar que, tal como ocurrié en este tra-
bajo, no se detectaran concentraciones del anti-
microbiano en la leche. En un trabajo realizado
en vacas, si bien se encontraron concentracio-
nes de la droga, éstas fueron muy bajas siendo
cercanas al limite de cuantificacién del méto-
do empleado en nuestro caso (446 ng/ml)*'.
Teniendo en cuenta que el limite mdximo de
residuos permitido por la Unién Europea en
leche es de 100 pg/1', el limite de cuantifica-
cién del método de deteccién empleado en este
trabajo, se encuentra por encima de ese nivel,
por lo tanto, los resultados obtenidos permiten
determinar, que la droga no seria efectiva para
el tratamiento de infecciones en la glindula
mamaria, siendo necesario realizar otros estu-
dios para el andlisis de residuos con la finalidad
de poder establecer un adecuado periodo de re-
tirada. Tras la administracién intramamaria en
vacas, Tan et al.® sugieren que debe ser mayor
a 5 dias, mientras que Martins et 4" encon-
traron residuos del antimicrobiano sélo por 48
horas después de finalizado el tratamiento.

En la prictica clinica, se indica la admi-
nistracién de estas drogas una vez por dia,
este régimen posolégico maximiza su eficacia
permitiendo disminuir la aparicién de cepas
resistentes’ y minimizando la aparicién de efec-
tos toxicos??. Considerando la relacién Cmax/
CIM, la cual debe ser de 8-10 para garantizar la
eficacia de estas drogas, las concentraciones en-
contradas en este trabajo permitirian concluir
que, a la dosis empleada, la administracién de
gentamicina a cabras en lactacién seria eficaz
para el tratamiento de bacterias sensibles con
CIM menor a 3,8 y 2,6 pg/ml luego de su ad-

ministracién sc o im, respectivamente.
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RESUMEN

La miastenia gravis adquirida (MGA) es una enfermedad inmnunomediada que afecta a la
especie canina, causada por la presencia de anticuerpos contra los colinoreceptores nicoti-
nicos postsindpticos y la consiguiente interferencia en la transmisién neuromuscular de los
musculos voluntarios. Seis caninos con alteraciones oculares y signologfa clinica compa-
tible con MGA provenientes del Hospital Escuela de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de la Universidad de Buenos Aires fueron diagnosticados por la presencia de anticuerpos
anti receptor de acetilcolina en suero (ACRA). Estos animales mostraron déficits visuales,
con ondas P100 de valores de amplitud disminuidas en los potenciales evocados (PEV).
Se los traté con Bromuro de piridostigmina 0,5 mg/kg via oral cada 12 h, durante 30
dias y luego de este periodo, se re-evaluaron. Los PEV obtenidos luego del tratamiento
mostraron que el 80% (5/6) de los animales incrementaron la amplitud de la onda P100.
Los potenciales evocados visuales ofrecen un método no invasivo que permite identificar
los efectos centrales de la MGA y su evolucién terapéutica.
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ABSTRACT

Acquired myasthenia gravis (MGA) is an immnunomediated disease that affects the ca-
nine species, caused by the presence of antibodies against postsynaptic nicotinic cholore-
ceptors and the consequent interference in the neuromuscular transmission of voluntary
muscles. Six canines with ocular alterations and clinical signology compatible with MGA
from the Hospital School of the Faculty of Veterinary Sciences of the University of Buenos
Aires were diagnosed by the presence of antibodies against serum acetylcholine receptor
(ACRA). These animals showed visual deficits, with P100 waves of diminished amplitude
values in evoked potentials (VEP). They were treated with 0.5 mg / kg pyridostigmi-
ne bromide orally every 12 h, for 30 days and after this period, they were re-evaluated.
The VEP obtained after treatment showed that 80% (5/6) of the animals increased the
amplitude of the P100 wave. Visual evoked potentials offer a non-invasive method that

identifies the central effects of AMS and its therapeutic evolution.

Keywords: (neuromuscular disease), (diagnosis), (canine).

INTRODUCCION

La MGA es una enfermedad inmunome-
diada descripta en humanos®, en caninos y
felinos*”'>V. La forma generalizada de MG
tiene como signo clinico principal la debilidad
episédica que empeora con el ejercicio y mejora
con el reposo. La forma focalizada se manifiesta
principalmente con debilidad de la musculatu-
ra facial, extrinseca ocular, disfagia, megaeséfa-
go y cambio de voz'.

En medicina humana se describe una MG
ocular con alteracién de la motilidad de los
musculos extra-oculares (estrabismo y ptosis
palpebral) y alteraciones visuales, diplopia'®?’;
en medicina veterinaria es escasa la informa-
cién al respecto.

Los potenciales evocados son una prucba
clinica objetiva que permite evaluar las alte-
raciones visuales en la poblacién humana con
MG a través de un estimulo luminoso® permi-
tiendo evaluar la agudeza visual'®.

La accién anticolinesterdsica del Bromuro
de piridostigmina permite que la acetilcolina
permanezca mayor tiempo en el espacio neuro-
muscular, mejorando la contraccién muscular
en forma generalizada, en pacientes humanos®’
y caninos™'” con MG.

El objetivo del presente estudio fue aplicar
la técnica de potenciales evocados visuales en
caninos con MGA para identificar alteraciones
visuales y su evolucién post-tratamiento con
Bromuro de piridostigmina.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron 6 caninos que requirieron
atencién en el Hospital escuela FCV-UBA con
signos oculares compatibles con MG. Los ani-
males se sometieron a un examen objetivo gene-
ral y particular e identificacién de anticuerpos
anti receptor de acetilcolina (ACRA). El valor
de referencia de ACRA en caninos refiere que
valores mayores a 0,6 nmol/L, es confirmatorio
de la enfermedad.”!® 111213

Los propietarios/duefios de los animales
que manifestaban alteraciones oftalmolégi-
cas fueron informados de la investigacién
(aprobaciéon CICUAL 2015/22) e invitados
a participar voluntariamente. Los 6 animales
presentaron signos de ojo seco debido al déficit
en el cierre palpebral (DCP) durante el sueno y
uno de ellos presentd nistagmo espontaneo. La
resefia, los signos visuales los valores de ACRA
de los animales se muestran en la Tabla 1.

La evaluacion de los potenciales evocados
visuales (PEV) se realizé al iniciar el tratamiento.

El tratamiento se realizé con Bromuro de
piridostigmina via oral a dosis de 0,5 mg por
kg cada 12 h durante 30 dias. A los 30 dias se
evalué la evolucién de los pacientes a través de
los signos clinicos y de los PEV. Se considerd
como respuesta favorable la mejora de los sig-
nos clinicos (cierre completo de los parpados
durante el sueno) y si los valores de PEV po-
sefan una amplitud superior a 5,8 pv/divisién y
la latencia de la onda P era hasta 100 ms.
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Tabla 1. Signos visuales y valores de ACRA al momento de la consulta. Hospital Escuela. FCV. UBA

2016-2017.
VALORES
PACIENTE (EADNI(\;;) RAZA SEXO VSIIS(I;Jﬁ)E S ACRA
(NMOL/L)
DCP-Nistagmo

3 11 PINCHER MACHO HORIZONTAL 0,67

7 11 MESTIZO HEMBRA DCP 1,22

8 12 POINTER HEMBRA DCP 0,79

LABRADOR

12 8 RETRIEVER MACHO DCP 0,99

16 11 DOBERMAN MACHO DCP 0,89

20 8 GRAN DANES MACHO DCP 2,20

DCP: déficit cierre palpebral

Determinacién de anticuerpo anti re-
ceptor de acetilcolina (ACRA): se realizé me-
diante la técnica de radioinmunoensayo (RIA),
realizado por el Laboratorio del CADIMI
(Centro de Asistencia, Docencia, Investigaciéon
en Miastenia Gravis, Argentina)'>'4.

El suero de cada uno de los caninos estu-
diados fue analizado utilizando Acetylcholine
Receptor Autoantibody (AChRADb) RIA Kit
- RSR Limited United Kingdom, segin las
instrucciones del fabricante reemplazando el
anticuerpo primario por una anti-IgG-canina
total (Sigma®)

Medicién de los potenciales evocados
visuales: se utiliz un equipo ATT Nautilis de
la Unidad de Neurologia del Hospital Escuela
de Medicina Veterinaria. La técnica de registro
PEV se realizé insertando tres electrodos agu-
ja en la linea media de la cabeza: el electrodo
positivo a nivel de la cresta nucal; el electrodo
negativo en la region central y en la frente el
electrodo tierra. Los pardmetros utilizados fue-
ron® Tiempo de Andlisis (ms): 400; Fuerza del
disparo (Hz):2; Promediaciones: 100; Nimero
de canales: 1; Rechazo de artificio: si; Marcas:
P100; Frecuencia inferior: 1; Frecuencia supe-
rior: 125. Como estimulo luminico se utilizd
un flash colocado a 15 cm de cada ojo a es-

timular y el ojo no evaluado se tapé con una
torunda de algodén. La medicién se repitié 2
veces en cada ojo. La sensibilidad se midi6 en
microvoltios (uv) y el registro se observé sobre
un cuadrante cuyas divisiones corresponden a
5,8 pv/division. En condiciones normales el
valor de amplitud de las ondas P100 es de 5,8
microvoltios (uv). La latencia de la onda P100
se evalué en milisegundos, considerando nor-
mal hasta 100 ms.

El andlisis estadistico de los resultados se
realizé utilizando el programa InfoStat (2016).
Se empled la prueba T para muestras apareadas,
considerdndose diferencias significativas cuan-

do p< 0,05.

RESULTADOS

Los resultados de los PEV de los animales
pre y post tratamiento se muestran en la Tabla
2.

Las latencias de las ondas P100 (antes y
después del tratamiento) se mantuvieron den-
tro de los valores de referencia (hasta 120 ms).
Se detecté una disminucién estadisticamente
significativa del periodo de latencia de P100 al
comparar los datos obtenidos para cada animal
antes y después del tratamiento (p=0,02).
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En la Tabla 3 se muestran los valores de
amplitud de cada paciente. En 5 de 6 pacientes
los PEV mostraron una disminucién significa-
tiva de entre el 30 al 40 % de la amplitud de
la onda P100 (menor a 5,8uv) que se norma-
liz6 en todos ellos a los 30 dias del inicio del
tratamiento (Figura 1). Todos respondieron en
forma favorable al tratamiento para la MG con
cierre palpebral normal.

La amplitud de la onda P100 antes del
tratamiento en los pacientes estudiados fue en
promedio 4,45. La amplitud de la onda P100
después del tratamiento en los pacientes estu-
diados fue en promedio 7,77.

El anilisis estadistico utilizando la prueba
T para diferencias apareadas mostré diferencias

significativas p< 0,05 en la amplitud de la onda
P100 antes y después del tratamiento.

DISCUSION

La MG en caninos resulta una patologia
dificil de diagnosticar. La sintomatologia es
variada y afecta a multiples érganos. Trabajos
previos de nuestro grupo caracterizan y confir-
man su existencia en la especie canina'®. La pre-
sencia de alteraciones oculares se describe en los
seres humanos enfermos'"'2. En veterinaria los
reportes sobre afecciones oculares relacionados
con la MGA son escasos, asi como la aplicacién
de la técnica de los PEV para caracterizarlas.

Nuestro estudio de aplicacién de PEV per-
mitié identificar alteraciones en la trasmisién

Tabla 2. Latencias de la onda P100 (PEV) en caninos antes y después del tratamiento con Bromuro de

piridostigmina
Antes del tratamiento Después del tratamiento
Paciente N° Ojo Derecho Ojo Izquierdo Ojo Derecho Ojo Izquierdo
3 36,01 43,84 28,18 36,01
7 61,64 51,66 43,84 43,85
8 43,85 36,01 36,01 36,00
12 106,46 73,58 32,82 32,82
16 65,75 39,14 43,84 43,84
20 35,23 36,79 No se realizd No se realizd

El valor de P100 se expresa en mseg y representa el promedio de las mediciones realizadas (VR hasta 120

con flash). OD: ojo derecho. Ol: ojo izquierdo. El paciente N°20 no se repitieron los PEV ya que fueron

conservados (normales) en la primera medicién en ambos ojos.

Tabla 3. Amplitud de P100 (PEV) en caninos antes y después del tratamiento.

CANINO [OD a-b [ODb-c |OIa-b [OIb-c |ODa-b [ODb-c |OIa-b [OIb-c
3 2,3 3 3,1 4,6 3,32 7 4,99 8,5

7 1,33 2,08 3,02 1,08 433 4,7 3,2 4.8

8 2,29 3,7 2,1 4.8 9,2 17,4 8,7 12

12 2,83 2,68 1,77 1,69 42 3,1 2,1 1,9

16 8,3 10,8 4,01 5,6 11,2 19,8 11,7 13,3

20 6,2 9,1 10,14 10,49 ND ND ND ND
Prom. 3,88 5,23 4,02 4,71 6,45 10,40 6,14 8,10
Desvio | 2,74 3,73 3,10 3,36 3,52 7,66 3,99 4,79

P100 amplitud (VR: superior a 5,8uV). Valores medidos de pico a pico (a-b y b-c). ND: no determinado.
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5,8 pv /div

PVE antes del tratamiento

PEV después del tratamiento

Derecho

P 100= 36,01 ms
ab= 2,3 pv;
be= 3 pv

Derecho

P100 = 28,18 ms
ab= 3,32 pv
be=7 pv

Trazado de las ondas obtenidas en PEV correspondiente a un paciente representativo de los caninos

estudiados. La amplitud de la onda P100 es medida en microvoltios (wv) y las latencias en milisegundos

(ms). Cada divisién vertical corresponde a 5,8 pv. Los PEV del ojo derecho (De) se obtuvieron en los canales

ay b; del izquierdo (Iz) en los c y d.

