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Inmunolocalizacién de la integrina o581, la laminina y el
coligeno tipo V en placenta porcina en diferentes etapas
gestacionales

Immunolocalization of integrin o531, laminin and type V collagen in porcine
placenta in different gestational stages

VELEzZ, CL"%; WiLLIAMSON, DM'; CLAuZURE, M"%; KoNcuraT, MA!; BArBEITO, CG*?

'Facultad de Ciencias Veterinarias — UNLPam; *CONICET; *Laboratorio de Histologfa y Embriologfa Descriptiva, Experimental y
Comparada. Facultad de Ciencias Veterinarias — UNLP

RESUMEN

Las moléculas de adhesién son indispensables para el anclaje y la adhesién de los epitelios
materno y fetal en la placentacién porcina. El objetivo fue determinar la inmunolocaliza-
cién de la integrina a.5B1, la laminina y el coldgeno V, en placentas porcinas de diferentes
periodos de gestacién: 30, 60, 70 y 114 dias de gestacién (dg; n=23). Se determiné la
inmunolocalizacién de las moléculas por inmunohistoquimica. La integrina o581 fue
fuerte en el tejido conectivo del endometrio y alrededor de vasos sanguineos en placenta
materna y fetal. La laminina se identific6 en la interfase feto-materna porcina, a los 30,
60 y 114 dg de forma leve; en cambio, la intensidad de marcacién fue fuerte en estroma
endometrial, glindulas endometriales, en los vasos sanguineos y en la membrana basal de
las vellosidades a lo largo de toda la gestacién. El coldgeno V se evidencié con una fuerte
intensidad en el mesénquima de las vellosidades placentarias maternas, y alrededor de los
vasos sanguineos en placenta fetal y materna. En base a nuestros resultados, postulamos
que la integrina a.5B1, la laminina y el coldgeno tipo V, podrian cumplir un rol crucial en
el desarrollo y el mantenimiento de la arquitectura placentaria y angiogénesis.

Palabras clave: (integrinas), (laminina), (coldgeno), (gestacién porcina).
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SUMMARY

Adhesion molecules are essential for anchoring and adhesion during swine placentation
in both the maternal and the fetal epithelia. The aim of this work was to determine the
expression of a5P1 integrin and its receptors, laminin and collagen type V, in swine pla-
centas at different gestation intervals: 30, 60, 70 and 114 days of gestation (dg; n = 23).
The expression of these molecules was determined by immunohistochemistry. Here we
found that the 581 integrin was expressed at high levels in endometrial connective tissue
and around blood vessels of the maternal and fetal placenta. Laminin was expressed in the
swine fetal-maternal interface, at 30, 60 and 114 dg in a mild manner. On the other hand,
the expression was strong in endometrial stroma, endometrial glands, blood vessels and
basal membrane of the villi throughout pregnancy. Collagen type V was strongly expres-
sed in the mesenchyme villi of the maternal placenta and around the fetal and maternal
placenta vessels.

Based on our results, we postulate that a5B1 integrin, and its receptors, could play a cru-
cial role in the development and maintenance of placental architecture and angiogenesis.

Key words: (integrin), (laminin), (collagen), (porcine gestation).

INTRODUCCION

La placenta porcina cumple sus funciones a
través de la adhesién entre las membranas feta-
les y el endometrio, permitiendo el intercambio
fisiolégico entre el feto y la madre.

En cerdos, debido a su placentacion epite-
liocorial®, existen procesos de remodelacién en
diferentes momentos de la gestacién'’, que se
complementan con cambios en los perfiles de
citoquinas*. Estas modificaciones nos permi-
ten postular que las moléculas de adhesiéon de
la interfase feto-materna, pueden modificarse
en el transcurso de la prefiez. Dentro de estas
moléculas de adhesidn, las integrinas intervie-
nen en la adhesién célula a célula y conectan la
matriz extracelular con el citoesqueleto de la cé-
lula. A través de esta interaccién, participan en
la adhesién, la migracidn, la invasion tisular y
el control de la fisiologfa celular, transmitiendo
senales de activacién metabélica. Conforman
una familia de proteinas heterodiméricas que
son receptores transmembrana, catién-depen-
dientes, compuestas de dos subunidades: o y
pe.

Diversos estudios sobre la implantacién
embrionaria en diferentes especies mostra-
ron la participacién de las integrinas en los
acontecimientos involucrados en la implanta-

314

cién!»8101216 - Se detectaron integrinas en los
sitios de fijacién durante la implantacién tem-
prana en humanos', murinos®y porcinos®'".
En la mujer, se considera a las integrinas como
probables marcadores de la receptividad uteri-
na para la implantacién del embrién, cuando
el Gtero se encuentra bajo la influencia de la
progesterona’. Hanashi ez al°, demostraron
que la subunidad de integrina B1 participa en
la fase final de la implantacién en la decidua
humana. La integrina a5B1posee un rol crucial
en la implantacién de murinos®, bovinos'® y
porcinos'®. Sin embargo, no se han hallado es-
tudios de la expresion de la integrina o531 en
la placenta porcina en los periodos posteriores
a la implantacién.

Los principales ligandos de las integrinas
incluyen un gran nimero de proteinas extra-
celulares de la matriz, como la fibronectina, la
laminina y el coldgeno tipo V'*. En el cerdo,
se ha estudiado el papel de las integrinas y de
sus ligandos de la matriz extracelular (MEC),
comparando su expresién en Utero no gestante
con una prefiez temprana a los 10-15 dias>%;
pero no se realizaron estudios en estadios mds
avanzados de la prefiez. Este trabajo tiene como
objetivo determinar la inmunolocalizacién de
la integrina a5B1, la laminina y el coldgeno

InVet Vol. 21 Ne 2, 2019
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tipo V, en placentas porcinas de diferentes pe-
riodos de gestacion.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 23 tractos reproductivos de
cerdas destinadas a faena, entre segundo y ter-
cer parto, mestizas (Landrace x Large White)
con periodos gestacionales entre los 30 y 114
dias de gestacion (dg) y 8 uteros de cerdas no
gestantes (NG). Los tractos se obtuvieron de
frigorificos de la zona de General Pico, pro-
vincia de La Pampa, Argentina (35° 45" y 63°
50" de latitud y longitud, respectivamente),
excepto 8 muestras placentarias de cerdas a tér-
mino que se tomaron en criaderos de la misma
zona, durante el parto. Todos los animales se
encontraban en buen estado de salud con plan
sanitario completo.

Los tractos reproductivos gestantes (n=23)
se obtuvieron de cerdas de 30 dg (n=7), 60 dg
(n=4), 70 dg (n=4) y 114 dg (n=8). Se determi-
né la edad gestacional de acuerdo al promedio
de la longitud céfalo-caudal de los embriones/
fetos segtin la tabla desarrollada por Marrable".
La eleccién de los dias de gestacion estudiados
estuvo en relacion a que en ellos se producen
procesos determinantes para una gestacién
exitosa. A los 30 dg comienza la osificacién y
el desarrollo del sistema inmunolégico®. En
el periodo de 60 dg se alcanza el mayor cre-
cimiento placentario y se terminan de formar
las vellosidades secundarias y terciarias de la
interfase feto-materna’. A los 70 dg las placen-
tas inician un estado de meseta en su desarro-
llo y los fetos comienzan a crecer de manera
exponencial, y ademds, se observa la mayor
remodelacién placentaria celular’. El periodo a
término (114 dg), se escogié porque indica el
fin de los mecanismos moleculares involucra-
dos en el mantenimiento de la gestacién. Los
cuernos uterinos se incidieron por la curvatura
mayor. Se recogieron muestras de placenta y
tteros no gestantes (NG); que se fijaron en for-
mol bufferado al 10%. Las placentas de 114 dg,
fueron obtenidas en el momento del parto. Las
muestras fueron procesadas para su inclusién
en parafina. Algunos cortes se colorearon con
la técnica convencional de la Hematoxilina-Eo-

InVet Vol. 21 Ne 2, 2019

sina”® y otros fueron procesados para inmuno-
histoquimica.

Determinacién de integrinas y sus ligandos

Se determiné la inmunolocalizacién de la
integrina a5B1 y sus ligandos laminina y co-
lageno V utilizando la técnica de inmunohis-
toquimica indirecta detallada en el trabajo de
Vélez” por inmunoperoxidasa con Diamino-
bencidina como cromégeno. Para la integrina
a5B1: se utilizé un anticuerpo de ratén mono-
clonal, MAB1969 (Chemicon, USA), dilucién
1:1500. Para laminina se utilizé un anticuerpo
de conejo policlonal (ab11575; Abcam, USA),
dilucién 1:500; y para coldgeno V se utilizd
un anticuerpo de ratén monoclonal (NBP1-
05118; Novus Biologicals, USA), dilucién
1:300. A las muestras se las incubé 20 horas
a 4°C. Se utilizé como control positivo cortes
de piel de ratén. El control negativo se traté
igual que las muestras, s6lo que se reemplazd
el anticuerpo primario por PBS. Los resultados
de las técnicas inmunohistoquimicas se obser-
varon en un microscopio Axiophot (Carl Zeiss,
Alemania) montado con una cdmara Canon
PowerShot G20 (Tokio, Japén). Se tomaron
microfotografias (n=20) a 400X, de cada es-
tructura estudiada (epitelio luminal endome-
trial, trofoblasto, glindulas y tejido conectivo).
La intensidad de marcacién de las integrinas y
sus ligandos se expresé en forma semicuantita-
tiva como: (-)negativo, (+)leve, (++)moderada
y (+++)fuerte.