Figura 1. Potenciales evocados visuales (paciente N°3). Hospital Escuela. FCV. UBA 2016-2017

neuromuscular del ojo. El periodo de latencia
se mantuvo dentro de los pardmetros normales,
sin embargo, este periodo disminuyd significa-
tivamente después del tratamiento. Esta obser-
vacién podria estar relacionada con una mejora
visual. Algunos autores atribuyen el aumento
del periodo de latencia con un proceso de des-
mielinizacién®.

En pacientes humanos con MG, Fotiou®
estudié los cambios en el procesamiento psi-
cofisiolégico de la visién, y describié las dife-
rencias de la onda P100 antes y después del

tratamiento con Bromuro de piridostigmina,
senalando que los resultados podrian ofrecer
evidencia neurofisiolégica de la transmisién
colinérgica alterada en el sistema central. Nues-
tros resultados muestran que la amplitud de la
onda P100 estaba disminuida en la mayoria de
los pacientes y que se increment6 y normalizd
luego del luego de tratamiento. Esto indicaria
la efectividad del tratamiento realizado dado
que podria mejorar la trasmisién del impulso
nervioso en algunos pacientes4.
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CONCLUSIONES

Lo hallado sugiere que los PEV ofrecen un
método no invasivo para identificar los efectos
centrales y la evolucion terapéutica de la MG en
caninos. Seglin reportes en medicina humana,
la razén de esa alteracién causada por la Mias-
tenia Gravis aguda puede ser atribuida a una
disfuncion de receptores de acetilcolina en el
SNC. Serdn necesarias futuras investigaciones
en Medicina veterinaria para poder confirmar
si las variaciones en caninos son semejantes a las
mencionadas en los seres humanos.
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RESUMEN

El gen WDTC1 (WD tetratricopeptido 1) tiene una funcién anti-adipogénica, convir-
tiéndose de esta manera en un gen candidato para explicar la variacién fenotipica en ca-
racteres de importancia econdémica de la produccién porcina. El objetivo de este trabajo
fue identificar polimorfismos de nucle6tidos simples (SNP) en la regién 5 no traducida
(UTR) del gen WDTCI1 y evaluar su asociacién con el espesor de grasa dorsal (EGD) en
128 cerdos de raza Landrace. Para la basqueda de los SNPs se amplificaron y secuenciaron
808 pares de bases (pb) (posicién 84.466.928 a 84.467.736 de la secuencia NC010448.4
del GenBank) en 48 cerdos, hallindose siete nuevos SNPs. Los polimorfismos hallados
fueron: (i) SNP1 (T/C, posicién 84.466.982); (ii) SNP2 (C/T, posicién 84.467.066);
(iii) SNP3 (T/C posicién 84.467.131); (iv) SNP4 (C/T, posicién 84.467.201); (v) SNP5
(G/T, posicién 84.467.368); (vi) SNP6 (C/A, posicién 84.467.402); y (vii) SNP7 (G/A,
posicién 84.467.413). El andlisis estadistico se realizé mediante ANOVA solamente para
el SNP1. Se encontraron diferencias significativas (p<0,05) en 128 cerdos, entre genotipos
del SNP1 y EGD. Los resultados obtenidos sugieren que la regién 5'UTR de WDTCI es
polimérfica y el SNP1 estaria asociado con la expresion fenotipica del cardcter.
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SUMMARY

The WDTCI1 (WD and tetratricopeptide repeats 1) gene has an anti-adipogenic function,
converting it into a candidate gene to explain the phenotypic variation in traits of econo-
mic importance for swine breeding. The objective of this work was to identify and evaluate
the effect of single nucleotide polymorphisms (SNPs) located in the 5*UTR region of
WDTCI and its association with backfat thickness (BFT) in 128 Landrace pigs. For the
identification of SNPs, 808 bp (from 84,466,928 to 84,467,736 of sequence NC010448.4
of GenBank) were amplified, sequenced and analyzed by multiple alignments. The poly-
morphisms found were: SNP1 (T / C, 84.466.982), SNP2 (C / T, 84.467.066), SNP3
(T / C 84.467.131), SNP4 (C / T, 84.467.201), SNP5 (G / T, 84.467.368), SNP6 (C /
A, 84.467.402) and SNP7 (G / A, 84.467.413). Statistical analysis was performed using
ANOVA only for the SNP1. The differences were significant among genotypes of SNP
1 (p-value <0.05) for (BFT). These results indicate that the 5> UTR region of WDTCI
is polymorph and the SNP1 would be associated with the phenotypic expression of the

character analyzed.

Keywords: (porcine), (backfat thickness), (WDTC1 gene)

INTRODUCCION

La reduccién en la deposicién de grasa ha
sido uno de los objetivos en el mejoramiento
genético porcino. La grasa corporal se encuen-
tra distribuida en diferentes depésitos en el ani-
mal, representando la grasa subcutdnea el 60 a
70% de la misma. Por su importancia debido a
que es el mayor depésito graso del organismo y
el mas sencillo de medir en el animal vivo, ha
sido uno de los caracteres mds utilizados en los
planes de seleccién.

Las experiencias de mapeo de loci de carac-
teres cuantitativos (QTL) en familias de refe-
rencia (http://www.animalgenome.org/ cgi-bin
/ QTLdb / SS / index) y los estudios de asocia-
cién de genoma completo (GWAS)>>7101L1215
han identificado regiones cromosémicas y
polimorfismos de nucledtidos simples (SNPs)
asociados a diferentes caracteres de importan-
cia econémica que pueden ser incorporados en
esquemas de seleccién asistida por genotipos.
En el cromosoma 6 porcino (SSC6) se han ha-
llado numerosas evidencias en relacién al con-
tenido de magro *>7 % Debido a su funcién
anti-adipogénica y su posicién en 6q21-20,
determinado por un panel de células hibridas'
el gen WDTC1 (WD tetratricopéptido 1) se
considera como un gen candidato para explicar
los QTL y SNPs hallados en este cromosoma
asociados con efecto sobre al cardcter EGD.

El gen WDTCI codifica para la proteina
homénima altamente conservada desde Droso-
phila melanogaster hasta humanos'. Las protei-
nas WD40 entre las que se encuentra WDTC1
tienen varias funciones e interactan como
cofactores para regular la transcripcién génica.
WDTCI funciona como un nexo en el com-
plejo proteico que participa en el metabolismo
adiposo, se encuentra tanto en el citosol como
en el nicleo celular. Es en el nucleo donde
ejerce su funcién anti-adipogénica formando
un complejo entre las histonas H2A, H4 y la
desacetilasa de histona HDAC3, inhibiendo
la actividad transcripcional de PPARy princi-
pal gen responsable de la diferenciacién de cé-
lulas precursoras en adipocitos'®. Groh et al.®
demostraron que WDTC1 es un componente
de la ligasa E3 DDB1-CUL4-ROC1 (CRL4),
a través de modelos de adipogénesis en cultivo
de células 3T3-L1, comprobaron que la falta
de interaccién entre WDTC1 y DDB1 con-
duce a una pérdida de supresion adipogénica
por WDTCI, aumento de la acumulacién de
triglicéridos y expresién de genes relacionados
con el metabolismo lipidico. Estos autores con-
cluyeron que el complejo CRL4-WDTCI pro-
mueve la mono-ubiquitinacién de la histona
H2AK119, lo que sugiere el rol de este com-
plejo en la represién transcripcional durante la
adipogénesis.
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En porcinos se caracterizé la regién 5> UTR
del gen WDTC1 y se describieron diferentes
secuencias de elementos reguladores en la mis-
ma'é. Los SNPs dentro de los elementos regu-
ladores pueden modificar la expresién génica
al alterar los sitios de unién de los factores de
transcripcion.

Debido a que el gen RYRI (receptor de
ryanodina 1) se localiza en el mismo cromo-
soma presentando un efecto confirmado en la
expresion fenotipica del espesor de grasa dor-
sal, y para no confundir los efectos entre ambos
genes, todos los animales que participaron de
la experiencia fueron genotipados para el poli-
morfismo ¢.1843 C>T de RYR1.

El objetivo de este trabajo fue identificar
polimorfismos en laregién 5> UTR de WDTC1
y evaluar su asociacién en relacién con EGD en
cerdos de raza Landrace.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se utilizaron 58 capones y 70 cachorras
provenientes de camadas obtenidas a partir de
apareamientos dirigidos entre cerdas Landrace
y dos padrillos de la misma raza, provistos por
el nicleo genético Ceres. El ensayo fue realiza-
do en la EEA Pergamino de INTA en la pro-
vincia de Buenos Aires. Todas las cerdas fueron
servidas dentro de la misma semana en agosto
de 2011. Los nacimientos tuvieron lugar en
diciembre del mismo afio y los lechones fue-
ron destetados a los 28 dias de vida en enero
de 2012. Todos los animales fueron recriados
en iguales condiciones y alimentados con una
racién comercial hasta las 8 semanas de edad
(25 kg de PV).

Los cerdos fueron alojados en boxes indivi-
duales con bebederos tipo chupete y comederos
secos de una boca, en los que se ofrecié comi-
da fresca a voluntad. La alimentacién se llevé a
cabo en dos fases: (i) crecimiento, de 30 a 60 kg
de PV y (ii) terminacién, de 60 a 110 kg de PV
con raciones estandares de maiz, soja y concen-
trados comerciales. Las mismas fueron formu-
ladas para cubrir los requerimientos nutricio-
nales de los cerdos en funcién del periodo de

desarrollo: 3300 Kcal de energfa metabolizable
(EM)/kg, 18% de proteina, 1,05% de lisina,
0,78% de calcio y 0,32% de fésforo en la fase
de crecimiento y 3200 kcal de EM/kg, 16,5%
de proteina, 1 % de lisina, 0,75% de calcio y
0,3% de fésforo en la fase de terminacién.
Una vez alcanzados los 90 kg de PV, se
procedié a la toma del EGD con un equipo
ultrasonido Lean Meater Renco, definiéndose
dos variables: (i) P2, es decir, a la altura de la
primera vértebra lumbar desplazada 5 cm de
la linea media, y (ii) EG3, que corresponde al
promedio de 3 mediciones realizadas a la altura
del codo, la dltima costilla y el gliteo medio,
también desplazadas a 5 cm de la linea media.

Extraccién de ADN

De cada animal se extrajeron 5 ml de san-
gre periférica de la vena yugular, con anticoagu-
lante EDTA. La extraccién de ADN se realizd
mediante el kit comercial Easy-DNA™ gDNA
Purification Kit (Inbio-Highway, Tandil, Ar-
gentina) a partir de 200 pl de sangre entera. El
control de calidad se realizé en geles de agarosa
al 0,8% tefidos con Gel Red™ Nucleid Acid
Gel Stain (Biotium, USA) y visualizados en
Geldoc-it Imaging System UVP. La cuantifi-
cacién del ADN obtenido se realiz6 mediante
el equipo Nanodrop Lite Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific, USA), midiendo ab-
sorbancia a 260 nm.

Reaccién en cadena de la polimerasa

(PCR)

Se amplificaron 808 pb comprendidas en-
tre las posiciones 84.466.928 y 84.467.736 de
la secuencia NC_010448.4 del GenBank. El
diseno de los cebadores para la reaccién se rea-
liz6 por medio del programa Primer3: forward
5'GCTGGAACTGCCTCTTCTTT 3’ y re-
verse 5’ AGATAAACAGAGGAGGAGGAGG
3.

La reaccién de PCR se llevé a cabo en un
equipo Techne TC 412 (Barloworld Scientific,
UK). Para cada reaccién a 70 ng de ADN se
agregaron 5 pl de Buffer 5X, 0.4 M de cada ce-
bador, 5U de MyTaq DNA Polymerase™ (Bio-
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line, USA) y agua en cantidad suficiente para un
volumen final de 25 pl. El ciclado fue de: 95 °C
1 min, 35 ciclos de 95 °C 15 seg, 58 °C de an-
nealing 15 seg, 10 seg a 72 °C de extensién y una
extensién final de 4 min a 72 °C.

Secuenciacién del producto de PCR

Para la purificacién del producto de PCR se
utilizé Wizard® SV Gel and PCR clean-Up sys-
tem (Promega, USA). La secuenciacién se rea-
liz6 con el equipo ABI3130XL (INTA Unidad
de Gendmica y Biotecnologia). Para la reaccién
de secuenciacién se utilizaron los mismos ce-
badores que para la reaccién de PCR. Las se-
cuencias obtenidas se analizaron mediante un
alineamiento multiple (Clustalw) mediante el
programa BioEdit v7.0.9 utilizando la secuen-
cia de referencia NC_010448.4 (GenBank).