RESULTADOS

Integrina o531

Los resultados de la intensidad de inmu-
nomarcacién de la integrina a5p1en diferentes
periodos de gestacion se detallan en la Tabla I 'y
se pueden observar en la Figura 1.

Laminina

Los resultados de la intensidad de inmuno-
marcacién de laminina en diferentes periodos
de gestacion, se detallan en la Tabla IT y se pue-
den observar en la Figura 2.
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Tabla I: Expresion de la integrina a.5B1 sobre diferentes estructuras de la placenta materna y la placenta fetal; en ttero
no gestante y de diferentes periodos de gestacién. NG: ttero no gestante. ND: no determinado. +, ++, +++: Diferentes
grados de positividad. -: Negativo. *: Coloracién en porcién apical del trofoblasto. vs: inmunomarcacién alrededor de

vasos sanguineos.

Placenta materna

Placenta fetal

Dias
Gestacién (dg) Epitelio . Epitelio 15 id,o Trofoblasto Mesénquima
endometrial Glandular conectivo
NG - - + ND ND
30 dg + - +++ ++ -
60 dg - - —_— + 4
70 dg + - 4" - -
114 dg ND ND ND +* 47

Figura 1. Expresién de integrina 581 en la placenta porcina
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Tabla II: Expresion de laminina sobre diferentes estructuras en placenta materna y fetal; en ttero no gestante y de
diferentes periodos de gestacién. NG: Gtero no gestante. +, ++, +++: diferentes grados de positividad. -: Negativo. ND:
no determinado. vs: vasos sanguineos. mb: membrana basal.

Dias Placenta materna Placenta fetal
Gestacién (dg) Ep itelio. Epitelio 5 id.o Trofoblasto Mesénquima
endometrial Glandular conectivo
NG - - - ND ND
30 dg + - " 4 4vemb
60 dg + - +44+mb + vemb
70 dg - - ++° - -
114 dg ND ND ND ++ ++

Figura 2. Expresion de laminina en la placenta porcina

Colédgeno V

Los resultados de la intensidad de inmuno-
marcacién del coldgeno V en diferentes perio-
dos de gestacién, se detallan en la Tabla IIT y se
pueden observar en la Figura 3.

DISCUSION

Este trabajo se realizé con el fin de aportar
conocimientos acerca de la fisiologia molecu-
lar reproductiva porcina. Para que la gestacién
progrese, es necesario que se establezca una

InVet Vol. 21 Ne 2, 2019

interaccion entre el conceptus y el endometrio,
que involucra, entre otras moléculas, a las inte-
grinas y sus ligandos, que serfan responsables
del reconocimiento y anclaje de los epitelios
materno y fetal en la interfase placentaria por-
cina?®®. En trabajos anteriores postulamos que
la integrina awvf3, participaria en el desarrollo
de la arquitectura de la interfase feto-materna
junto a su ligando, la fibronectina®?*; debido
a que hallamos estas moléculas fuertemente
inmunomarcadas en ambos epitelios luminales
en diferentes periodos de gestacion.
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Tabla III: Expresion de ColV en diferentes estructuras de placenta materna y fetal; en ttero no gestante y de diferentes perfodos de
gestacién. NG: ttero no gestante. +, ++, +++: Diferentes grados de positividad. -: Negativo. ND: no determinado.vs: vasos sanguineos.

Dias Placenta materna Placenta fetal
Gestacién (dg) Ep itelio. Epitelio Tej id,o Trofoblasto Mesénquima
endometrial Glandular conectivo
NG - - ++ ND ND
30 dg + - ++ + -
60 dg + - ++ ++ I
70 dg - - + - 4+
114 dg ND ND ND + +4%

Figura 3. Expresion de coldgeno V en la placenta porcina

Estudios realizados en porcinos durante la
prefiez temprana por Rashev ez 4/'®, demos-
traron que la expresién de a5B1 fue elevada
en trofoectodermo, superficie epitelial del en-
dometrio uterino y glindulas endometriales,
disminuyendo levemente a los 35 dias. La inte-
grina a.5B1 es un receptor promiscuo, tanto de
fibronectina y fibrinégeno como de coldgeno,
que participa en la formacién de la arquitectura
tisular, la vasculogénesis y la angiogénesis®'.
Coincidente con el estudio de Rashev ez a/'®,

318

hemos hallado que la integrina a.5B1 se presen-
ta con mayor intensidad en la interfase placen-
taria, a los 30 dg; tanto en la placenta materna
como en la fetal. Sin embargo no ha sido evi-
denciada la expresién de la integrina a5p1 en
la interfase feto-materna (IFM) durante la ges-
tacién porcina en los periodos posteriores a la
implantacién. En el presente trabajo se observo
que, la integrina a5B1 disminuyd, tanto en su
intensidad de marcacién como en su extensidn,
en los epitelios que conforman la interfase, a

InVet Vol. 21 Ne 2, 2019
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partir de los 60 dg hasta el periodo a término.
Probablemente se deba a que a partir de los 70
dg la placenta cesa su crecimiento para permitir
el aumento de peso de los fetos™. Sin embargo,
esta molécula se detecté intensamente en el
tejido conectivo del endometrio y alrededor de
vasos sanguineos tanto en la placenta materna
como en la fetal, lo que indicaria su posible
participacién en la angiogénesis en estas etapas
de la placentacién.

La laminina es el principal componente
de la ldmina basal, se la ha observado en las
membranas basales de las vellosidades de pla-
centas humanas a término®. Estudios realiza-
dos en placenta humana y murina en gestacién
temprana'’, demostraron que el rol principal
de la laminina es el de adhesion de las células
epiteliales a la ldmina basal, ya que se presenta
en el estroma decidual y en la ldmina basal de
las vellosidades placentarias, en el cordén um-
bilical, en las glindulas endometriales y en los
vasos sanguineos. Cristofolini ez 2/.° observaron
neovascularizacién en gestaciones avanzadas,
que estaria relacionada con el mdximo creci-
miento placentario entre los dias 60 y 70, que
permitirfa un incremento de la superficie de
intercambio y del flujo sanguineo materno/
fetal, para sostener la gran demanda metabdlica
de este periodo gestacional®. En este estudio
determinamos la laminina en la IFM porcina, a
los 30, 60 y 114 dg de forma leve. Ademds, en
concordancia con los resultados de los autores
mencionados, se evidencié una inmunomarca-
cién fuerte en el estroma endometrial, en las
glindulas endometriales, en los vasos sangui-
neos y en la membrana basal de las vellosidades
placentarias tanto maternas como fetales a lo
largo de toda la gestacién. De este modo la
laminina participaria en la angiogénesis y en
la adhesién de las células epiteliales de las ve-
llosidades a la ldmina basal. Estudios realizados
en humanos sugieren que el coldgeno V tendria
un rol en la implantacién, migracién y mante-
nimiento de la interfase durante la gestacién, al
regular el correcto desarrollo de la matriz extra-
celular de la decidua'®. Posiblemente, cumpla
funciones similares en el porcino, debido a que
se expres6 intensamente en el mesénquima de
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las vellosidades placentarias maternas, y alrede-
dor de los vasos sanguineos en la placenta fetal
y materna. Debido a esto observamos que en la
especie porcina el coldgeno V también cumple
un rol en el mantenimiento de la MEC mater-
na durante la gestacién.

En base a nuestros resultados, la integrina
a5B1, la laminina y el coldgeno tipo V estarfan
cumpliendo un rol crucial en el desarrollo y
mantenimiento de la arquitectura placentaria
y angiogénesis.

En trabajos previos demostramos que las in-
tegrinas avf33, B1, a3 y B3 aumentan su expre-
sién a los 5 dias de gestacién en el endometrio
gestante’’. Esto supone que la remodelacién
celular necesaria para el establecimiento y con-
tinuidad de la prefiez porcina podria deberse a
la influencia de los estrégenos, ya que previa-
mente observamos que los picos de estrégenos
séricos se correlacionan con la presencia de estas
integrinas, tanto en el periodo de pre-implanta-
cién como en el de post-implantacién. Debido
a esto hallamos que la expresién de las integri-
nas estudiadas en el utero durante la gestacién
temprana porcina acompana la presencia de los
estrogenos, secretados principalmente por el
componente placentario fetal?*?.