Determinacién de genotipos

1. SNP ¢.1843 C>T del gen RYRI Los geno-
tipos del SNP ¢.1843 C>T del gen RYR1 se de-
terminaron por PCR-HRM (Polymerase Chain
Reaction-High Resolution Melting). Cada re-
accién contuvo 10 pl de MeltDoctor® HRM
Master Mix (Applied Biosystems®, USA), 5uM
de cada oligonucleétido (Forward: 5’GTGCT-
GGATGTCCTGTGTTCCCT 3’ y Reverse:
5’CTGGTGACATAGTTGATGAGGTTTG
3’) y 30 ng de ADN en 20 pl de volumen final.
Se realizé el ciclado en un equipo StepOne Real
Time PCR (Applied Biosystem®, USA) con 40
ciclos de 95 °C 15 seg, 60 °C 1 min, seguido
de una curva continua de fusién con incre-
mentos de 0.3 °C desde 65 °C a 95 °C. Las
salidas fueron analizadas con el software High
Resolution Melting V3.1 (Applied Biosys-
tems®, USA).

2. SNP1 del gen WDTCI. Se determinaron
genotipos para el SNP1 mediante la técnica
de PCR-RFLP. Se utilizé el programa dCAPS-
Finder 2.0 para disenar primers modificados
con un sitio de corte para la endonucleasa de
restriccién Xhol: Forward 5°GAACAGCAG-
TAACTCCACCAGT 3" y Reverse 5' TACAC-

CGGGTGGCCTGGA 3'para amplificar un
producto de 102 pares de bases (pb). Los ge-

notipos se visualizaron por medio de geles de
poliacrilamida al 14% tenidos con Gel Red™
Nucleid Acid Gel Stain (Biotium, Fremont,
USA), presentando el genotipo TT una banda
de 102 pb, el genotipo CT bandas de 102, 84 y
18 pb y el genotipo CC bandas de 84 y 18 pb.

Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados por ANOVA
con el paquete estadistico InfoStat* de acuerdo
al siguiente modelo:

Y. = pu+o+ v+ B+e

ij ijkl.

dénde:

Y,: representa la variable respuesta (valor
fenotipico)

p: media general

o.: efecto del iésimo SNP1 del gen WDTC1

v efecto del jotaésimo SNP c.1843C>T
del gen RYR1

i3 :efecto del késimo sexo

e, :es el error experimental

El contraste de medias se realizé mediante
test de Tukey (0=0,05).

RESULTADOS

A partir de la comparacién de las secuen-
cias obtenidas de 48 animales se detectaron
7 polimorfismos del tipo SNPs en la regién
5'UTR del gen WDTCI, segtn Tabla 1. Las
frecuencias alélicas y genotipicas para cada po-
limorfismo se indican en la Tabla 2. La frecuen-
cias genotipicas halladas para el SNP C/T del
gen RYR1 fueron: CC 0.95 y CT 0,05.

Debido a que se hallaron los tres genotipos
presentes en la muestra en estudio para el SNP1
(Tabla 1) y ademds dicho SNP modifica un po-
tencial sitio de unidn al factor de transcripcién
STAT, el cual estd involucrado en el proceso de
adipogénesis, se decidié incrementar el nimero
de animales a genotipificar para este polimorfis-
mo y realizar un andlisis de asociacién con los
rasgos de interés. La frecuencia genotipica para
los 128 animales analizados para el SNP1 fue:

0,13 (CC); 0,46 (CT) y 0,41 (TT).
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Tabla 1. Polimorfismos identificados, sus posiciones en la secuencia de referencia (GenBank) y los potenciales factores
de transcripcién asociados

SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP7

Posicionen | o\ 466 982 | 84.467.066 | 84.467.131 | 84.467.201 | 84.467.368 | 84.467.402 | 84.467.413

NC 010448.4
SNP T>C T>C T>C T>C T>G A G>A
Factorde | gpyp KLFI5 | CREB NF-kB
transcripcion

"Potencial sitio de unién para los factores de transcripcién: STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription),
KLF (Kruppel Like Factor 15), CREB (cAMP-Responsive Element Binding protein) y NF-kB (Nuclear Factor Ka-
ppa-light-chain-enhancer of activated B cells).

Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas para los SNPs hallados en la regién 5"UTR del gen WDTC1

SNP Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
CcC CT TT C T
SNP1
0,024 0,452 0,524 0,754 0,254
CcC CT TT C T
SNP2
0,810 0,190 0,000 0,905 0,095
TT TC CcC T C
SNP3
0,810 0,190 0,000 0,905 0,095
CcC CT TT C T
SNP4
0,810 0,190 0,000 0,905 0,095
GG GT TT G T
SNP5
0,714 0,286 0,000 0,857 0,143
CcC CA CcC C A
SNP6
0,810 0,190 0,000 0,905 0,095
AA AG GG A G
SNP7
0,024 0,048 0,928 0,048 0,952
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Los resultados del anilisis de asociacién
entre los diferentes genotipos para el SNPI,
el SNP C/T del gen RYR 1, sexo y los carac-
teres productivos se presentan en la Tabla 3.
Se encontraron diferencias significativas entre
genotipos del SNP1 (p-valor <0,05) para los
caracteres P2 y EG3. Se hallaron también di-
ferencias entre medias para ambos caracteres,
estando el menor espesor de grasa asociado al
genotipo CC. No se hallaron diferencias signi-
ficativas para genotipos del SNP c.1843 del gen
RYRI (p>0.05) y si como, era de esperar para
sexo p<0.05).

DISCUSION

El proceso de adipogénesis es complejo e
involucra una cascada de eventos con la acti-
vidad de numerosos genes que controlan la
determinacién y desarrollo del tejido adiposo.
El cromosoma 6 porcino se caracteriza por la
presencia de numerosos genes relacionados con
este proceso, e.g. RYR1, FTO, FABP3, LEP,
LEPR y LEPROT entre otros.

El rol del gen WDTC1 en el proceso de
adipogénesis ha sido estudiado en diferentes
especies® *. En porcinos, Wu ez al.'%, identifi-
caron secuencias para factores de transcripcién
asociados a la diferenciacién del tejido lipidico

en la regién 5° UTR de WDTCI. Entre estos
factores encontramos aquellos que tienen un
rol positivo como reguladores de la adipogé-
nesis (KLF 4, 5, 6, 9 y 15) en especial por la
activacién de los genes PPARy, C/EBPa y f.
Otros factores presentan un efecto negativo
como KLF 2, 3y 7 por la inhibicién de la trans-
cripcién de PPARy, FASN, C/EBPo’. STAT
corresponde a una familia de factores de trans-
cripcién que involucra a STATT, 2, 3, 4, 5A,
5By 6, los cuales en respuesta a la estimulacién
de varios receptores son fosforilados en sus resi-
duos de tirosina produciendo su translocacién
al nicleo celular para actuar como factores de
transcripcién de numerosos genes. En especial
STAT 5 tiene un rol destacado en el proceso
de adipogénesis ya que modula la expresién de
PPARy al inducir su expresién y la posterior
diferenciacién de células mesenquimatosas en
adipocitos’.

Las diferencias significativas entre geno-
tipos del SNP1 (p <0,05) para EGD medida
en P2 y EG3 (Tabla 2) pueden ser explicadas
debido a que dicho polimorfismo se localiza en
la secuencia consenso para el factor de trans-
cripcién STAT. Con respecto al SNP de RYR1
cuyo efecto sobre contenido de magro y PSE ha
sido confirmado en las diferentes poblaciones

Tabla 3: Medias y desvios estandar de EGD segtin genotipos del SNP1.

Variable Efecto Medias y dez‘:lOS;tIflllirazei ;:)ra genotipos F P-Valor
P2 SNP1 TT TC CC
13.04 +0-69AB | 1416+0.5B | 1226+0.72A | 4.85 0.0094
SEXO Capones Cachorras
13.80+£0.52B | 12.25+0.51 A 13.16 0.0004
EG3 SNP1 T TC CC
17.37+0.72AB | 1851 +0.51 B | 16.98 £+ 0.74 A | 5.39 0.0057
SEXO capones cachorras
18.47 +0-53 A | 16.52+0.52B 19.22 0.0001
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porcinas, en nuestro estudio esas diferencias no
se han detectado debido a la baja frecuencias
de los animales heterocigotas y ausencia de los
homocigotas para la mutacién. Cherel ez al?,
propusieron que si bien los animales hetero-
cigotas para el SNP de RYRI podrian contri-
buir, no explican por si solos la disminucién
del EGD. Estos autores sefialaron la presencia
de otros polimorfismos segregando en forma
conjunta con RYRI. De acuerdo a esta hipé-
tesis, y por su posicion en el genoma, los SNPs
detectados en WDTC1 podrian estar asociados
a la evidencia hallada por Fontanesi ez al°, en
SSC6 en los bloques de 65,1-65,4; 70,6-72,5 y
100.7 a 101.8 Mb para EGD en Italian Large
White. Estos autores sefialaron como gen can-
didato a FTO pero no lograron confirmar esta
asociacion. Lee ez al.® en un estudio con cerdos
cruza entre una raza nativa de Corea y Landrace
confirmaron la presencia de SNPs en la regién
comprendida entre 88.750.779 y 103.764.358
pb entre los marcadores S\W2098 y SW1881 en
SSC6 para el cardcter EGD.

En el presente estudio se han detectado po-
limorfismos en la regién no codificante 5” del
gen WDTC1 porcino, hallindose asociacién
del SNP1 con el caricter EGD, medido en P2
y EG3. Es necesaria la validacién de este efec-
to en otras poblaciones porcinas para ampliar
nuestro conocimiento sobre la arquitectura ge-
nética de dicho rasgo cuantitativo.

CONCLUSION

El extremo 5 UTR del gen WDTCI es
polimérfico, identificindose en dicha regién 7
nuevos SNPs al comparar las secuencias obte-
nidas en 48 cerdos Landrace. El SNP1 (T/C)

presentd una asociacion positiva con el cardcter

EGD.
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Utilizacién de un medio con lecitina de soja para congelar semen
equino

Use of a medium with soy lecithin for freezing equine semen

CALDEVILLA, M."?3; FERRANTE, A."*3; NEILD, D.!?3

"Universidad de Buenos Aires, Facultad de Ciencias Veterinarias. “Instituto de Investigacién y Tecnologia en Reproduccién Animal
(INITRA). *Cdtedra de Teriogenologia. Buenos Aires. Argentina. .

RESUMEN

La yema de huevo, empleada de rutina en numerosos protocolos de congelamiento de
semen, presenta como limitantes ser un compuesto de origen animal y un potencial riesgo
de contaminacién. Debe ser procesada al momento de su utilizacién y al poseer grinu-
los de tamano similar a los espermatozoides, interfiere con la evaluacién del semen. El
objetivo de este trabajo fue probar si el medio AndroMed®, a base de lecitina de soja, es
efectivo para congelar semen equino. Los eyaculados se diluyeron con: 1) yema de huevo
y dimetilformamida; 2) yema de huevo, dimetilformamida y glicerol; 3) AndroMed®;
4) AndroMed® suplementado con dimetilformamida. Se evaluaron los pardmetros cine-
mdticos, la viabilidad y el estado acrosomal de los espermatozoides posdescongelado. La
movilidad total y progresiva fueron significativamente mayores (p<0,05) en los medios
de congelamiento con yema de huevo respecto los dos de AndroMed®. De igual manera
los porcentajes de espermatozoides vivos con acrosoma intacto fueron significativamente
mayores (p<0,05) en los medios de congelamiento con yema de huevo respecto los dos
de AndroMed®. Como conclusién, en las condiciones experimentales descriptas, el di-
luyente AndroMed® no evidencié ventajas cuantitativas comparado con otro diluyente
convencional respecto a la capacidad de congelar semen equino con pardmetros minimos
de aceptacién in vitro.

Palabras clave: (congelamiento), (yema de huevo), (dimetilformamida), (glicerol), (An-
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ABSTRACT

Egg yolk, used routinely in numerous semen freezing protocols, has the limitation of being
a compound of animal origin and thus a potential risk of contamination. It must be proces-
sed at the time of its use and as it has granules similar in size to sperm, it interferes with the
evaluation of semen. The objective of this study was to evaluate if AndroMed®, a medium
based on soybean lecithin, can be used successfully to freeze equine semen. The ejaculates
were diluted with: 1) egg yolk and dimethylformamide; 2) egg yolk, dimethylformamide
and glycerol; 3) AndroMed®; 4) AndroMed® with dimethylformamide. The kinematic
parameters, viability and acrosome status of post-thaw spermatozoa were evaluated. Total
and progressive motility were significantly higher (p<0.05) in media with egg yolk when
compared to AndroMed®. In addition, media with egg yolk showed significantly higher
percentages of live sperm with intact acrosomes than those with AndroMed® (p<0.05).
In conclusion, under the described experimental conditions, the AndroMed® diluent did
not show any quantitative advantages over a conventional diluent with regard to its ability

to freeze equine semen with minimal parameters of iz vitro acceptability.

Key words: (freezing), (egg yolk), (dimethylformamide), (glycerol), (AndroMed®).