En base a nuestros resultados, postulamos
que la integrina a5B1, la laminina y el coldge-
no tipo V, podrian cumplir un rol crucial en
el desarrollo y el mantenimiento de la arqui-
tectura placentaria y angiogénesis. Es necesario
continuar con los estudios de las moléculas de
adhesién y los ligandos que permitirian la cons-
truccion de la interfase feto-materna no invasi-
va de la especie porcina. Ya que son diversas las
moléculas que estarfan presentes, tomando un
rol fundamental de adhesién y mantenimiento
de la arquitectura placentaria, en los periodos
donde las moléculas aqui estudiadas no se en-
cuentran presentes, o su inmunomarcacion es
leve.
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RESUMEN

El ternero recién nacido depende de la inmunidad pasiva adquirida a través del consumo
de calostro para hacer frente a los patégenos presentes en las crianzas. En el presente
trabajo se propuso cuantificar la eficiencia de transferencia de inmunidad en terneros de
10 tambos comerciales de la provincia de Santa Fe y relacionar dicho resultado con la mor-
talidad. Se recibieron 2418 muestras de sangre de animales a los cuales se determiné por
refractometria la concentracion de proteinas séricas (indicador indirecto de transferencia
de inmunidad). El 57,4% de los animales resulté con calostrado “bueno” (Grupo A: >
5,5 g/dl), el 22,7% tuvo calostrado “medio” (Grupo B: 2 5g/dly < 5,5 g/dl) y un 19,8%
obtuvo calostrado “malo” (Grupo C: <5 g/dl). Los terneros con calostrado “malo” tuvieron
3,14 veces mds probabilidades de morir antes de los 60 dias de edad que los animales con
calostrado “bueno”. No se observé que las crias de vacas primiparas o aquellas que nacie-
ron producto de un parto distécico tengan resultados de calostrados menores.
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SUMMARY

The new-born calf depends on the passive immunity acquired through the consumption
of colostrum to fight against pathogens present in the environment. In this study we
proposed to quantify the efficiency of the immunity transfer through colostrum in calves
in commercial dairies in Santa Fe province and to correlate the results to mortality. Serum
samples from 2418 animals were assessed for proteins by means of a refractometer (indirect
indicator of immunity transference). 57,4% of animals resulted with “good” immunity
transfer (group A:>5,5 g/dl), 22,7% had a “medium” transfer (group B: > 5 g/dl and < 5,5
g/dl) and 19,8% had a “poor” immunity transfer (group C: < 5 g/dl). Calves with “poor”
immunity transfer had 3,14 times more probabilities to die before 60 days old than animals
with a “good” colostrum. We did not notice that calves from primiparus cows or those born
from a dystocic parturition had less inmunity transfer results. More research is needed to
evaluate other variables that could influence calf mortality in artificial rearing systems.

Keywords: (colostrum), (calves), (Santa Fe).

INTRODUCCION

En la vaca gestante la circulacién sanguinea
maternal y la fetal se encuentran completamen-
te separadas®, por lo tanto no existe transferen-
cia de inmunoglobulinas a través de la placenta
desde la madre al feto. El ternero nace con
un estado inmunolégico deficiente para hacer
frente a los diferentes organismos patégenos a
los cuales es expuesto a lo largo de su crianza®.
El neonato debe adquirir inmunidad pasiva a
través del consumo de calostro. El calostro es
la primera secrecién de la glindula mamaria
luego del parto. El mismo posee el doble de
solidos, tres veces mds minerales y cinco veces
mds proteinas que la leche entera. Ademds, es
mds rico en energia y en vitaminas. A pesar de
su alto valor nutricional, su principal funcién es
proveer los anticuerpos necesarios para proteger
a los terneros recién nacidos de diversas infec-
ciones que pueden causar enfermedad y muer-
te'®. Ademds de las inmunoglobulinas, se han
identificado un gran nimero de componentes
inespecificos que juegan un rol muy importante
en el desarrollo de inmunidad del animal’.

En caso que el ternero no pueda consumir
en forma eficiente cantidades adecuadas de
calostro puede sufrir una falla de transferencia
de inmunidad (FTT). Estos animales estdn pre-
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dispuestos a padecer diferentes enfermedades
aumentando el riesgo de mortalidad en las pri-
meras semanas de vida®*.

Existen diferentes factores que predisponen
a la falla de transferencia de inmunidad. Uno
de ellos estd relacionado con la produccién de
calostro de mala calidad por parte de las vacas™.
Muchos autores sostienen que las vacas primi-
paras producen menos cantidad y calidad de
calostro'®.

Ortro factor que adquiere gran impacto es el
consumo inadecuado del calostro, en donde la
cantidad adquirida y el momento en el que el
ternero lo obtiene son factores que influyen en
gran medida en la eficiencia de la absorcién de
los anticuerpos®. Las practicas de manejo como
el calostrado inducido y el almacenamiento en
un banco de calostro son de mucha importan-
cia para favorecer dicha eficiencia'®.

Drewry et al.” hallaron que los terneros que
nacen producto de un parto distdcico tienen
disminuida su capacidad de absorcién de in-
munoglobulinas debido a que la elevacién de la
tensién de diéxido de carbono arterial acelera el
“cierre intestinal”.

Diferentes autores han relacionado la defi-
ciencia en la transferencia de inmunidad con
aumentos en la morbilidad y mortalidad de los
terneros, atribuyendo al correcto manejo del
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calostrado como uno de los puntos mds impor-
tantes®'?. Adicionalmente, es probado que el
desempenfo futuro de las terneras (crecimiento,
consumo de alimento, resistencia a enfermeda-
des, edad al primer parto) es profundamente
afectado por las condiciones alcanzadas por el
sistema inmunoldgico en las primeras 24 horas
de vida®.

La estimacion del grado de transferencia de
inmunidad pasiva a los animales recién nacidos
brinda valiosa informacién sobre el desem-
pefno y evolucién de una crianza, siendo una
herramienta fundamental para el monitoreo y
seguimiento de la misma®.

La FTI en terneros puede ser identificada
usando diferentes técnicas. Las mismas se cla-
sifican en métodos directos e indirectos. Los
métodos indirectos son de tipo estimativo o
de correlacién, éstos valoran la concentracién
sérica de IgG en base a la concentracién de
globulinas totales u otras proteinas cuya trans-
ferencia pasiva estd estadisticamente asociada
con la de IgG. Entre los métodos indirectos
mds utilizados se encuentran la medicién de
proteinas totales séricas por refractometria, por
método de biuret, prueba de turbidez de sulfito
de sodio, prueba de turbidez del sulfato de zinc,
actividad gamma glutamil transpeptidasa sérica
(GGT), electroforesis y prueba de glutaraldehi-
do. Por otra parte, entre los métodos directos se
cuenta con la inmunodifusién radial (IDR) y
el ensayo inmunoenzimdtico enzima vinculada
(ELISA) conocidos como los tnicos test que
miden directamente las concentraciones séricas
de IgG*.

Uno de los métodos para detectar anima-
les con FTT mds practicos para ser utilizados
a campo, es la estimacién de proteinas totales
séricas mediante refractometria’. Este método
tiene una correlacion por encima de 0.84 con
la IDR".

Si bien, se conoce de la importancia del
eficiente calostrado para la supervivencia de las
crias'®, existen pocos estudios que analicen la
situacién actual de transferencia de inmunidad
pasiva en las unidades de crianza artificial de
terneros de tambos comerciales de Argentina.
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Por su parte, la provincia de Santa Fe no estd
alejada de esta situacién. A la vez, existen pocos
trabajos que relacionen la mortalidad de los
animales con la FTTy que analicen los diferen-
tes factores de riesgo que la predisponen.

Los objetivos del presente estudio fueron:
A) Cuantificar la situacién en la que se en-
cuentran las crianzas de terneros en estableci-
mientos lecheros de la provincia de Santa Fe
en referencia a la transferencia de inmunidad.
B) Relacionar la FTT con la mortalidad de los
animales. C) Estudiar la relacién del calostrado
con factores de riesgo como la edad de la madre
y el tipo de parto.

MATERIALES Y METODOS

El estudio fue llevado a cabo durante los
afios 2014 y 2015. En dicho periodo, el La-
boratorio de Andlisis Clinicos de la Facultad
de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional del Litoral recibié muestras de sangre
de terneros para estudios de transferencia de
inmunidad derivadas por Médicos Veterinarios
que trabajaban en actividad privada asesoran-
do crianzas artificiales en tambos comerciales
ubicados en el departamento Castellanos de la
provincia de Santa Fe. Las muestras consistian
en sangre entera sin anticoagulante en tubos
de Kahn las cuales provenian de animales de
edades comprendidas entre 24 horas y 7 dias de
vida, rotuladas con el nimero de identificaciéon
de cada ternero.

De las mismas, se determiné la concentra-
cién de proteinas séricas mediante refractome-
tria. Segun el resultado, se clasificaba a los ani-
males en tres categorias: A- “bien calostrados”
(25,5 g/dl), B- “calostrado regular” (=5 g/dl y
<5,5 g/dl) y C- “mal calostrados” (<5 g/dl)'. Se
analizaron un total de 2.418 muestras de 10 es-
tablecimientos de produccién lechera, los cuales
presentaban diferencias en tamano (cantidad de
animales) diferentes tipos de manejos repro-
ductivos (pariciones estacionadas y continuas),
sistemas de crianza de terneros (individuales o
colectivos) al igual que la cantidad de personal
a cargo y manejo de los terneros recién nacidos.
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Las caracteristicas intrinsecas de cada rodeo no
fueron tenidas en cuenta en este trabajo.

La informacién adicional solicitada a los
profesionales responsables de la remisién de las
muestras, fue: tipo de parto (normal o disté-
cico) y nimero de lactancia de la madre (pri-
mipara o multipara). A posteriori se corrobord
si el animal habia sobrevivido o no durante el
periodo de crianza (se establecié el periodo de
estudio hasta los 60 dias de edad).

El anilisis estadistico se realizd con el pro-
grama R Proyect for Statistical Computing
(www.r-proyect.org). Se realizé6 un modelo de
regresion logistica relacionando la FTT (calostra-
do “malo”) con las variables “establecimiento”,
“tipo de parto” (parto normal o parto con ayuda)
y “edad de la madre” (primipara o multipara).
Por otro lado, se realizé un segundo modelo de
regresion logistica relacionando la supervivencia
de los terneros (muerto o vivo) con respecto al
calostrado (“bueno”, “medio” o “malo”), al “es-
tablecimiento”, al “tipo de parto” y “edad de la
madre”. El valor de o adoptado fue 0.05.

RESULTADOS

Los resultados del andlisis por refractometria
mostraron la siguiente distribucién: en la cate-
gorfa “A” el 57,4% de los animales, dentro de la
categoria “B” el 22,7% y en la categoria “C” el
19,8%. Se registré una mortalidad en los terne-

ros muestreados (desde el nacimiento hasta los
60 dias de edad) del 7,73% (187/2.418). En el
siguiente gréfico se observa la mortalidad regis-
trada en cada uno de los grupos (ver Figura 1).
Al realizar el andlisis de regresién logistica,
no se observd que el tipo de parto ni la edad
de la madre (primipara o multipara) tengan
relacién con la FTI (p>0,05). A la vez, ninguno
de estas dos variables tuvieron asociadas con la
muerte del ternero en la crianza (p>0,05). En
un segundo modelo, se observé que el calostra-
do tiene relacién estadisticamente significativa
con la muerte o supervivencia de los animales
(p<0,05) y que aquellos con calostrado “malo”
tuvieron 3,14 veces mds probabilidades de mo-
rir antes de los 60 dias de edad que los animales
con calostrado “bueno” (Odds ratio: 3,14; IC
95%-= 2,2 - 4,45). En dicho modelo se observé
también la que variable “establecimiento” tuvo
relacién estadisticamente significativa teniendo
influencia en la mortalidad de los terneros.

DISCUSION

Este estudio es relevante ya que existe muy
poca informacién en la zona y en nuestro pais
al respecto. Teniendo en cuenta el criterio de
algunos autores®'’, los resultados de los anilisis
de calostrado al igual que los niveles de mortali-
dad de los tambos de la regién no son éptimos,
encontridndose por encima de los limites reco-

muerto ___ Categoria A (n=1388)

v

Categoria C (n=479)
MUERTO
16,08%

Figura 1. Mortalidad registrada en cada grupo formado de acuerdo al resultado del andlisis de proteinas totales.
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mendados. Existe controversia con respecto a
los criterios a tener en cuenta en la seleccién
de los animales a muestrear para la evaluacién
de la transferencia de inmunidad. Uno de los
puntos en los que hay mayor discusién es en
la edad que debe tener el ternero para que el
resultado del andlisis sea valido. Quigley ez /.
sostienen que los animales deben tener entre 24
horas y 3 dias de edad para ser muestreados".
Por el contrario, Patel ez 4/l. indican que las me-
diciones realizadas dentro de la primera semana
de vida tienen resultados similares''. En este
estudio, por cuestiones de practicidad, los pro-
fesionales muestreaban a los animales mayores
de 24 horas y menores a 7 dias de edad.

Diferentes autores utilizan distintos puntos
de corte para identificar animales mal calos-
trados®'. En este sentido, han encontrado una
alta sensibilidad y especificidad en el rango de
5 a 5,4 g/dl de proteinas séricas. En este estudio
se utilizé el criterio recomendado por Quigley'
clasificando los animales en tres categorias: ca-
lostrado bueno, calostrado regular y calostrado
malo.

Estudios previos han relacionado la defi-
ciencia en la transferencia de inmunidad con
la mortalidad de los terneros'”". Tyler et al.
detectaron que los animales con FTT tuvieron
4,6 veces mayor probabilidad de morir que los
terneros con calostrado correcto medido por
refractometria'®. Del mismo modo, Rea et al.
observaron que los animales mal calostrados te-
nian 2,6 veces mds probabilidades de morir que
los bien calostrados'. En el presente trabajo se
observaron resultados que estdn en consonan-
cia con dichos estudios.

Se estudié también la asociacién con dife-
rentes factores que predisponen a la FTT citados
en la bibliografia”'®. Si bien estd documentado
que las vacas primiparas secretan calostro de
menor calidad aumentando el riesgo de que
los terneros no absorban suficientes inmuno-
globulinas', en este trabajo no se encontrd
que la edad de la madre tenga relacién con el
resultado del calostrado. Este efecto pudo ha-
ber estado enmascarado por el hecho de que en

InVet Vol. 21 Ne 2, 2019

algunos establecimientos muestreados emplean
la técnica de calostrado inducido y el uso de
banco de calostro que compensaria en muchos
casos las deficiencias de produccién de calostro
de calidad de algunos animales. Esto fue tam-
bién documentado por Lora ez al. quienes tam-
poco han encontrado asociacién entre la FTT y
la cantidad de partos de la madre.’

En el presente estudio, a diferencia de lo
registrado por Drewry ez al.’”, no se observaron
indicios de que los terneros nacidos por medio
de un parto distdcico tengan mayores probabi-
lidades de sufrir falla de transferencia de inmu-
nidad. Resultados similares fueron observados
por Lora et al’. Esto podria deberse a la mayor
facilidad de las tareas de recoleccién y sumi-
nistro de calostro cuando la vaca es encerrada
para su atencién durante el parto, aumentando
de esta forma la posibilidad de que el ternero
reciba en forma répida su toma luego del na-
cimiento.

Al observarse una asociacién significativa
entre la variable “establecimiento” y la morta-
lidad de los terneros, se asume que las particu-
laridades de cada crianza influyen de manera
considerable en la supervivencia de los ani-
males. Factores como el manejo sanitario, los
recursos humanos disponibles en el estableci-
miento, asi como la contaminacién ambiental
que son propios de cada sistema productivo y
que no fueron tenidos en cuenta en este tra-
bajo pudieran tener mayor importancia que el
calostrado.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio per-
mitieron mostrar la situacién en cuanto a la
transferencia de la inmunidad pasiva en los
terneros de los sistemas de crianza artificial de
la regién. Se confirmé ademds la importancia
del correcto calostrado para la supervivencia de
los animales y la necesidad de seguir trabajando
en este punto para lograr pardmetros aceptables
de mortandad en las crianzas. De todas formas,
en este trabajo solamente se analizaron algunos
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pocos factores intervinientes. Esta visién aco-
tada no permite interpretar en forma correcta
la problemadtica, por lo cual se necesitan mds
estudios que aborden en forma sistémica y mul-
tidisciplinar a las unidades de crianza artificial
de terneros de la region.
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RESUMEN

La importacién de animales vivos, especialmente reptiles, ha contribuido al transporte e
introduccién de garrapatas exéticas en muchas regiones del mundo. Se describe el hallazgo
de 11 especimenes (un macho, dos hembras y ocho ninfas) de Amblyomma varanense co-
lectados de dos varanos acudticos (Varanus salvator) importados legalmente desde Jakarta,
Indonesia.

Amblyomma varanense es una garrapata distribuida en las regiones zoogeograficas Oriental
y de Australasia, y V. salvator se encuentra entre los principales hospedadores.

Es necesario prevenir la introduccién de garrapatas exdticas y microrganismos asociados,
poniéndose en evidencia el riesgo que conlleva la importacién de vertebrados exdticos.
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SUMMARY

The importation of live animals, especially reptiles, has contributed to the transport and
introduction of exotic ticks in many regions of the world. We describe the finding of 11
specimens (one male, two females and eight nymphs) of Amblyomma varanense collected
from two common water monitors (Varanus salvator) legally imported from Jakarta, In-

donesia.

Amblyomma varanense is a tick distributed in the Eastern and Australasian zoogeographic
regions, and V. salvator is among the main hosts.

It is necessary to prevent the introduction of exotic ticks and associated microorganisms,
highlighting the risk involved in the importation of exotic vertebrates.

Key words: (tick), (monitor), (Argentina).

INTRODUCCION

El comercio de animales exdticos puede
transportar una importante cantidad de orga-
nismos asociados, con potencial de infestar e in-
fectar nuevos hospedadores en el pais de destino
(humanos, animales domésticos y silvestres) y
ser un potencial riesgo para la salud humana y
animal. Las garrapatas estdn entre los pardsitos
mds comdnmente reportados en el comercio
internacional de animales; especialmente para
el caso de reptiles vivos, que contribuyeron a la
introduccién de garrapatas exéticas en todo el
mundo y a la potencial dispersién de patdgenos
asociados®. Por ejemplo en Estados Unidos y
Reino Unido se ha reportado la introduccién de
numerosas especies de garrapatas exdticas perte-
necientes a los géneros Ornithodoros, Amblyom-
ma, Hyalomma, Haemaphysalis, Dermacentor,
Ixodes y Rhipicephalus con la importacién de
vertebrados, mayormente reptiles' 101213171921,
Asimismo, diferentes microrganismos potencial-
mente patdgenos también fueron detectados en
garrapatas exdticas introducidas con reptiles"*'?.

En Sudamérica existen algunos registros de
introduccién de garrapatas exdticas por reptiles
importados. Amblyomma argentinae fue detecta-
da en tortugas terrestres argentinas importadas
a Chile y Uruguay, Amblyomma rotundatum fue
hallada en el Jardin Zooldgico de Montevideo
(Uruguay) sin determinarse el hospedador, una
especie desconocida de Amblyomma (citada co-
mo Aponomma) fue encontrada en Argentina en
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una serpiente Python molurus procedente de Asia
y, por ultimo, Amblyomma latum fue detectada
en serpientes (Python regius) importadas a Chi-
le, Argentina y Uruguay”*, para citar algunos
ejemplos recientes para el sur del continente.