INTRODUCCION

Los diluyentes para congelamiento de se-
men equino suelen contener medios base que
aportan sustrato energético, compuestos tam-
pones (buffers), antibiéticos y agentes criopro-
tectores. La eleccién adecuada del diluyente es
crucial para el éxito de la criopreservacién de
semen en cualquier especie. La yema de huevo,
empleada de rutina en numerosos protocolos
de congelamiento de diversas especies, presenta
algunas limitantes en su uso. En primer lugar,
al ser un compuesto de origen animal, repre-
senta un potencial riesgo de contaminacién de
las dosis inseminantes, pudiendo entonces par-
ticipar en la transmisién de enfermedades’. Es
por ello que existen reglamentaciones interna-
cionales que restringen el ingreso de productos
que contengan huevo o derivados del mismo,
viéndose limitadas las posibilidades de comer-
cializacién de semen congelado. Por otro lado,
la yema de huevo es poco prictica para usar,
ya que debe ser procesada al momento de su
utilizacién y ademds porque, al tener en su
composicién granulos de tamafo similar a los
espermatozoides, en muchos casos interfiere
con la observacién microscépica y con ensa-
yos bioquimicos incluidos en la evaluacién del
semen’. Por dltimo, no es un producto estan-
darizado ya que depende de factores como la

dieta y el manejo de las gallinas que produ-
cen los huevos®. La soja contiene lecitina, una
fraccién de fosfolipidos que podria sustituir a
las lipoproteinas de alto peso molecular y los
fosfolipidos de la yema de huevo y prevenir el
dafo de la membrana plasmdtica del esperma-
tozoide que se produce durante el enfriamiento
y la crioconservacién’. Los diluyentes a base de
lecitina de soja se han evaluado para procesar y
congelar el semen bovino, como una alternativa
aceptable a la yema de huevo tradicional y a
los diluyentes a base de leche para la criopreser-
vacién de semen de toro’. Estudios realizados
comprobaron la efectividad del AndroMed®,
un medio libre de proteinas de origen animal a
base de lecitina de soja, para congelar semen de
toros, obteniendo mejores tasas de no-retorno
en la inseminaci6n artificial que con semen di-
luido y congelado en un medio a base de TRIS
y yema de huevo'. Este medio permitié ademds
una adecuada visualizacién de los diferentes
pardmetros espermdticos evaluados, no interfi-
riendo con las tinciones aplicadas a tal fin. Una
modificacién del AndroMed® fue desarrollado
para refrigerar semen equino, el AndroMed-E
(Minitiib, Alemania), y su efectividad fue com-
parado al de otros dos diluyentes de composi-
cién proteica definida: el EquiPro y el EquiPro
TM?®. En ese estudio, el semen fue refrigerado
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a 5 °C durante 4 dias, observando que la mo-
vilidad progresiva, la velocidad y la viabilidad
espermdticas disminuyeron notablemente con
el AndroMed-E. Hasta el momento solo dos
grupos de investigadores*'” han reportado
el uso de lecitina de soja, en reemplazo de la
yema de huevo en dos diluyentes comerciales
para congelar semen equino. No encontraron
diferencias en los pardmetros evaluados in vitro
(movilidad total y progresiva y la integridad de
membrana) del semen equino pos-descongela-
do comparando diluyentes con yema de huevo
o con lecitina de soja, sin embargo los resulta-
dos de fertilidad fueron significativamente me-
nores en ambos trabajos cuando se insemind
con semen criopreservado con lecitina de soja.
El objetivo del presente trabajo fue probar si el
medio de congelamiento AndroMed®, que es
un diluyente comercial para congelar semen bo-
vino a base de lecitina de soja, puede emplearse
y es efectivo para congelar semen equino.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccién y evaluacién de rutina
del semen

El presente estudio cuenta con la aproba-
cién del Comité Institucional de Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL)
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de Buenos Aires (Aprobacién N°
2016/3).

El semen se recolecté utilizando una va-
gina artificial modelo Missouri y un stcubo
natural. Los eyaculados se evaluaron macro y
microscépicamente previo al procesamiento.
Se recolect6 semen de 6 padrillos (n=6, r=3), 5
padrillos alojados en la Facultad de Veterinaria
de la Universidad de Buenos Aires y 1 padrillo
de un establecimiento privado. Todos eran pa-
drillos de fertilidad probada, 3 de raza criolla,
1 Cuarto de milla y 2 Silla Argentino, entre 5
y 15 anos de edad, en condiciones de D.S.O.
(Daily Sperm Output) al momento de la co-
lecta de semen. La movilidad espermadtica del
semen fresco se evalud de manera subjetiva por
observacidén directa sobre platina termostatiza-

da (37 °C) y la concentracién espermadtica se
evalué mediante hemocitometria utilizando
una cdmara de Neubauer. Cada eyaculado se
diluy6 volumen: volumen en medio a base de
leche descremada (diluyente de Kenney: 2,4 gr
de leche descremada, 4,9 gr de glucosa, antibi6-
tico 1 gr de ticarcilina, 100 ml agua destilada
estéril), se dividié en 4 alicuotas, se centrifugd
15 minutos a 800 g, se aspird el sobrenadante
y el pellet fue rediluido a una concentracién de
300 millones de espermatozoides/ml con los si-
guientes diluyentes: 1) diluyente base (50 % de
lactosa al 11 %, 25 % EDTA-glucosa, 0,5 %
Equex, 20% de yema de huevo) con 5% de di-
metilformamida (DMF); 2) diluyente base con
2,5% de DMF y 2,5% de glicerol; 3) diluyen-
te comercial para semen bovino: AndroMed®
(Minitiib, Alemania) que contiene fosfolipidos,
TRIS, 4cido citrico, azlcares, antioxidantes,
buffers, glicerol, agua de altisima pureza y an-
tibidticos (Tilosina, Gentamicina, Espectino-
micina, Lincomicina) ; 4) diluyente comercial
para semen bovino AndroMed® (Minitiib,
Alemania) suplementado con 2,5% de DME
El congelamiento se realizé6 de acuerdo a un
protocolo usado para semen equino en 2001%
1011 El semen diluido se equilibré 30 minutos
a temperatura ambiente (22 a 26 °C), luego
se envasé en pajuelas de 0,5 ml. Las pajuelas
fueron colocadas en gobeletes pldsticos y su-
mergidos en una mezcla de etanol-acetona 1:1
dentro de un canastillo de bronce. Brevemente,
el canastillo fue mantenido dentro del termo
de nitrégeno (de 10 litros) a 6 cm por encima
del nivel del nitrégeno liquido, controlando el
descenso de la temperatura con un termémetro
digital desde temperatura ambiente hasta — 15 °C
(descenso de 10-12 °C/minuto). Luego se llevé
el canastillo hasta el nivel del nitrégeno liquido,
hasta alcanzar los — 120 °C (descenso de 25 a
40 °C/minuto), se sacaron las pajuelas de la
mezcla de etanol-acetona y finalmente se su-
mergieron en el nitrégeno liquido, a — 196 °C.

El descongelamiento se realiz6 en bafo tér-
mico a 37 °C durante 1 minuto.
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Evaluacién de los pardmetros cinemd-
ticos

Se evaluaron los pardmetros cinemdticos
utilizando un sistema computarizado (CASA:
Computer Assisted Semen Analysis), el Andro-
Vision® (Minitiib, Alemania). En cada mues-
tra se analizaron los valores cinemdticos de al
menos 1000 espermatozoides totales y se deter-
mind el porcentaje de espermatozoides mdviles
totales y el porcentaje de espermatozoides con
movilidad progresiva. Se analizaron los siguien-
tes pardmetros cinemdticos: velocidad curvili-
nea (VCL: velocidad media de la trayectoria de
la cabeza del espermatozoide; expresada en pm/
seg), velocidad en linea recta (VSL: velocidad
media medida en linea recta entre el primer y
tltimo punto de la trayectoria; expresada en
pm/seg), velocidad de trayectoria media (VAP:
distancia promedio que el espermatozoide ha
atravesado durante el periodo de andlisis; expre-
sada en pm/seg), amplitud del desplazamiento
lateral de la cabeza (ALH, amplitud de las osci-
laciones de la cabeza del espermatozoide; expre-
sada en pum), frecuencia de bateo espermdtico
(BCF: frecuencia con que la cabeza atraviesa la
trayectoria del espermatozoide; expresada en
Hertz), indice de oscilacién (WOB, expresado
en %) rectitud (STR, expresada en %; STR=
VSL/VAP x 100) y linealidad (LIN, expresada
en %; LIN= VSL/VCL x 100).

Evaluacién de viabilidad espermdtica
e integridad acrosomal

Se evalué la capacitacién midiendo la ca-
pacidad de los espermatozoides de llevar a cabo
la reaccién acrosomal. Para evaluar el estado
del acrosoma se empleé la tincién con la lec-
tina de la aglutinina del mani marcada con
isotiocianato de fluoresceina (FITC-PNA)'
junto con el colorante fluorescente loduro de
Propidio (PI) para detectar los espermatozoides
muertos. Brevemente, las muestras de semen se
tifieron con loduro de Propidio y FITC-PNA
incubdndolos durante 10 minutos a 37 °C. Los
patrones de reaccién acrosomal se observaron
con microscopia de epifluorescencia entre por-
ta y cubreobjetos a 1000x. En espermatozoides

que no han realizado la reaccién acrosomal, los
acrosomas permanecen sin tefiir, mientras que
en los espermatozoides reaccionados, la lectina
se une selectivamente a la membrana acrosomal
externa y los acrosomas se tifien de verde emi-
tiendo senal fluorescente. El Ioduro de Propi-
dio es un colorante especifico de ADN que no
puede penetrar si la membrana citoplasmdtica
estd intacta, penetrando solamente en las célu-
las que han perdido la integridad de la mem-
brana, por lo tanto tifie el nicleo de los esper-
matozoides muertos de color rojo.

Analisis estadistico

Para analizar los pardmetros cinemdticos
se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) del
indice de oscilacién y la rectitud, mientras que,
al no demostrar una distribucién normal, se
realizé un andlisis de Friedman para la movili-
dad total y progresiva, velocidad curvilinea, ve-
locidad en linea recta, velocidad de trayectoria
media, frecuencia de bateo espermdtico, ampli-
tud del desplazamiento lateral de la cabeza y la
linealidad.

Dentro de los patrones de FITC-PNA/PI,
fueron analizados mediante un ANOVA el por-
centaje de espermatozoides vivos con acrosoma
intacto y el porcentaje de espermatozoides
muertos con acrosoma reaccionado, mientras
que el porcentaje de espermatozoides vivos con
acrosoma reaccionado y el porcentaje de esper-
matozoides muertos con acrosoma intacto, al
no demostrar una distribucién normal, fueron
analizados utilizando el test de Friedman.

En todos los casos se bloqueé por padrillo.
Los datos se expresan en valores medios + des-
vio estdndar (DS), y se consideré un nivel de
significancia del 5%.

RESULTADOS

Parametros cinematicos del semen
descongelado

En las muestras de semen equino pos-des-
congelado la movilidad total y progresiva fue-
ron significativamente mayores (p<0,05) en los
medios de congelamiento con yema de huevo
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respecto los dos de AndroMed® (Figura 1).

Los parametros cinéticos VCL, VSL, VAP,
ALH, BCEF fueron significativamente mayores
en los dos diluyentes que contenian yema de
huevo con respecto al diluyente AndroMed®
(p<0,05). Sin embargo no se observaron dife-
rencias significativas (p>0,05) en los parime-
tros cinéticos de LIN, STR y WOB entre los
diferentes diluyentes utilizados (Tabla 1).

El uso del diluyente AndroMed® mejord
sensiblemente la visualizacién de los esperma-
tozoides en el AndroVision® (sistema CASA
utilizado en este estudio), como puede obser-
varse en la Figura 2.

Viabilidad espermdtica e integridad
acrosomal

En las muestras de semen pos-desconge-
lado los porcentajes de espermatozoides vivos
con acrosoma intacto y los porcentajes de es-
permatozoides vivos con acrosoma reaccionado
fueron significativamente mayores (p<0,05) en
los medios de congelamiento con yema de hue-

vo respecto a los dos de AndroMed®. Mientras

que los porcentajes de espermatozoides muer-
tos con acrosoma reaccionado fueron significa-
tivamente mayores (p<0,05) en los medios de
congelamiento AndroMed® con respecto a los
de yema de huevo.

No se observaron diferencias significativas
(p>0,05) en el porcentaje de espermatozoides
muertos con acrosoma intacto luego de ser con-
gelados-descongelados en los diferentes medios

ensayados (Tabla 2).