En Argentina, la importacién de animales
implica el cumplimiento de un certificado ve-
terinario internacional acordado especialmente
entre las autoridades de sanidad agroalimenta-
ria de cada pais de origen y la de el receptor
(para el caso de Argentina el Servicio Nacional
de Sanidad Agroalimentaria, SENASA). En
el caso puntual de importacion de reptiles, la
resolucién N© 49/2008 de SENASA, solicita la
inspeccién del reptil por un veterinario oficial
del pais exportador dentro de las 72 h previa
a su importacién, enfocidndose en signos de
enfermedades infectocontagiosas (en especial
salmonelosis) y/o parasitarias de interés cuaren-
tenario; la Ginica mencién en dicha resolucién
sobre ectopardsitos se refiere al dcaro Ophion-
yssus natricis (Servicio Nacional de Sanidad y
Calidad Agroalimentaria 2008).

En esta comunicacién se describe la intro-
duccién de una especie de garrapata exética en
reptiles importados legalmente a la Argentina
desde Jakarta, Indonesia.

MATERIALES Y METODOS

En septiembre de 2014, el Zooldgico de

Buenos Aires recibié 4 ejemplares de varano

InVet Vol. 21 Ne 2, 2019
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acudtico (Varanus salvator) para ser integrados a
una exhibicién ambulante montada de manera
transitoria en el parque con motivo de las vaca-
ciones de invierno. Los animales fueron admiti-
dos al pais seis dias antes, como parte de un lote
de 919 reptiles importados legalmente desde
Jakarta, Indonesia con certificacién veterinaria
que declaraba al establecimiento de origen “li-
bre de enfermedades de interés cuarentenario
y que puedan ser vehiculizadas por las especies
importadas, habiendo recibido tratamiento
contra pardsitos externos e internos que garanti-
ce una condicién sanitaria satisfactoria”.

Al examen clinico los cuatro varanos presen-
taron un mal estado general con severo deterioro
de la salud. Entre los cuadros identificados se
registraron necrosis de falanges distales y ampu-
tacion de dedos, fracturas, tumefaccion articular
compatible con artritis séptica, endopardsitos
(exdmenes compatibles con huevos de cestodes
sin identificar), ectopardsitos, anemia, heterofi-
lia, hiperuricemia, e hipoalbuminemia. Se colec-
taron 11 garrapatas a partir de dos ejemplares.

Los dos animales afectados por ectopard-
sitos murieron durante los primeros 30 dias,
mientras que los restantes debieron recibir
tratamiento multimodal y una vez estabilizados
fueron devueltos al importador por considerar-
los un riesgo para el plantel animal de la insti-
tucién receptora.

Las muestras de ectopardsitos fueron con-
servadas en etanol al 70% hasta su procesamien-
to en el Laboratorio de Inmunologia y Parasi-
tologia del INTA Rafaela, donde las garrapatas
fueron determinadas a nivel especifico con las
descripciones morfoldgicas y claves dicotémicas
presentadas en Kaufman', Sharif*?, Durden y
Beati® y Pun ez al*.

RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las garrapatas fueron identificadas
como pertenecientes al género Amblyomma,
subgénero Aponomma, de acuerdo a Durden y
Beati®. En total se identificaron un macho, dos
hembras y ocho ninfas de Amblyomma varanen-
se (Figuras 1 y 2) en base a las descripciones

InVet Vol. 21 Ne 2, 2019

y claves de Kaufman'' para adultos (mencio-
nada como Aponomma varanense, actualmente
sinénimo de Am. varanenseé®) y de Sharif** para
ninfas (mencionada con el nombre de Apo-
nomma gervaisi lucasi, actualmente sinénimo
de Am. varanensé®). Amblyomma varanense fue
tradicionalmente incluida dentro del género
Aponomma, pero en la actualidad existe amplio
consenso de su pertenencia al género Amblyom-
ma*>>". Morfolégicamente el macho se carac-
teriza por un contorno corporal sub-circular,
ojos y surco marginal ausentes, puntuaciones
numerosas, ornato del escudo con cinco man-
chas de coloracién metdlica amarillenta-ver-
dosa (dos posteriores, dos laterales, y una en
posicién antero-central, ninguna en el drea
escapular), cornua pequena y redondeada, fes-
tones conspicuos, denticién del hipostoma 3/3,
coxa I con dos espinas cortas y redondeadas (la
externa mds larga que la interna), y coxas II-
III con una espina central bien marcada mds
ancha que larga. La diagnosis morfolégica de
la hembra se basa en la combinacién de los
siguientes caracteres: 0jos ausentes, ornato del
escudo caracterizado por tres manchas (dos
en al drea escapular, y una en el drea central),
cornua pequena y redondeada, dreas porosas
sub-ovales separadas por un dreas con un did-
metro mayor al de cada drea porosa, denticién
del hipostoma 3/3, superficie ventral cubierta
por setas, coxa I con dos espinas cortas y redon-
deadas (la externa mds larga que la interna), y
coxas II-III con una espina central bien marca-
da mds ancha que larga. La ninfa se caracteriza
por un capitulo sub-rectangular con cornuas
pequenas, hipostoma con denticién 2/2, ojos
ausentes, madrgenes laterales del escudo con
una leve concavidad y margen posterior apenas
redondeado, coxa I con dos espinas cortas bien
conspicuas, sub-iguales y redondeadas, y coxas
II-IIT con una espina de posicién central. Los
especimenes estin depositados en la Coleccién
de Garrapatas del INTA Rafaela (INTA 2415).

Morfolégicamente, los adultos de Am.
varanense son similares a los de Amblyomma
gervaisi. Amblyomma varanense posee dos es-
pinas conspicuas en la coxa I, de las cudles la
externa es mds larga que la interna, mientras
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Figura 1. Macho de Amblyomma varanense. Vista dorsal.

Figura 2. Hembra de Amblyomma varanense. Vista dorsal.
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que en Am. gervaisi la espina interna es apenas
visible y estd fusionada a la externa, dando la
apariencia de tener una sola espina sobre la
coxa ['"*. Estas dos especies también se dife-
rencian por el ornato del escudo de los machos.
Amblyomma gervaisi posee dos manchas en el
drea el drea escapular, pero las mismas estdn
ausentes en Am. varanenese. La presencia de dos
espinas conspicuas en la coxa I de la ninfa de
Am. varanense permite diferenciarla de la ninfa
de Am. gervaisi, en la cual solo es conspicua una
sola espina®.

Amblyomma varanense es una garrapata dis-
tribuida en las regiones zoogeograficas Oriental
y de Australasia®®. Los lagartos de la familia
Varanidae, incluyendo a la especie V. salvator,
se encuentran entre los principales hospeda-
dores de los estadios inmaduros y adultos de
Am. varanense'"'°, por lo que la asociacién
registrada en este trabajo de ninfas y adultos
de Am. varanense con V. salvator no se puede
considerar como fortuita. Existen registros de la
introduccién de esta garrapata fijadas a reptiles
importados en Estados Unidos, Reino Unido y
Polonia2,3,12,13,18‘

Este trabajo pone en evidencia el riesgo
que conlleva la importacién de vertebrados
exticos para la introduccién de sus pardsitos,
y también, en el caso particular de las garra-
patas, de la introduccién de microorganismos
potencialmente patégenos de los cudles estos
ectopardsitos son vectores. En este sentido,
existen registros de la presencia de infeccién
con Borrelia sp., Rickettsia sp., Anaplasma sp.,
Ebrlichia sp. y Hepatozoon spp. en especimenes
de Am. varanense'>'*?*. Lamentablemente se
desconoce el destino y evolucién del resto de
los animales pertenecientes al lote proveniente
de Indonesia. Sin embargo, en base a nuestros
hallazgos y dado el nivel de deterioro sanitario
de los animales, se considera que ese tipo de
importaciones conlleva un alto riesgo de intro-
duccién de patdgenos exdticos. En vista de lo
mencionado anteriormente, se resalta la nece-
sidad de reforzar las medidas de control con el
objeto de prevenir la introduccién de enferme-
dades exdticas, incluyendo garrapatas exdticas y
microrganismos asociados.
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RESUMEN

La persistencia del conducto arterioso con flujo de izquierda a derecha es una de las cardio-
patias congénitas mds frecuentes en perros. Sin correccién estd asociada con alta mortali-
dad antes del ano de vida. El cierre del conducto por medio de ligadura ha sido el método
habitual de tratamiento en el Hospital Veterinario de la Universidad de Buenos Aires
(UBA). Se evaluaron 88 casos en el Hospital Escuela; 67 fueron operados y se presentan
los resultados de controles posquirtrgicos de 32 pacientes. En el control al mes de la ciru-
gia se registré una disminucién estadisticamente significativa (P<0,05) del acortamiento
fraccional. Se observé una disminucién significativa del didmetro diastélico del ventriculo
izquierdo en todos los controles posquirtrgicos hasta un afio de evolucién (P<0,01).
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SUMMARY

Left to right shunting patent ductus arteriosus is one of the most common canine con-
genital heart defects. It is associated with high mortality. Surgical ligation has been the
standart method of correction. 88 cases have been evaluated in the Veterinary school
hospital of the University of Buenos Aires (UBA); 67 were operated on and the results of
32 of the post-surgical patients are presented. One month after surgery a reduction of the
fractional shortening (P<0.05) has been observed. Follow-up one year later showed in all
controls after surgery a reduction of the left ventricle diastolic diameter (P < 0.01).