DISCUSION

Los componentes bdsicos de los diluyentes
para criopreservacién de semen equino son los
mismos desde hace 35 anos, y en la mayoria
de los protocolos incluyen yema de huevo, un
crioprotector permeable, un azicar y sustancias
detergentes” >". La yema de huevo y la leche,
compuestos de origen animal, se incluyen de
forma rutinaria en protocolos de crioconserva-
cién para semen de animales domésticos y su
funcién radica en proteger a la célula del shock
por frio®. Se ha reportado que el dafio produ-
cido por el congelamiento-descongelamiento

100 -

% de esparmatozoidas eguinos
=1

10 -

B Movilidad total (32)

® Movilidad progresiva (%)

DMF 5 %4 DMF2,5%

GLIC2, 5%

ANDROMED

ANDROMED
DMF 2,53

Figura 1. Evaluacién de la movilidad total y progresiva de espermatozoides equinos pos-descongelado, uti-
lizando un sistema computarizado de andlisis de semen AndroVision® (Minitiib, Alemania).
“* letras diferentes indican diferencias significativas entre los diluyentes en la movilidad total y progresiva (p<0,05).
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Tabla 1. Evaluacion mediante un sistema computarizado de andlisis de semen (CASA; AndroVision®,
Minitiib, Alemania) de los parametros cinematicos del semen equino pos-descongelado. Los datos son
porcentajes promedio + DS.

VCL | VSL | VAP | BCF | ALH
MEDIOS LIN STR | WOB
[um/s] | [um/s] | [um/s] | [Hz] (um]

0,6 = 0,32 + 0,6 = 0,5+

_ V) a a a a
Yema-DMF 5% |36:+20¢| 11£8° | 169 | 54+5° | 62° o2e | o1¢

Yema-DMF 11+ 15+ | 47+ | 05+ | 031+ | 07+ | 05+
2,5% 3L£2041 4. 1« 3.6¢ 03¢ 0,1¢ 01 | 01¢
-GLIC 2,5% ’ ’ ’ ’ ’
, 03+ 07+ | 0,5+
® b b b b > a > )
ANDROMED" |17+ 17| 877 [ 10£8" | 15+17 | =5 04027 700 | (7]
ANDROMED®- \ \ , Ll 02+ | 08+ | 06+
DMF 250 |14£107| 657 | 877 | 21 02 |05£037) 7 020

@b Jetras diferentes indican diferencias significativas entre medios para cada pardémetro cinemdtico (p<0,05).
DMF: dimetilformamida

GLIC: glicerol

ALH amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (um)
BCEF: frecuencia de bateo espermdtico (Hertz)

LIN: linealidad (%)

STR: rectitud (%)

VCL: velocidad curvilinea (pm/seg)

VSL: velocidad en linea recta (um/seg)

VAP: velocidad de trayectoria media (pm/seg),

WOB: indice de oscilacién (%)

Figura 2. Visualizacién de los espermatozoides equinos pos-descongelados evaluados con el sistema computarizado de
andlisis de semen AndroVision® (Minitiib, Alemania). A: es la imagen del CASA con un diluyente que contiene yema
de huevo, B: es la imagen del CASA con Andromed®.
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Tabla 2. Estado del acrosoma y viabilidad espermdtica, evaluados con la tincién FITC-PNA/PI, en semen equino con-
gelado-descongelado con diferentes diluyentes. Los datos son porcentajes promedio + DS.

MEDIOS PNA-/PI- (%) | PNA+/PI-(%) | PNA-/PI+ (%) | PNA+/PI+ (%)
YEMA 20 %- DMF 5 % 44+£9a 4420 14+5¢ 38+10¢
YEMA 20 %-DMF 2,5 % - s ., , .
GLIC 2,5% 37+8 442 16+7 43+38
ANDROMED® 13£6¢ 2410 11+40 74490
ANDROMED?® - DMF 2,5% 13£6°¢ 1£1° 1244 T4+£80

PNA-/PI-: Espermatozoide vivo con acrosoma intacto.

PNA+/PI-: Espermatozoide vivo con acrosoma reaccionado.

PNA-/PI+: Espermatozoide muerto con acrosoma intacto.

PNA+/PI+: Espermatozoide muerto con acrosoma reaccionado.
@b Jetras diferentes indican diferencias significativas entre medios para cada patrén de FITC-PNA/PI (p<0,05).

puede ser disminuido por la adicién de las li-
poproteinas presentes en la yema de huevo, que
actuarian protegiendo al espermatozoide del
shock por frio y estabilizando la membrana es-
permdtica®”?*!. Con el objetivo de establecer una
alternativa que reemplace a la yema de huevo se
ha demostrado que el plasma de yema de huevo
esterilizado tiene el potencial de reemplazar la
yema de huevo en el diluyente de congelaciéon
de semen equino ya que los pardmetros de mo-
vilidad no fueron significativamente diferentes
entre los diluyentes, aunque la integridad de la
membrana se conservé mejor en el semen con-
gelado con yema de huevo. Sin embargo se ob-
tuvieron los mismos resultados en los indices de
prenez”. En un trabajo posterior, estos mismos
autores evaluaron la capacidad crioprotectora
del agregado de liposomas, compuestos de los
fosfolipidos de la yema de huevo, al diluyente
para congelar semen equino'®. Si bien encon-
traron que los liposomas fueron efectivos en
proteger a los espermatozoides, los resultados
no mejoraron los obtenidos con yema de hue-
vo y concluyeron que adn se requiere optimizar
la composicién de los liposomas a ser utiliza-
dos para reemplazar eficientemente a la yema
de huevo. En un estudio reciente se demostrd
que el reemplazo de la yema de huevo con un

complejo de Hidroxipropil-beta-ciclodextri-
na (HPBCD) y colesterol en el diluyente para
criopreservar semen mejor6 la movilidad total,
progresiva y la viabilidad del semen equino
pos-descongelado®. Otros autores han sugerido
que se podria utilizar goma ardbiga precalen-
tada como un crioprotector alternativo para
la crioconservacién de semen equino, ya que
mantuvo la movilidad total de los espermato-
zoides en 46-50%, elevé la movilidad progre-
siva en 27% y obtuvo los mismos porcentajes
de prefnez que el control con yema de huevo®.
Por otro lado para congelar semen equino un
grupo de investigadores en Brasil reemplaza-
ron la yema de huevo en el diluyente comer-
cial Botu-Crio® (Botupharma, Brasil) por di-
ferentes concentraciones de lecitina de soja.
vitro, ambos diluyentes mostraron porcentajes
similares de movilidad total, progresiva y de
membranas intactas. Sin embargo, los mejores
resultados de fertilidad luego de la insemina-
cién artificial se obtuvieron con el semen con-
gelado con Botu-Crio®". Por lo tanto, aunque
los resultados de laboratorio (in vitre) fueron
similares, se obtuvieron menores tasas de pre-
fiez utilizando semen congelado con lecitina de
soja. Si contrastamos estos resultados con los
del presente estudio con AndroMed®, los pari-
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metros seminales iz vitro no fueron similares ya
que la movilidad total y progresiva disminuye-
ron significativamente en el presente estudio y
ademds aumentd significativamente el porcen-
taje de espermatozoides muertos con acrosoma
reaccionado cuando se congelé con el diluyen-
te AndroMed® sin yema. Las diferencias entre
este estudio y el trabajo citado anteriormente'
podrian deberse a las distintas concentraciones
de lecitina de soja presentes en el medio de
congelamiento, como asi también diferencias
en los componentes de los diluyentes comer-
ciales AndroMed® y Botu-Crio®. El mismo
grupo de investigacién evalué si se produciria
una asociacién entre los lipidos de la lecitina de
soja con los lipidos de la yema de huevo para
mejorar la proteccién de las membranas de los
espermatozoides de padrillos “malos congela-
dores” agregando lecitina de soja al diluyente
comercial Botu-Crio'®. Sin embargo, si bien
esta modificacién no dio diferencias significati-
vas con el control, no proporcioné un aumento
en los pardmetros cinemdticos ni en la integri-
dad de la membrana espermadtica evaluados en
el semen equino pos-descongelado, y tampoco
increment6 la tasa de prefez pos-inseminacién
artificial’®. En otro estudio'” se evalué si se pro-
ducia un efecto protector sinérgico entre un
2% o un 4% de yema de huevo centrifugada y
1,25% de lecitina de soja, ambos agregados al
diluyente comercial INRA para congelamiento
profundo del semen del caballo miniatura del
Caspio. En este caso evaluaron la movilidad
espermdtica, las anomalias morfoldgicas y la
integridad de membrana, concluyendo que el
uso de una concentracién del 2% de yema cen-
trifugada en combinacién con la lecitina de soja
mejoraba significativamente la congelabilidad
del semen'. Sin embargo, estos dos estudios
difieren del actual en que el diluyente en ambos
casos contenia yema de huevo (ya sea entera o
centrifugada) y esa presencia podria explicar los
mejores resultados obtenidos por esos autores.
Cuando se realiza el congelamiento profun-
do, se busca utilizar una curva de enfriamiento
6ptima que minimice los dafos producidos du-
rante el proceso de criopreservacién de semen.
En ambos trabajos que usaron lecitina de soja

para congelar semen equino'> ", se implemen-

t6 una curva lenta de descenso de temperatura,
una de ellas durando aproximadamente 40 mi-
nutos'. Por el contrario, en el presente estudio
se utilizé una curva rdpida de congelamiento,
que ha sido utilizada con éxito en la especie
equina y que disminuye los tiempos empleados
en el proceso de criopreservacion (no mds de
7-8 minutos). Esta diferencia en procedimiento
quizds haya tenido un impacto en los resultados
obtenidos con el AndroMed en semen equino,
sobre todo si se toma en cuenta que en los pro-
tocolos de congelamiento de semen bovino
para el que fue desarrollado, también es utiliza-
do con una curva lenta de descenso de tempera-
tura. Entonces, quizds el protocolo de curva de
descenso rdpido no sea el adecuado cuando se
emplea diluyentes con lecitina de soja.

CONCLUSIONES

Considerando los resultados obtenidos,
podemos afirmar que el diluyente AndroMed®
no evidencié ventajas cuantitativas comparado
con otros diluyentes convencionales respecto a
la capacidad de congelar semen equino con pa-
rdmetros minimos de aceptacién in vitro, bajo
las condiciones en las que se ensayd. Sin embar-
go este medio permitié una adecuada visualiza-
cién de los diferentes pardmetros espermdticos
evaluados con el sistema AndroVision®. Serfa
importante seguir ensayando alternativas de
diluyentes sin yema de huevo, siendo que lo-
grar un medio de congelamiento profundo sin
proteinas de origen animal impactarfa positiva-
mente en el comercio internacional de semen
equino, disminuyendo no solo los riesgos sani-
tarios sino también facilitando la elaboracién
de los medios y mejorando la evaluacién in vi-
tro de los pardmetros seminales.
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Instrucciones para los autores

InVet (Investigacién Veterinaria) es una
revista de publicaciones cientificas, cuyo
objetivo es difundir trabajos cientificos y
académicos que abordan las temdticas inherentes
a las dreas de conocimiento de las Ciencias
Veterinarias; Ciencias Bdsicas, Produccién
Animal, Medicina Preventiva, Salud Publica
y Bromatologia, Salud Animal y Formacién
General. Esta publicacién estd orientada a
Veterinarios, Médicos, Bidlogos, Bioteristas,
Zootecnistas, Técnicos en alimentacién y
todos aquellos profesionales relacionados a la
salud y produccién animal. InVet publicard
articulos originales y comunicaciones breves de
autores nacionales y extranjeros que deberdn ser
presentados segun las instrucciones que aqui se
explicitan. Los articulos de revision bibliografica
quedardn a consideracién del Comité Cientifico
Editorial en lo que respecta a su pertinencia para
la revista y segtin los requisitos de admisibilidad
editorial.

Todos los trabajos recibidos se encuentran
sujetos a aceptacién y su recepcion no implica la
obligatoriedad de publicacién. Los trabajos serdn
evaluados por dos drbitros externos a la Facultad
de Ciencias Veterinarias de la UBA. En caso
de discrepancia entre las evaluaciones se podrd
recurrir a un tercer drbitro. La decisién final
serd tomada por el Comité Cientifico Editorial.
Todo el proceso de evaluacién se desarrolla bajo
la modalidad “doble ciego” esto mantendrd bajo
anonimato las identidades tanto de los autores
como de los evaluadores. Finalizada la tarea de
arbitraje, el autor recibird la comunicacién que
indica la aceptacién o el rechazo del trabajo.

El Editor se reserva el derecho de la revisién
editorial.

Los trabajos deben ser inéditos. Se aceptardn
para su publicacién trabajos que hayan sido
motivo de presentaciones en Congresos,
Simposios y Jornadas o que hubieren sido
publicados como restimenes o comunicaciones
cortas, situacién que deberd indicarse al pie
de la primera pdgina del articulo, quedando
su publicacién a consideracién del Comité
Cientifico Editorial y de los evaluadores
propuestos para el mismo.

Una vez aceptados los trabajos pasan a
ser propiedad intelectual de InVet y su futura
publicacién, completa o parcial, sélo podrd
realizarse a través de una autorizacion escrita del
editor. InVet garantiza a los autores la utilizacién
para la publicacién del material de su autoria en
libros donde intervenga como autor o editor, con la
tnica obligacién de que en dicho libro se mencione
la fuente de la publicacién original.

Los trabajos pueden redactarse en castellano,
inglés o portugués y se podrin presentar en las
siguientes categorias:

a) Articulos de investigacion: corresponden
a informes resultantes de investigacion cientifica
original, cientificamente apropiada que aporte
conocimientos nuevos a la disciplina. Estos se
organizardn de acuerdo con el formato previsto
mas adelante.

b) Articulos de revisién bibliografica
y/o actualizacién: son revisiones de aspectos
puntuales de temas de actualidad o emergentes,
relevantes a la disciplina. No tienen por objeto
configurar una recopilacién bibliografica, sino
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que presentardn temas en los que existe diversidad
de opiniones, sobre los cuales el autor proveerd
una opinién objetiva, brindando para ello detalles
de los hallazgos cientificos, asi como opiniones
de diversas fuentes. Es requisito de la revista
que el autor sea un investigador formado, con
amplia experiencia y antecedentes en la temdtica
a desarrollar en el articulo. La publicacién de
este tipo de trabajos se procesard por invitacién
del Comité Editorial. No obstante, si un autor
desea publicar en esta categoria, deberd proveer
al Editor en Jefe su sugerencia respecto del titulo
y estructura propuesta del trabajo para que sea
considerada.

c) Notas o comunicaciones breves: correspon-
den a informes resultantes de la investigacion
cientifica, con el objeto de comunicar resultados
de amplitud mds restringida que los trabajos de
investigacién, de hasta 2000 palabras de longitud,
con la organizacién correspondiente al trabajo
de investigacién como se describe mas adelante.

d) Nota técnica: se trata de la descripcién
concisa de una técnica, desarrollo, procedimiento
o dispositivo original e innovador, basado en la
investigacién, que tiende a brindar una solucién
a un problema relevante para la prdctica
profesional. Deberd enfatizar las ventajas
comparativas que la nueva técnica aporta a la
disciplina profesional en la cual se desarrolla. El
manuscrito no deberd superar las 2000 palabras
y se organizard con secciones de introduccién,
metodologia, resultados y conclusién, no
incluyendo al efecto mds de diez referencias
bibliogréficas, ni més de cuatro tablas y/o figuras.

Los mismos, deberdn acompafarse de
una nota donde se asienten todos los datos
del autor principal y del autor a quien se deba
dirigir la correspondencia (direccién postal
completa, teléfono, fax y correo electrénico),
la indicacién de que los contenidos del trabajo
no han sido anteriormente publicados, ni
estdn siendo considerados para su publicacién
en otro medio y la autorizacién para la
publicaciéon del articulo firmada por todos
los autores. Asimismo, aquellos trabajos fruto
de la investigacién en animales vivos deberdn
presentar, y citar en el manuscrito, la aprobacién

del Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales de Experimentacién (CICUAL) o del
comité semejante en la institucién donde se haya
desarrollado la misma. Si los datos utilizados en
la elaboracién del trabajo provienen de pacientes
de alguna institucién, por ejemplo Hospitales
Veterinarios, los autores deberdn adjuntar una
nota donde se explicite la autorizacién por parte
de la institucién para hacer uso de dichos datos.

Los originales impresos por triplicado y
grabados en un soporte de disco compacto
(CD) o adjuntos a un correo electréonico deben
enviarse dirigidos al Editor en Jefe Prof. Dr.
Daniel M. Lombardo a:

Facultad de Ciencias Veterinarias, UBA, Av.
Chorroarin 280 (C1427CWO) Buenos Aires,
Argentina. Tel: +54-11-4524-8458, Fax: +54-11-
4524-8480, E-mail: invet@fvet.uba.ar

Los trabajos deberdn ser tipeados en
Microsoft Word versién 2003 o superior. El
CD deber4 llevar un rotulo identificatorio que
incluya el apellido del primer autor y las tres
primeras palabras del titulo. El nombre del
archivo debe ser el apellido del primer autor
del articulo, salvado con la extensién *.rtf. El
contenido del soporte (CD) debe ser idéntico
al de la copia enviada en papel.

La copia escrita debe confeccionarse en papel
tamafio A4 (21,6 x 29,4 cm) a doble espacio y
con ambos mdrgenes, encabeza-miento y pie
de 2,5 cm, colocando la numeracién correlativa
de cada hoja en el dngulo superior derecho y
numerando las todas lineas del texto en forma
consecutiva. El tipo de letra debe ser Times New
Roman y tamafio de 12 p. El nimero de paginas
no debe ser mayor a 12 para los articulos ni
mayor a 6 para las comunicaciones cortas.
El manuscrito debe poseer todas sus lineas
secuencialmente numeradas.

El articulo debe constar de titulo (castellano
e inglés o portugués) nombre de los autores,
institucién a la cual pertenecen, resumen (en
castellano e inglés o portugués) palabras clave,
introduccién, materiales y métodos (o disefio
experimental) resultados, discusion, conclusio-nes y



bibliograffa. Las comunicaciones cortas presentardn
una estructura similar, pudiendo presentar
discusién y conclusiones en una misma seccién.

Titulo. Debe ser lo mds conciso posible y
debe incluirse su forma reducida (el «running
title»). Debe corresponderse con la temdtica
del articulo.

Nombre de los autores. Deben colocarse a
continuacién del titulo principal del articulo,
dejando dos espacios y justificados a la derecha. El
nombre de cada autor comenzard en mayusculay
el resto en mindscula, las iniciales de los nombres
serdn en mayuscula, separadas del apellido por
una coma y un espacio y sin espacio ni coma
entre ellas. Los diferentes autores irdn separados
por punto y coma. Al pie de pdgina, con la misma
letra que la del cuerpo del texto de tamafo 10
p vy precedido por un nimero de referencia, se
colocard la institucién a la que pertenece, titulos,
etc., indicando también la direccién postal y
electrénica del autor corresponsal.

Gonzilez, G'., Pérez, HI.?
'Departamento de Produccién Animal, *Departamento de
Medicina, Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad

de Buenos Aires. Chorroarin 280 (1427) Buenos Aires.

Restiimenes. Se deberdn incluir los aspectos mds
destacados de los objetivos, materiales y métodos,
resultados y conclusiones. La extensién méxima es
de 200 palabras (se considera palabra a cualquier
unidad separada por un espacio en cada lado) para
los articulos y 150 para las comunicaciones cortas.
No se deben utilizar abreviaturas, salvo para las
unidades de medida. Se ubica primero el resumen
en castellano o portugués, seguido por las palabras
clave; luego el titulo del articulo y el resumen en
inglés, seguidos de las correspondientes palabras
clave en el mismo idioma. Si se emplea idioma
inglés, se incluird resumen y palabras clave en
castellano.

Palabras clave. A continuacién del titulo
«Palabras clave» enumerar hasta cinco palabras
las que se utilizardn para indexar el articulo. Es

conveniente que parte de dichas palabras no sean
tomadas del titulo. Cada una de ellas se escribira
separada por una coma.

Ejemplo
Palabras clave: (higado), (ultrasonografia).

Cuerpo del articulo. En general se toma
como base que el articulo contard con tres
niveles de subtitulos. Los subtitulos de primer
orden deben centrarse respecto del cuerpo del
texto, escribirse en mayuscula y en negrita.
Corresponden al RESUMEN, INTRODUC-
CION, MATERIALES Y METODOS,
RESULTADOS, DISCUSION, CONCLU-
SIONES y BIBLIOGRAFIA.

Los subtitulos de segundo orden deben
justificarse a la izquierda y escribirse con
minuscula y negrita. Los de tercer orden,
comienzan en la primera linea del pdrrafo,
separados del mismo por un punto, justificados
sobre el margen izquierdo y escritos en itélica.
En caso de requerir un cuarto nivel de subtitulo
se respetard lo dicho para el tercer nivel,
reemplazando itdlica por subrayado.

El uso de abreviaturas deberd ser minimo y
de acuerdo alo estipulado por la Real Academia
Espanola (para los trabajos redactados en
espafol). No se permiten abreviaturas en los
titulos, subtitulos y palabras clave. En el resumen
s6lo se aceptardn abreviaturas de las unidades de
medida y en el resto del texto sélo se utilizardn
cuando sucedan a un niimero.

Cuando se mencionen productos comer-
ciales deberd aclararse a continuacién entre
paréntesis los datos del nombre comercial,
nombre del fabricante, ciudad y pais de
fabricacién. Los microorganismos y pardsitos
deberdn citarse por género y especie. El nombre
del género debe escribirse completo la primera
vez que se cita en el texto y luego abreviado
por su primera letra. Todos los nombres deben
escribirse en itdlica.

En caso de que se utilicen abreviaturas o
siglas poco frecuentes, se deberdn definir la
primera vez que aparezcan en el texto.
Introduccién. Debe ser lo mds breve posible
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y en ella se presentardn los antecedentes mds
relevantes del tema existentes en la bibliografia,
se fijardn los objetivos de la investigacién y se
indicard la importancia e impacto de la misma.

Materiales y Métodos. Se describirdn los disefios
experimentales, los materiales y metodologias
empleadas. En caso de utilizarse técnicas
conocidas, sélo se citardn, pero en el caso de
procedimientos nuevos o poco difundidos,
se describirdn en detalle. Asimismo, deberdn
ser mencionados los métodos estadisticos
empleados para el andlisis de los datos obtenidos.
En el caso de que la experimentacién haya
requerido el uso de animales deberd indicarse
como fueron conducidos los experimentos a
los fines de evitar el sufrimiento innecesario de
los mismos y el empleo del minimo necesario
para el tipo de experimentos llevados a cabo.
Es recomendable, en el caso que el lugar donde
se realizaron las investigaciones cuente con
un Comité Institucional de Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio tener constancia
de la aprobacién por parte del mismo. En
caso contrario el Comité Cientifico Editorial
se reserva el derecho de consultar al Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio de esta institucién sobre aquellos
protocolos que no estén previamente evaluados
por Comités de Etica institucionales.

Resultados. Se expresardn en forma clara y concisa,
para lo cual podrin emplearse cuadros, grificos
o fotografias. Como los graficos serdn reducidos,
los simbolos y textos deben ser suficientemente
grandes para que puedan leerse luego de la
reduccién. La informacién suministrada en
gréficos no debe repetirse en cuadros.

Discusién. Conclusiones. Se explicitard todo
lo relacionado con el significado y validez
de los resultados, evitando repetir aspectos
mencionados bajo el subtitulo Resultados. Las
conclusiones deben ser concisas y claras.

Agradecimientos. Si corresponde agradecer
ayudas técnicas, soportes financieros, etc. En

caso de existir conflictos de intereses, éstos deben
ser declarados.

Bibliografia. Las citas bibliogréficas deberdn
limitarse al minimo necesario, incluyendo
exclusivamente las consultadas. Se sugiere no
incluir més de 30 referencias. Estas se presentardn
segun lo determinado para la publicacién de
articulos cientificos del International Committee
of Medical Journal Editors (ICMJE). Se
enumerardn en forma consecutiva, por orden
alfabético del apellido del primer autor. Se
incluirdn todos los autores cuando sean seis o
menos, en caso de ser mds, a partir del tercer
autor serdn reemplazados por et al. Las citas en
el texto se indicardn con el nimero de orden,
colocado como superindice. El tamano de la
letra debe ser 10 p.

Las abreviaturas aceptadas internacio-
nalmente de los titulos de las publicaciones se
pueden encontrar en la base de datos Pubmed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.
fcgi?db=journals). En la lista de referencia los

articulos de revistas, capitulos de libros, libros y

eventos cientificos serdn presentados segtin los

siguientes ejemplos:
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and azithromycin. 5th International Symposium on
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La fuente del articulo deberd encontrase

en itdlica.

Cuando se trate de informaciones no
publicadas y no referenciadas se mencionardn
como sigue: Delelis JC. Comunicacién personal

(19906)

Ilustraciones. En cada articulo se aceptard hasta
4 fotografias blanco y negro y hasta 4 tablas o
grificos. Las ilustraciones excedentes serdn

costeadas por los autores, como las ilustraciones
en color.

Todas las tablas y gréficos deberdn remitirse
separadas del cuerpo del articulo, al igual que
sus pies explicativos, asi como incluidas en
el texto. Se numerardn en orden cronolégico
de inclusién en el cuerpo del articulo en el
anverso y en caso de ser confusa su orientacidn,
se indicard la parte superior y derecha con
sendas flechas. Los dibujos originales deben
estar confeccionados sobre papel blanco y
con tinta china. Si son tomados de equipos
de computacidn sélo se aceptardn escaneados
de alta calidad, con una resolucién minima
de 150 dpi, en archivos formato *.jpeg o
*.tif. Las fotografias deben enviarse en papel
brillante, originales, con alta resolucién y
en foco, en caso de estar escaneadas deberdn
cumplir los mismos requisitos especificados
para los dibujos. Los autores deberdn indicar
en el margen izquierdo del original con un
circulo y el nimero correspondiente, el lugar
donde consideran mds adecuada la colocacién
de gréficos e ilustraciones, asi como también
sugerirdn el tamafo final de las reproducciones.
Sin embargo, el editor se reserva el derecho de
alterar tanto la ubicacién como el tamafio de
las mismas.
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Instructions for authors

InVet (Veterinary Research) is a scientific
journal whose objective is to make known scientific
and academic research on subjects inherent to
areas of knowledge of Veterninary Sciences; Basic
Sciences, Animal Production, Preventive Medicine,
Public Health and Bromatology, Animal Health
and General Education. This journal is aimed at
Veterinarians, Doctors in Medicine, Biologists,
Technicians in laboratory animal, Zoo-technicians,
Food technicians and all professionals related to
health and animal production. InVet publishes
original articles and short communications from
national and foreign authors which should be
presented according to the following instructions.
Bibliography reviews are subject to evaluation by
the Editorial Scientific Committee regarding their
relevance for the journal according to the editorial
admission requisites.