Key words: (patent ductus arteriosus), (canine), (congenital heart disease), (left to right

shunting).

INTRODUCCION

El conducto arterioso cumple una impor-
tante funcién durante la vida fetal: conduce la
sangre de la arteria pulmonar hacia la aorta, evi-
tando que fluya a los pulmones, en ese momento
afuncionales. La persistencia del conducto arte-
rioso (PCA) es una de las patologfas congénitas
mds frecuentes en los caninos, representando
entre 20 y 30% de las mismas™'*. Aunque existe
predisposicion en algunas razas, puede aparecer
en cualquier raza'®, siendo la incidencia menor
en mestizos que en individuos puros™'. Por el
contrario, la presentacién de esta patologia en
gatos es infrecuente’. Inicialmente genera una
sobrecarga de volumen al sector izquierdo del
corazén con dilatacién atrial izquierda e hiper-
trofia excéntrica del ventriculo izquierdo. Con
frecuencia desencadena insuficiencia cardiaca
a temprana edad. Sin correccién quirdrgica la
mayoria de los afectados presentan disfuncién
cardiaca’ o mueren durante el primer ano de
vida”". Sin embargo, algunos pacientes se man-
tienen compensados por afos. En general, se
indica la cirugfa correctiva a los pocos meses de
vida para evitar el deterioro de la funcién cardia-
cay la aparicion de posibles complicaciones, por
ejemplo, la dilatacién de la aorta o de la arteria
pulmonar. En los pacientes que presentan signos
de descompensacién o alteraciones de la funcién
sistélica se indica medicacién hasta estabilizar-
los, y poder operarlos con mayor margen de
seguridad. Sin embargo, algunos nunca llegan a
compensarse y mueren por insuficiencia cardia-
ca. Por esta razén es de fundamental importan-
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cia reconocer la patologfa antes de que aparezcan
signos de descompensacién. Se comprobé que el
cierre quirdrgico del conducto arterioso se asocia
a disminucién del tamano cardiaco y a mayor
sobrevida*'>!°. Los objetivos de este trabajo fue-
ron evaluar retrospectivamente la evolucién de
los caninos con diagnéstico de PCA, controlar
las modificaciones fisicas (didmetro diastélico)
y funcionales (acortamiento fraccional) del
ventriculo izquierdo en caninos sometidos a co-
rreccidn quirdrgica y considerar las causas por las
cuales algunos pacientes no fueron intervenidos.

MATERIALES Y METODOS

Se revisaron las historias clinicas informa-
tizadas del Hospital Escuela de la Facultad de
Ciencias Veterinarias, UBA, desde enero de
2014 hasta julio de 2018 y se seleccionaron los
casos confirmados de PCA (n=88). Se consig-
naron raza, sexo y edad a la primera consulta.
Todos los pacientes fueron evaluados en la
Unidad de Cardiologia del Hospital Escuela,
mediante examen clinico y estudio ecocardio-
grifico en modo B, en modo M y Doppler,
realizando la confirmacién de la patologia de
acuerdo a la técnica descrita por Boon’. Se
utilizé equipo SonoScape S8 multifrecuencia
con transductores Phased array 2P y 5P Las
mediciones de las dimensiones cardiacas fueron
realizadas desde la ventana paraesternal derecha
en modo M, incluyendo didmetros diastdlico
y sistélico de ventriculo izquierdo, espesores
diastélico y sistdlico de la pared libre del ven-
triculo izquierdo y del septo interventricular. Se
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determind también el valor del acortamiento
fraccional. Todos los evaluadores fueron espe-
cialistas en Cardiologfa clinica de la UBA. Se
descartaron caninos con diagndstico presunti-
vo de PCA sin la confirmacién pertinente. En
cada animal se evalué la posibilidad de realizar
la correccién quirtrgica. Se efectué la cirugia
en 67 caninos, que consistié en toracotomia
izquierda y ligadura del conducto. Luego de
la cirugia los caninos quedaron en internacién
hasta que fueron dados de alta. Se reevaluaron
32 caninos, realizando controles ecocardiogra-
ficos. Al evaluar los resultados y por tratarse de
perros de distintas edades y tamafios se decidid
agruparlos de acuerdo al momento del control
y comparar cada grupo con los valores previos
a la cirugfa. Se controlaron 18 pacientes al mes
poscirugia (grupo 1), 23 pacientes entre los 2 y
5 meses (grupo 2), 15 pacientes entre los 6y 8
meses (grupo 3) y 15 pacientes al afio luego de
la cirugia (grupo 4).

Todos los caninos presentados en este estu-
dio fueron traidos al Hospital Escuela por sus
propietarios. Los tratamientos efectuados son
los recomendados por la bibliografia mundial
y no se aplicaron técnicas experimentales. Por
lo tanto no se solicité intervencién del tribunal
de bioética.

Estudio estadistico: fue utilizado el test “t”
de muestras pareadas (test de Student). Los va-
lores son expresados como promedio + DS con

nivel de significacién P < 0,05. (Graph pad 6).

RESULTADOS

Se presentan 88 casos de PCA en caninos
evaluados en la Unidad de Cardiologia del
Hospital Escuela, Facultad de Ciencias Veteri-
narias, UBA.

La distribucién de acuerdo al sexo fue: 66
hembras (75%) y 22 machos (25%).

La raza caniche y los mestizos se presen-
taron con mayor frecuencia, con 27 casos
(30,7%), cada una de ellas. Otras razas: maltés
(5), chihuahua (4), yorkshire terrier (4), ove-
jero alemdn (4), jackrussell (3), cocker (2), y
-con un individuo- westhighlandwhite terrier,
schnauzer, viszla, bretén, bichon frisé, pequi-

nés, afgano, dachshund, bordercollie, pitbull.
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En 2 casos no se registré la raza.

Se observé un marcado predomino de indi-
viduos de talla chica (n= 47, 53,4%).

La distribucién de acuerdo a la edad fue:
hasta 6 meses (n= 45; 51,1%), mayores de 6
meses hasta 12 meses (n=10; 11,4%), de 1 a
2 anos (n=12; 13,6%), mayores de 2 hasta 4
afos (n=9; 10,2%), mayores de 4 afos (n=9;
10,2%). En tres pacientes no se consigné la

edad.

Pacientes no operados

Se evaluaron las historias de los pacientes
que no fueron operados o que sufrieron muer-
te cercana a la cirugfa: 21 pacientes no fueron
operados (23,9%). Las causas fueron:

- 7 pacientes descompensados que no se
estabilizaron con los tratamientos instaurados
(edades: 2 de 3 meses, 2 de 4 meses, 1 de 6
meses, 1 de 2 afnos, 1 de 8 afios). Entre estos
pacientes cabe destacar a un mestizo, hembra,
de 2 afios a la que se le habia indicado cirugia
un ano antes y que fue traida al Hospital Es-
cuela con descompensacién global, ascitis, di-
latacién atrial izquierda, hipertrofia excéntrica
del V1 'y disfuncién sistélica. Otro paciente fue
presentado con disnea, severa dilatacién atrial
izquierda, hipertrofia excéntrica de VI y edema
pulmonar.

- 2 pacientes (de 3 y 7 meses) murieron
por causas desconocidas pocos dias antes de la
cirugia; uno presentaba dilatacion de la arteria
pulmonar.

- 4 pacientes mayores de 6 afios, cuyos pro-
pietarios no aceptaron los riesgos de la cirugia o
que se hallaban compensados al momento del
diagnéstico y en los que se considerd de alto
riesgo la cirugia (1 de 6 afios, 2 de 8 afios, 1 de
13 afos).

- 4 pacientes que no volvieron a los contro-
les previos a la cirugia por razones desconocidas
(edades: 2 de 4 meses, 1 de 5 meses, 1 de 3
anos).

- 3 pacientes con patologias asociadas (hi-
drocefalia: 1 y estenosis subadrtica severa: 2).

- en un paciente no se consigna en la his-
toria clinica las razones por las que no fue in-
tervenido.
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Pacientes operados que no sobrevivieron

4 pacientes fueron operados pero presenta-
ron mala evolucidn:

- un paciente, macho de 2 meses, muri6
durante la cirugfa; ademds de PCA presentaba
hidrocefalia.

- un paciente, de 4 meses, murié un mes
poscirugia al desarrollar hipertensién pulmo-
nar: al 5to dia poscirugia presenté disnea y fue
medicado (sildenafil, furosemida).

- en un paciente (Chihuahua, 4 meses) no
se pudo completar la ligadura del conducto por
presentar arritmias y paro cardiaco durante la
cirugfa y murié al dia siguiente;

- un paciente (Yorkshire, de 9 anos) fue
operado, pero murié durante la internacién.

Evaluacién por edad

Dado que la edad al diagnéstico es un fac-
tor importante para evaluar las posibilidades
quirdrgicas o de descompensacién, se presen-
tan los casos discriminados por edad:

- hasta 6 meses (n=45): 31 fueron operados
y dados de alta, 5 no llegaron a compensar, 3
no volvieron a los controles; 3 no fueron ope-
rados por patologias asociadas; 3 muertes peri-
quirdrgicas.

- de 6 a 12 meses (n=10): 8 fueron opera-
dos; dos no fueron intervenidos por descom-
pensacion;

- mayores de 1 afo y hasta 2 afos (n=12):
11 fueron operados; uno no fue intervenido
por descompensacién.