All studies received are subject to acceptance
and their reception does not imply necessary
publication. All work will be evaluated by two
external reviewers i.e. not from the Faculty of
Veterinary Sciences of the University of Buenos
Aires. Should a discrepancy result from the
evaluations received, a third reviewer could be
consulted. The final decision will be taken by
the Editorial Scientific Committee.

The whole evaluation process will be
carried out using the “double blind” modality
to maintain the anonymity of both the authors
and the reviewers. Once the evaluation has been
finalized, the author will be notified whether the
work has been accepted or rejected.

The Editor maintains the right to editorial
revision.
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All work submitted must be unpublished.
Articles that have been presented at Congresses
and Symposia or that have been published as
summaries or short communications, a fact
which must be indicated at the foot of the
first page of the article, will be accepted but
publication remains subject to the Editorial
Committee’s consideration and that of the
reviewers proposed to evaluate them.

Once accepted, the articles become the
intellectual property of InVet and their future
publication, either partial or complete, will
only be possible with written permission from
the Editor. InVet guarantees authors the use
of their published material in books where
they intervene as authors or editors, with the
sole obligation of mentioning in the book the
source of the original publication. Articles can
be written in Spanish, English or Portuguese
and can be presented in the following categories:

a) Research articles: these correspond
to results from original scientific research,
scientifically appropriate that provide new
information to the area of knowledge. They will
be organized according to the format shown
further on.

b) Articles of bibliography revision and/or
update: these are specific revisions of current
or emerging subjects, relevant to the area
of knowledge. The objective is not to make
a bibliographic compilation, rather present
subjects having diverse opinions where the
author/s provide an objective opinion and
details of scientific findings as well as opinions
from different sources. It is a requirement of this



journal that the author is a researcher trained
with extensive experience and background in the
subject to be discussed in the article. Generally
these articles are by invitation from the Editorial
Committee. Nevertheless, if an author wishes to
publish in this category, he/she should provide
the Editor in Chief with his/her suggestion
for a title and proposed structure for it to be
considered.

¢) Short communications or Notes: these
correspond to reports resulting from scientific
research where the objective is to communicate
results of a more restricted nature, of up to 2000
words in length, and organized as described
further on.

d) Technical Note: It is the concise description
of a technique, a development, a procedure,
or original and innovative device, based on
research that aims at providing a solution to
a problem relevant to professional practice.
Emphasis must be placed on the comparative
advantages that the new technique provides to the
professional discipline in which it is developed.
The manuscript should not have more than 2000
words and should be organized into the following
sections: introduction, methodology, results and
conclusion. Not including, to this effect, more
than ten references and no more than four tables
and / or figures. They should be accompanied by
a note consigning information of the main author
and the corresponding author (complete postal
addpress, fax, e-mail), a statement that the contents
of the article have not been previously published
nor are being considered for publication in any
other form and the authorization to publish it
signed by all the authors. Also, those scientific
articles that stem from research on live animals
must submit, and cited in the manuscript,
approval of the “Institutional Committee and
Use of Experimental Animals (CICUAL)” or
similar committee in the institution where they
have developed research. If the data used in the
preparation of the paper came from patients of
an institution, for example Veterinary Hospitals,
authors should attach a note where the institution
explicit permission to make use of that data.
Triplicate printed copies of the originals and a

digital back-up copy on a compact disk (CD)
or as an e-mail attachment, must be sent to the
Editor in Chief Prof. Daniel M. Lombardo, MV
PhD to:

Facultad de Ciencias Veterinarias, UBA, Av.
Chorroarin 280 (C1427CWO) Buenos Aires,
Argentina. Tel: +54-11-4524-8458, Fax: +54-
11-4524-8480, E-mail: invet@fvet.uba.ar

The manuscripts should be typed using
Microsoft Word 2003 version or higher. The
CD must be identified, including the surname
of the first author and the first three words of
the title. The name of the document must be
the surname of the first author and it must be
saved with the extension: *.rtf. The contents
of the back-up (CD) should be identical to the
printed copy that is sent. The printed copy must
be on A4 (21.6 x 29.4 cm) size paper, double-
spaced and having all margins of 2.5 cm, with
consecutive numbering on each page placed in
the top right hand corner and all lines of the text
also numbered consecutively. Font type should
be Times New Roman size 12 p. Articles should
not exceed 12 pages and short communications
should not exceed 6 pages. The manuscript
should have all its lines numbered sequentially.

The manuscript must have a title (in
Spanish, English or Portuguese), name of the
authors, Institution they belong to, summary
(in Spanish, English or Portuguese), key
words, introduction, materials and methods
(or experimental design), results, discussion,
conclusions and references.

Short communications should have a similar
structure and the discussion and conclusions
cans be in the same section.

Title. It should be as concise as possible and
ashort title must be included («running title»). It
should correspond with the subject of the article.

Names of the authors. They should
be immediately after the main title of the
manuscript, separated by two spaces, and
justified to the right. Each author’s name should
start with a capital letter and the initials also
in capital letters, separated from the surname
by a comma and a space but without spaces

59



or commas between them. Different authors
should be separated by semicolons. At the foot
of the page, using the same font as the text,
size 10 p and preceded by a reference number,
the name of the institution the author belongs
to, titles, etc., also indicating postal and e-mail
address of the corresponding author.

GonzALez, G'., PErez, HI.2
'Departamento de Produccién Animal, *Departamento de
Medicina, Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad

de Buenos Aires. Chorroarin 280 (1427) Buenos Aires.

Summary. The most important aspects of
the objectives, materials and methods, results
and conclusions should be included. Maximum
length for articles is 200 words (each unit
separated by a space on either side is considered
a word) and for short communications, 150
words. No abbreviations should be used save
measurement units. The order should be: first
the summary in either Spanish or Portuguese
followed by the Key Words; second the title
and the summary in English, followed by the
corresponding Key Words in the same language.
If English is used, a summary and key words in
Spanish must be included.

Key words. Following the title <Key words»
enumerate a maximum of five words which will
be used to index the article. Each word should
be separated by a comma.

Example Key words:
(ultrasonography).

Body of the manuscript. In general the
article should have three levels of subtitles. Those
of first order should be centered with regard to
the body of the text, be written in capital letters
and bold type.

These should be SUMMARY,
INTRODUCTION, MATERIALS AND
METHODS, RESULTS, DISCUSSION,
CONCLUSIONS and REFERENCES.

Second order subtitles must be justified to
the left and written in small bold type. Those of
third order start on the first line of the paragraph,
separated by a full stop, and justified to the left

margin and written in italics. Should a fourth

(liver),
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level subtitle be necessary, it should be similar
to the third level ones, underlining it instead of
using italics. The use of abbreviations should
be kept to a minimum and according to that
stipulated by the Real Academia Espanola in
cases where the article was written in Spanish.
No abbreviations should be used in the titles,
subtitles and key words. In the summary,
only measurement units will be accepted as
abbreviations and in the rest of the text, they
will only be used when following a number.
When commercial products are mentioned, the
commercial name, name of the manufacturer,
city and country of manufacture should be
added between brackets immediately afterwards.
Microorganisms and parasites must be cited by
genus and species. The complete genus name
should be written the first time it is mentioned
and thereafter can be abbreviated using its first
letter. All names must be written in italics.

When using uncommon abbreviations, they
should be defined the first time they appear in
the text.

Introduction. It should be as short as
possible and should present the most relevant
information existing in the bibliography, the
objectives of the study should be mentioned
and their importance and impact should be
indicated.

Materials and Methods. The experimental
design, materials and methodologies used should
be described. When using known techniques,
they can simply be cited, but in the case of
new or not very widespread procedures, they
must be described in detail. Likewise, the
statistical methods used to analyze the data
should be mentioned. If animals were used
in the experiments, how these were carried
out to avoid their unnecessary suffering must
be indicated, as also the minimum number
of animals necessary according to the type
of experiment. A written statement from the
Committee for the Care and Use of Laboratory
Animals approving the experiments would be
recommended if this is possible. Otherwise
the Scientific Editorial Committee reserves
the right to consult the Committee for the
Care and Use of Laboratory Animals of this
institution concerning the protocols that have



not previously been evaluated by an institutional
Ethics Committee.

Results. Should be expressed clearly and
concisely. Tables, graphs or photographs can
be used to this end. As the graphs will be
reduced in size, the symbols and text need to be
sufficiently large to allow reading after reduction.
Information supplied in graphs must not be
repeated in tables.

Discussion. Conclusions. Everything
related to the significance and validity of the
results must be stated, avoiding repetition of
aspects mentioned under the subtitle Results.
Conclusions must be clear and concise.

Acknowledgments. If it is appropriate to
give thanks for technical or financial support,
etc. Should there be a conflict of interests, these
should be stated.

References. Bibliography cited should be
limited to the minimum necessary, including
only those consulted. It is suggested that no
more than 30 references be included. These
will be presented according to that determined
by the International Committee of Medical
Journal Editors (ICMJE). They must be
consecutively numbered, using alphabetical
order for the first authors’ surnames. All authors
should be included when their number does
not surpass six. Should there be more, after the
third author, the rest will be replaced by et al.
References must be indicated in the text with
their order number as a superscript, size 10 p.
Internationally accepted abbreviations of the
publication titles can be found in the Pubmed
data base (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/
query.fcgi?db=journals). Journal articles, book
chapters, books and scientific events should be
presented in the reference list according to the
following examples:

Dunhan, B.; Liu, S.A.; Taffet, S. Inmunolocalization and
expression of functional and non-functional cell-to-cell
channels from wildtype and mutant rat heart connectin

43 CDNA. Circ Res. 1998; 70:1233-43.

Marrube, G.; Rozen, E; Pinto, GB.; et al. New
polymorphism of FASN gene in chicken. J App! Genet.
2004; 45(4):453-5.

Zipes, DP; Jalife, J. Cardiac electrophysiolooy. From cell to
bedside. 2nd Edition. W.B.Saunders Co. Philadelphia,
USA, 1995.

Marban, E.; O’Rourke, B. Calcium channels: Structure,
function, and regulation. En Zipes DP. (ed.). Cardiac
electrophysiology. From cell to bedside. 2nd Edition. W.D.
Saunders Co. Philadelphia, USA, 1995:11-21.

Givon-Lavi, N.; Greenberg, D.; Sharf, A.; Vardy, D.; Katz,
A.; Dagan, R. Risk of breakthrough pneumococcal
bacteremia in children aged <5 years: comparison
between oral amino-penicillin, cephalosporins
and azithromycin. 5th International Symposium on
Pneumococci and Pneumococcal Diseases 2006. Alice

Springs, Australia.

Marra, E; Patrick, D.; Chong, M.; Bowie, W. Increased
Use of Second-Generation Macrolide Antibiotics
among Children in British Columbia, Canada [Abstract
G-1354]: 45th Interscience Conference on Antimicrobial
Agents and Chemotherapy. Washington, DC, December
16-19, 2005. Washington, DC: American Society for
Microbiology.

Negro, V.; Herndndez, SZ.; Saccomanno, DM. Deteccién
de lesions odontocldsticas reabsortivas felinas (LORF)
mediante examen clinico y radioldgico. In: hetp://www.
fvet.uba.ar/invet/negro3.pdf, consulted 2nd of October
of 2006.

The source of the article should be in italics.

In the case of unpublished information,
they should be mentioned as follows: Delelis
JC. Personal communication (1996).

lustrations. For each manuscript, a total of
4 black and white photographs and a maximum
of 4 tables or graphs will be accepted. Excess
illustrations will be financed by the authors,
as also color illustrations. All tables and graphs
as well as their captions, as included in the
text, should be sent separate from the body
of the manuscript. They should be numbered
chronologically according to their inclusion
in the body of the manuscript, on the front
of the page and, should their orientation be
confusing, in the top right hand corner with
the corresponding arrows. Original drawings
must be prepared on white paper with) Indian
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ink. If taken from a computer, only high quality
scannings will be accepted, with a minimum
resolution of 150 dpi, in *.jpeg or *.tif format.
Photographs must be original, printed on shiny
paper, with a high resolution and in focus. If they
are scanned, they must comply with the same
requisites as those for drawings. Authors should
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indicate, on the left margin of the original and
with a circle and the corresponding number, the
place they consider most adequate for placing
the graphs and illustrations. They should also
suggest the final size of the reproductions.
Nevertheless, the Editor reserves the right to alter
both the location and the size of the illustrations.



Instrucoes para os autores

InVet (Investigagao Veterindria) é uma revista
de publicagées cientificas cujo objetivo é difundir
trabalhos cientificos e académicos que abordam as
temdticas inerentes as dreas de conhecimento das
Ciéncias Veterindrias: Ciéncias Bésicas, Producio
Animal, Medicina Preventiva, Saude Publica
e Bromatologia, Satide Animal e Formagcio
Geral. Esta publicagio destina-se a Veterindrios,
Médicos, Bidlogos, Bioteristas, Zootecnistas,
Técnicos em Alimentacio e todos aqueles
profissionais relacionados a satde e produgio
animal. InVet publicard artigos originais e
comunicacbes breves de autores nacionais e
estrangeiros, que devem ser apresentados segundo
as instrugdes que aqui se explicam. Os artigos de
revisao bibliogréfica serdo acatados pelo Comité
Cientifico Editorial levando em consideracio a
sua pertinéncia para a revista, além dos requisitos
de admissibilidade editorial.

Todos os trabalhos recebidos ficam sujeitos
a aceitagdo e sua recep¢do nio implica na
obrigatoriedade de publica¢io. Os trabalhos
serdo avaliados por dois drbitros externos
a Faculdade de Ciéncias Veterindrias da
Universidade de Buenos Aires. No caso de
discrepancia entre as avaliagdes, se poderd
recorrer a um terceiro drbitro. A decisio final
serd tomada pelo Comité Cientifico Editorial.
Todo o processo de avaliagiao se desenvolve
sob a modalidade “duplo cego”, mantendo sob
anonimato tanto as identidades dos autores
quanto as dos avaliadores. Finalizada a tarefa de
arbitragem, o autor receberd a comunicagio que
indica a aceita¢io ou a rejeiao do trabalho. O
Editor se reserva o direito da revisao editorial.

Os trabalhos devem ser inéditos. Serdo
aceitos para publicacio trabalhos que tenham
sido motivo de apresentagoes em Congressos,
Simpésios e Jornadas ou que tenham sido
publicados como resumos ou comunicagées
breves, situa¢do que deverd ser indicada no
rodapé da primeira pdgina do artigo, para que
a publicacao seja considerada pelo Comité
Cientifico Editorial e pelos avaliadores.

Uma vez aceitos, os trabalhos passam a ser
propriedade intelectual de InVet. Sua futura
publicagao, completa ou parcial, s6 poderd se
realizar através de uma autorizacio escrita do
Editor. InVet assegura a um autor a utilizacio
do material de sua autoria para publicagio em
livros onde intervenha como autor ou editor,
com a unica obrigagao de que seja mencionada
nos livros a fonte da publicacio original.

Os trabalhos podem ser escritos em espanhol,
inglés ou portugués e podem ser apresentados nas
seguintes categorias:

a) Artigos de investiga¢io: correspondem a
informes resultantes de investigacdo cientifica
original e cientificamente apropriada que aporte
novos conhecimentos a disciplina. Tais informes
serao organizados de acordo com o formato
estipulado mais adiante.

b) Artigos de revisao bibliografica e/ou
atualizacio: sdo revisoes de aspectos pontuais de
temas atuais ou emergentes, relevantes a disciplina.
Nao tem como objeto configurar uma recopilagio
bibliografica, mas apresentar temas em que existe
diversidade de opinies, em que o autor dar uma
opinido objetiva, fornecendo para isso detalhes dos
descobrimentos cientificos junto com opiniées de
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diversas fontes. E uma exigéncia da revista que
o autor ¢ um pesquisador treinado com ampla
experiéncia e formagao no assunto a ser discutido
no artigo. Tais artigos, em geral, sao processados
por convite do Comité Editorial. No entanto, caso
um autor deseje publicar nesta categoria, deverd
apresentar ao Editor-Chefe sua sugestio sobre o
titulo e estrutura proposta do trabalho para que
seja considerada.

c) Notas ou comunicagbes breves:
correspondem a informes resultantes da
investigagao cientifica, com o objetivo de
comunicar resultados de amplitude mais
restrita que os trabalhos de investigagio, de até
2000 palavras de extensdo, com a organizacio
correspondente ao trabalho de investigagao,
descrita mais adiante.

d) Nota técnica: trata-se da descri¢io concisa
de uma técnica, desenvolvimento, procedimento
ou dispositivo original e inovador, baseado na
investigagdo, que tende a dar solug¢do a um
problema relevante para a prética profissional.
Deverd enfatizar as vantagens comparativas que
a nova técnica aporta a disciplina profissional
na qual se desenvolve. O manuscrito nao
deverd conter mais de 2000 palavras e deverd
ser organizado com se¢oes de introducio,
metodologia, resultados e conclusio, nio
incluindo mais de dez referéncias bibliograficas,
nem mais de quatro tabelas e/ou figuras.

Os trabalhos devem estar acompanhados
de uma nota comunicando todos os dados do
autor principal e do autor a quem se deve dirigir
a correspondéncia (enderego postal completo,
telefone, fax e correio eletronico), a declaragio
de que os contetdos do trabalho nio foram
publicados anteriormente nem estao sendo
considerados para publica¢io em outro meio
e a autorizagdo para a publicagio do artigo
firmada por todos os autores. Da mesma forma,
aqueles resultantes do trabalho de investigagao
em animais vivos devem apresentar, e citado no
manuscrito, a aprovagio do Comité Institucional
de Cuidados e Uso de Animais Experimentais
(CICUAL) ou comité semelhante na instituicao,
onde é desenvolvido. Se os dados utilizados na
elaboragao do trabalho veio de pacientes de uma
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instituigao, por exemplo, hospitais veterindrios,
os autores devem anexar uma nota em que a
autorizagao explicita da institui¢do para fazer
uso desses dados.

Os originais impressos em trés vias e
gravados num suporte de disco compacto (CD)
ou anexos a um correio eletrénico devem ser
dirigidos ao Editor-Chefe, Prof. Dr. Daniel M.
Lombardo em:

Facultad de Ciencias Veterinarias, UBA, Av.
Chorroarin 280 (C1427CWQO) Buenos Aires,
Argentina. Tel: +54-11-4524-8458, Fax: +54-
11-4524-8480, E-mail: invet@fvet.uba.ar

Os trabalhos devem ser digitados em
Microsoft Word, versao 2003 ou superior. O CD
deverd levar um rétulo identificador contendo o
sobrenome do primeiro autor e as trés primeiras
palavras do titulo. O nome do arquivo deve ser o
sobrenome do primeiro autor do artigo, salvado
com extensao *.rtf. O contetido do suporte (CD)
deve ser idéntico ao da cépia enviada em papel.

A cépia impressa deve estar em papel
tamanho A4 (21,6 x 29,4 cm) com espago duplo
entre linhas e com margens superior, inferior,
esquerda e direita de 2,5 cm, com a numeragio
das pdginas exibida no 4ngulo superior direito
e numeragao sequencial de todas as linhas do
texto. A fonte deve ser Times New Roman de
tamanho 12 p. A quantidade de pdginas nao
deve ser maior que 12 para os artigos nem
maior que seis para as comunicagdes breves. O
manuscrito deve ter todas as linhas numeradas
sequencialmente.

O artigo deve constar de titulo (em espanhol
e inglés ou portugués), nome dos autores,
instituicao a que pertencem, resumo (em
espanhol, inglés ou portugués), palavras-chave,
introdugio, materiais e métodos (ou desenho
experimental), resultados, discussdo, conclusoes
e bibliografia. As comunicag¢oes breves terdo
uma estrutura similar, podendo ter discussio e
conclusées numa mesma secio.

Titulo. Deve ser o mais conciso possivel e
deve-se incluir sua forma reduzida (o “running
title”). Deve corresponder a temdtica do artigo.



Nomes dos autores. Devem ser colocados
depois do titulo principal do artigo, deixando
dois espagos e justificados a direita. O sobrenome
de cada autor comegard em maitscula com o
resto em mintscula, as iniciais dos nomes serao
em maiuscula, separadas do sobrenome por
uma virgula e um espaco e sem espago nem
virgula entre elas. Os diferentes autores estario
separados por ponto e virgula. Em rodapé de
pdgina, na mesma fonte do corpo do texto de
tamanho 10 p e precedido por um nimero de
referéncia, deve-se informar a institui¢do a que
pertence o autor, com titulos, etc., indicando
também o endereco postal e eletrénico do autor
a quem se deve dirigir a correspondéncia.

Gonzilez, G.'; Pérez, HI.?

'Departamento de Produccién Animal,
*Departamento de Medicina, Facultad de
Ciencias Veterinarias, Universidad de Buenos
Aires, Chorroarin 280 (1427) Buenos Aires.

email: coovviiviiieins

Resumos. Devem conter os aspectos mais
destacados dos objetivos, materiais ¢ métodos,
resultados e conclusoes. A extensio mdxima ¢é
de 200 palavras (considera-se palavra qualquer
unidade separada por um espago em cada
lado) para os artigos e 150 palavras para as
comunicagbes breves. Nao se deve utilizar
abreviaturas, salvo para as unidades de medida.
Coloca-se primeiro o resumo em espanhol ou
portugués, seguido pelas palavras-chave; depois
o titulo do artigo e o resumo em inglés, seguidos
pelas correspondentes palavras-chave na mesma
lingua. Caso o artigo seja escrito em inglés, serdo
incluidos resumo e palavras-chave em espanhol.

Palavras-chave. Apés o titulo “Palavras-
chave”, deve-se indicar até cinco palavras
que serdo utilizadas para indexar o artigo. E
conveniente que nem todas essas palavras-chave
sejam palavras que integram o titulo. Cada uma
delas serd escrita entre parénteses, com uma
virgula antes da palavra-chave seguinte.

Exemplo
Palavras-chave:

(figado),

(ultrassonografia).

Corpo do artigo. Em geral, se supée que o
artigo terd trés niveis de subtitulos. Os subtitulos
de primeira ordem devem estar centralizados
em relacdo ao corpo do texto e escritos em
maidscula e em negrito. Correspondem ao
RESUMO, INTRODUCAO, MATERIAIS E
METODOS, RESULTADOS, DISCUSSAO,
CONCLUSOES e BIBLIOGRAFIA.

Os subtitulos de segunda ordem devem ser
justificados & esquerda e escritos em mintscula
e em negrito. Os de terceira ordem comegam
na primeira linha do pardgrafo, separados do
mesmo por um ponto, justificados a esquerda
e escritos em itdlico. No caso de requerer um
quarto nivel, se respeitard o dito para o terceiro
nivel, substituindo itdlico por sublinhado.

O uso de abreviaturas deve ser minimo. Nao
se permitem abreviaturas nos titulos, subtitulos
ou palavras-chave. No resumo, s6 serdo aceitas
abreviaturas das unidades de medida que,
no resto do texto, sé serdo utilizadas quando
estiverem sucedendo um niimero.

Ao mencionar produtos comerciais, devem
ser informados, entre parénteses, os dados do
nome comercial, nome do fabricante e cidade
e pais de fabrica¢do. Os micro-organismos e
parasitas devem ser citados por género e espécie.
O nome do género deve ser escrito completo
na primeira vez que aparece no texto e depois
abreviado por sua primeira letra. Todos os nomes
devem ser escritos em itdlico.

No caso de utilizar abreviaturas ou siglas
pouco comuns, essas devem ser definidas na
primeira vez que aparecem no texto.

Introdugio. Deve ser o mais breve possivel,
apresentando os antecedentes mais relevantes
do tema existentes na bibliografia, expondo
os objetivos da investigacdo e indicando sua
importancia e impacto.

Materiais e Métodos. Devem ser descritos
os desenhos experimentais, materiais e
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metodologias usadas. No caso de ter utilizado
técnicas conhecidas, essas s6 precisam ser
citadas; mas procedimentos novos ou pouco
difundidos devem ser descritos com detalhes.
Igualmente, devem ser mencionados os métodos
estatisticos usados para analisar os dados obtidos.
Caso a experimentagdo tenha requerido o
uso de animais, é preciso indicar como foram
conduzidos os experimentos visando usar a
quantidade minima de animais para o tipo de
experimento e evitar o sofrimento desnecessdrio.
Se o lugar onde as investigagoes foram realizadas
contar com um Comité Institucional de
Cuidado e Uso de Animais de Laboratério, é
recomenddvel que haja registro da aprovagao
desse Comité. O Comité Cientifico Editorial
se reserva o direito de consultar o Comité
Institucional de Cuidado e Uso de Animais
de Laboratério desta Faculdade sobre aqueles
protocolos que nio tenham sido previamente
avaliados por Comités de Etica institucionais.

Resultados. Devem ser expressos de forma
clara e concisa, podendo para isso ser usados
tabelas, gréficos ou fotografias. Como os gréficos
serao reduzidos, os simbolos e textos devem ser
suficientemente grandes para que possam ser
lidos apés redugio. A informacio subministrada
em graficos nao deve ser repetida em tabelas.

Discussao. Conclusoes. Deve ser explicitado
tudo que se relacione com o significado e
validagdo dos resultados, evitando repetir
aspectos mencionados sob o subtitulo Resultados.
As conclusdes devem ser concisas e claras.

Agradecimentos. Sob este subtitulo,
podem ser agradecidas ajudas técnicas, suporte
financeiro, etc. Deve ser declarado qualquer
conflito de interesses, se houver.

Bibliografia. As cita¢oes bibliograficas
deverao ser limitadas ao minimo necessirio,
incluindo apenas as consultadas. Sugere-se
nao incluir mais que 30 referéncias. Elas
serdo apresentadas segundo o determinado,
para a publicagdo de artigos cientificos, pelo
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International Committee of Medical Journal
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