- mayores de 2 afios y hasta 4 afios (n=9):
7 fueron operados; un paciente no llegé a com-
pensar; uno no volvié a los controles.

- mayores de 4 afios (n=9): 3 fueron opera-
dos y dados de alta (2 de 5 anos, 1 de 6 afos); 5
no fueron intervenidos (un yorkshire terrier de
8 afos por alto riesgo, ya presentaba signos de
hipertrofia excéntrica de ventriculo izquierdo
con disfuncién sistélica y dilataciéon de atrio
izquierdo; fue medicado y vivié dos afos; un
caniche de 6 afos, que fue vuelto a controlar 4
afos después, ain compensado; un cocker de
13 anos y un mestizo de 8 anos que se encon-
traban compensados y un mestizo de 8 afos
por descompensacién); 1 yorkshire terrier de
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9 anos fue operado y presenté complicaciones
intraquirdrgicas (desgarro de la aorta dilatada;
se resolvid, pero murié durante la internacién).

Asociacién con otras cardiopatias (n=5)

Al existir concurrencia de cardiopatias debe
evaluarse la conveniencia de la correccién del
conducto arterioso y el tratamiento médico
posterior de la otra patologia.

- no fueron operados: 2 con estenosis su-
badrtica severa

- fueron operados: 2 con estenosis pulmo-
nar; 1 con estenosis pulmonar y comunicacién
interventricular.

Pacientes operados

De los 88 pacientes evaluados, 67 fueron
sometidos a cirugfa y 64 fueron dados de al-
ta luego de la internacién posquirtrgica (una
muerte intraquirdrgica, dos muertes durante la
internacién).

Controles posquiriirgicos

Uno de los objetivos de este trabajo fue
la valoracién de la evolucién posterior a la
correccién quirtrgica de la funcién del ventri-
culo izquierdo, basindose en dos pardmetros:
didmetro diastélico de VI y acortamiento frac-
cional. Luego de la cirugia fueron reevaluados
32 pacientes. Se separaron los pacientes segun
el momento del control: al mes (grupo 1), entre
2y 5 meses (grupo 2), entre 6 y 8 meses (grupo
3) y al afio (grupo 4); se compararon con los
valores registrados antes de la cirugfa (basal)
correspondientes a esos pacientes.

Didmetro diastélico del ventriculo izquierdo
(DDVI) (Grafico 1)

Comparados con los respectivos valores ba-
sales, en todos los controles se registré disminu-
cién del DDVI que resulté ser estadisticamente
significativa: grupos 1, 2, 3 (P< 0,01), grupo
4 (P<0,001). Esta disminucién del DDVI se
atribuye al remodelado inverso debido a la des-
aparicion de la sobrecarga crénica de volumen
luego del cierre del conducto.
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Grifico 1. Valores de didmetro diastélico del ventriculo izquierdo en los pacientes operados a los distintos momentos de control
comparados con sus respectivos valores basales (**P<0,01 ***P<0,001).
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Grifico 2. Valores de acortamiento fraccional en los pacientes operados a los distintos momentos de control comparados con sus

respectivos valores basales (* P<0,05).
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- Acortamiento fraccional (AF) (Gréfico 2)

Se comprobé una disminucién estadistica-
mente significativa (P<0,05) del acortamiento
fraccional en el control al mes de la cirugia
(grupo 1). Este hallazgo coincide con lo sefa-
lado en la bibliografia; no se lo considera un
indicador de la contractilidad miocdrdica, sino
que se atribuye a la modificacién en las condi-
ciones de sobrecarga de volumen del ventriculo
izquierdo’. Las modificaciones del AF en los
controles posteriores al mes no resultaron esta-
disticamente significativas.

DISCUSION

El conducto arterioso cumple una impor-
tante funcién durante la vida fetal al permitir
el pasaje de la sangre de la arteria pulmonar ha-
cia la aorta, evitando la circulacién pulmonar.
En la pared del conducto de los perros sanos
predomina el musculo liso y hay poco tejido
eldstico. Buchanan describié que la pared del
conducto normal presenta 98% de fibras de
musculo liso con algunas fibras eldsticas (2%)°.
La distribucién del musculo es en sentido
circunferencial. El conducto se cierra en las
primeras horas de vida (cierre funcional) por
contraccién del musculo liso de la pared del
conducto, en respuesta al aumento de la ten-
sién de oxigeno y a la disminucién de la re-
sistencia vascular pulmonar. Luego se produce
degeneracién no inflamatoria del musculo y
citdlisis que se completa durante el primer mes
dejando las fibras eldsticas remanentes. No se
produce fibrosis proliferativa’. Se comprobé
que en caninos en los que no se produce el cie-
rre, el conducto presenta capa muscular hipo-
pldsica o ausente, y que presenta fibras eldsticas,
no contractiles, similares a las de la pared de la
aorta’. Generalmente el conducto tiene forma
de embudo con el extremo mds angosto en
el contacto con la arteria pulmonar™'*. Al
permanecer permeable se establece un flujo de
sangre de aorta a arteria pulmonar - “flujo de
izquierda a derecha’-, durante la didstole y la
sistole, generando sobrecarga de la circulacién
pulmonar, del atrio y ventriculo izquierdos. En
algunos pacientes se produce hipertensién pul-
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monar con inversion del flujo (de pulmonar a
aorta, “de derecha a izquierda”). Estos pacientes
no fueron incluidos, ya que no estin dentro de
los objetivos de este trabajo.

El aumento del flujo genera dilatacién del
atrio izquierdo e hipertrofia excéntrica del ven-
triculo izquierdo®”’. De acuerdo a datos de la
bibliografia, por ecocardiografia se reconocen
dilatacién de atrio izquierdo en 35%, aumento
del didmetro diastdlico del VI en 82% y au-
mento del didmetro sistélico del VI en 84% de
los caninos con PCA'. También se puede pro-
ducir dilatacién de la arteria pulmonar y/o de
la aorta, que constituyen un riesgo durante la
cirugia, ya que la pared se encuentra adelgazada
y se puede desgarrar durante el procedimiento.
La sobrecarga crénica de volumen puede causar
la disminucién de la contractilidad miocdrdica
(disfuncién sistélica). Ademds, la dilatacién
atrial izquierda favorece la aparicién de arrit-
mias supraventriculares, que en algunos casos
llega a la fibrilacién auricular y la descompen-
sacién del paciente. Esta arritmia constituye
un aumento en el riesgo quirdrgico, ya que se
asocia a complicaciones. Bureau reporté que 2
caninos con fibrilacién auricular fueron opera-
dos y que murieron 8 y 17 dias después de la
cirugfa’.

Es muy importante el diagnéstico presun-
tivo precoz basado en el examen clinico: se aus-
culta soplo continuo (diastélico-sistélico) cer-
cano al foco adrtico (en precordio izquierdo),
también denominado soplo en maquinaria; es
frecuente que también se ausculte soplo de in-
suficiencia mitral secundaria. El pulso presenta
caracteristicas particulares: se lo describe como
hiperquinético (de mayor amplitud y mayor
velocidad) debido al aumento del volumen
sistdlico y al flujo desde la aorta hacia la arteria
pulmonar. La bibliografia senala la mayor inci-
dencia en hembras”®.

En este trabajo no se evaluaron los cam-
bios radiolégicos y electrocardiogrificos mds
caracteristicos; sin embargo, estos estudios
pueden aportar al diagnéstico. En la radiogra-
fia de térax se puede observar: dilatacién atrial
izquierda, aumento del ventriculo izquierdo,
dilatacién del arco adrtico, dilatacién del tron-
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co pulmonar, cardiomegalia generalizada. En
ocasiones se pueden observar los cambios por
descompensacién: congestién vascular, edema
pulmonar. En el electrocardiograma se pueden
registrar aumento de duracién de la onda P
(indicio de sobrecarga atrial izquierda), aumen-
to de amplitud y voltaje del complejo QRS
(indicios de sobrecarga ventricular izquierda)
y es posible observar, también, taquiarritmias
supraventriculares.

La ecocardiografia en modo B y M puede
mostrar la hipertrofia excéntrica del ventricu-
lo izquierdo, la dilatacién atrial izquierda y a
medida de que el caso progresa los signos de
disfuncién sistdlica, en especial la disminucién
del acortamiento fraccional. También puede
observarse, en algunos casos, la dilatacién de la
arteria aorta y/o de la arteria pulmonar. La eco-
cardiografia Doppler permite registrar el flujo
turbulento en la arteria pulmonar debido al
flujo de sangre desde la aorta durante la sistole
y la didstole.

Considerando que el cierre del conducto
arterioso estd asociado a mayor sobrevida y me-
nor incidencia de descompensacién, debemos
centrar nuestra atencién en las causas por las
que numerosos pacientes (n=21; 23,9%) no
fueron operados: las principales razones fueron
la descompensacién cardiocirculatoria (n=7) y
el diagndstico de la patologia en pacientes de
mayor edad (n=11). En ambos casos el diag-
ndstico precoz, antes de las modificaciones del
corazén y/o de la descompensacién, hubiera
permitido la correccién quirtrgica.

La incidencia de muerte intraquirdrgica o
posquirdrgica inmediata (72 h) fue de 3 pa-
cientes (4,5%) (operados= 66). Un paciente
muri6é un mes luego de la cirugfa.

Se considera ideal operar a estos pacientes
a la edad mds temprana posible’, para tratar
de evitar la aparicién de cambios anatémicos
relacionados a la sobrecarga de volumen: la dis-
minucién de la funcidn sistdlica, la dilatacién
atrial izquierda, de la aorta y/o de la arteria pul-
monar. Buchanan’ presenté una clasificacién
de los pacientes con PCA sobre la base de las
caracteristicas clinicas y al grado de compen-
sacion:
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Tipo I: conducto pequefio, presenta radiografia
y electrocardiograma normales al ano; la cirugfa
estd recomendada, pero no es urgente.

Tipo II: conducto mediano; la cirugia estd re-
comendada, pero puede esperar unas semanas.
Tipo III a: conducto grande sin insuficiencia
cardfaca; realizar la cirugfa sin demora.

Tipo III b: conducto grande con signos de in-
suficiencia cardfaca; se indica tratamiento antes
de la cirugfa.

Tipo IV: conducto grande con hipertension
pulmonar; en este caso la cirugfa estd contra-
indicada.

También se considera que el riesgo de com-
plicaciones intra o posquirtrgicas aumenta al
operar pacientes de mayor edad: el tejido del
conducto es mis friable’ y la dilatacién aértica
reduce la posibilidad de acceso al conducto’.

Se considera que la edad es un factor asocia-
do en forma negativa a la sobrevida”®; sin em-
bargo, la recomendacién general es que todos
los afectados deben ser intervenidos, salvo los
que presentan hipertensién pulmonar®. Si bien
hay autores que recomiendan la cirugia de todos
los pacientes con PCA, salvo los que presentan
inversién del flujo, también hay coincidencia
que la sobrevida estd asociada en forma negativa
en caso de pacientes de mayor edad o que hayan
presentado signos de insuficiencia cardiaca”®.

En medicina humana al diagnosticar PCA
en personas adultas se recomienda la cirugfa en
presencia de conductos de tamafio moderado
a severo y se debate en los casos de pacientes
asintomdticos y conducto pequefio. Probable-
mente sea el criterio a adoptar en los caninos de
mayor edad.

Se ha descrito la presencia de flujo residual
a través del conducto luego de la cirugia'®, pero
no se considera indicacién para volver a operar:
el proceso de cicatrizacién cierra la comunica-
cién antes de los tres meses posquirtirgicos’.

En algunos pacientes de este trabajo se
observé la presencia de una disfuncién sistélica
transitoria luego de la cirugia. Este hallazgo
coincide con lo senalado en la bibliografia y
que no se considera un indicador de la contrac-
tilidad miocdrdica, sino que se adjudica a las
modificaciones en la sobrecarga de volumen’.
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En este trabajo no se consideré la insufi-
ciencia mitral secundaria que se produce por
dilatacién del anillo valvular debido a la trac-
cién de las fibras musculares. Su presencia no
constituye contraindicacién para la cirugfa’ y se
ha descrito que en muchos casos se normaliza
luego de la cirugia’. Sin embargo, también se
ha publicado que la persistencia de insuficien-
cia mitral severa luego de 24 h poscirugia, se
asocia a menor sobrevida'®.

También debe remarcarse la necesidad de
castrar a los caninos afectados, ya que no deben
reproducirse. Es particularmente importante
en las hembras, ya que son las mds frecuente-
mente afectadas.

Cabe aclarar que hay numerosos articu-
8101316 sobre la correccién de la PCA por me-
dio de cateterismo que no es la técnica utilizada
actualmente en el Hospital Escuela de la UBA.

los

CONCLUSIONES

Los datos presentados en este estudio cons-
tituyen una casuistica que representa el estado
actual del diagndstico y tratamiento de la PCA
en el Hospital Escuela de la UBA.

Es importante destacar la importancia
del diagndstico precoz de esta patologfa, para
realizar la correccién quirtrgica lo mis tem-
pranamente posible, antes que se desarrollen
las alteraciones anatémicas. Se ha comprobado
la involucién de estas modificaciones luego de
la cirugfa: el remodelado inverso del ventriculo
izquierdo™ y la disminucién del didmetro dias-
tolico del ventriculo izquierdo’, comprobada
en esta serie de pacientes. El diagndstico precoz
permite la cirugfa a temprana edad y con me-
nor riesgo de complicaciones.

Cabe destacarse que entre los pacientes que
no fueron intervenidos hubo 10 caninos mayo-
res de 6 meses que podrian haber sido operados
si se hubiera diagnosticado precozmente.

Es auspicioso que 55 pacientes hayan sido
menores de un afo (45 menores de 6 meses),
de los cuales 39 fueron intervenidos. Si bien
hubo 20 caninos con edades de 1 a 4 anos (18
fueron operados satisfactoriamente), la reco-
mendacion es realizar la cirugia a la edad mds
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temprana posible. Por lo tanto, es fundamental
remarcar la importancia de la evaluacién clinica
de los cachorros para descartar la existencia de
una cardiopatfa congénita en general y de la

PCA en particular.
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RESUMEN

La puncién del plexo venoso a nivel submandibular en ratones es una técnica aceptada
para la obtencién de volimenes de sangre adecuados para andlisis de rutina. Si bien se
recomienda el uso de lancetas comerciales, en Argentina no estdn disponibles, por lo tanto
pueden sustituirse por agujas de inyeccion. El objetivo de este trabajo fue comparar el uso
de agujas 21G x 17 utilizando dos procedimientos de puncién submandibular en ratones
BALB/c de 8 semanas de edad: G1) con capuchdén cortado a 10 mm (restringiendo la
profundidad de la puncién) y G2) sin capuchdn para determinar: a) volumen de sangre
obtenido, b) datos hematolégicos y glucemia y c) dafio tisular. El volumen de sangre
obtenido por la puncién submandibular con aguja sin capuchén fue significativamente
mayor que el colectado con capuchdn. Los valores hematoldgicos y la glucemia fueron
normales para ambos procedimientos. No se observaron danos histolégicos en ninguno
de los procedimientos empleados. En conclusién, se recomienda el uso de aguja como
procedimiento de refinamiento para la obtencién de sangre submandibular dado que es
econémico, préctico, permite obtener un volumen sanguineo moderado sin provocar da-
fio tisular y asegura la recuperacién de los animales.
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SUMMARY

The puncture of the venous plexus in the submandibular region in mice is an accepted
technique to obtain blood volumes suitable for routine clinical analysis. Although the use
of commercial lancets is recommended, in Argentina they are not available and they could
be replaced by injection needles. The aim of this study was to compare the use of 21G x 17
needles using two different submandibular puncture procedures in 8-week-old BALB/c mice:
G1) with cap cut to 10 mm (restricting the depth of the puncture) and, G2) without cap
to determine: a) blood volume obtained, b) hematological data and glycaemia and ¢) tissue
damage. The blood volume obtained by submandibular needle puncture without cap was
significantly higher than the one collected with cap. Hematological values and glycaemia were
normal for both procedures. No histological damage was observed in any of the procedures
used. In conclusion, it is recommended the use of needle without cap as a refining procedure
to collect submandibular blood since it is cheapest, practical, allows to obtain moderate volu-

mes no causing tissue damage and ensuring the animal recovery.

Keywords: (submandibular bleeding), (mice), (needle with and without cap).

INTRODUCCION

El ratén (Mus musculus) continta siendo un
modelo experimental debido a sus caracteristicas
bioldgicas, genéticas, pequefio tamafio, ficil ma-
nejo y prolificidad'. Existen varios procedimien-
tos para la extraccién de sangre en esta especie y
la eleccion de la técnica depende de la cepa, edad
del animal y del volumen sanguineo requerido
segtin el tipo de andlisis o estudio en cuestién. En
ocasiones, se requiere la extraccién de un mayor
volumen de sangre y la hipovolemia subsiguiente
imposibilita que los animales se recuperen®*.

Por otra parte, se ha demostrado que tanto
el sitio como el procedimiento para la colecta
de la sangre pueden alterar los pardmetros clini-
cos y bioquimicos'. En este sentido, la puncién
por la via submandibular es una técnica de im-
plementacién sencilla que permite obtener un
volumen de sangre de 0,2 ml cada 2 semanas
(ratén de 22 g), sin el uso de anestesia y asegu-
rando una pronta recuperacién de la volemia
tras sucesivas extracciones™’.

En el 2005, Golde et 4/, recomendaron la
técnica de puncién submandibular con lancetas
Medipoint® para la obtencién de sangre de ra-
tones®. Posteriormente, en su reemplazo se uti-
lizaron agujas 21 y 23 G. Los resultados que se
obtuvieron fueron similares y no se registraron
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signos de dolor ni lesiones aparentes cuando
se hicieron sangrados repetidos’. Sin embargo,
estos ultimos autores confirmaron que el em-
pleo de la lanceta permitia controlar mejor la
profundidad de la puncién®.

En Argentina, el costo elevado y el tiem-
po de importacién necesario para disponer
de lancetas comerciales, nos motivé a ensayar
el uso de agujas 21 y 23 G para efectuar este
procedimiento. El objetivo de este trabajo fue
comparar el uso de agujas 21G x 1” utilizando
dos procedimientos para la puncién subman-
dibular en ratones BALB/c de 8 semanas de
edad: G1) con capuchén cortado a 10 mm y
G2) sin capuchén para determinar: a) volumen
de sangre obtenido, b) datos hematolégicos y
glucemia y ¢) dafo tisular en extracciones san-
guineas repetidas.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon 36 ratones BALB/c de 8-10
semanas de edad. Estos permanecieron en el
Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterina-
rias, U.N.C.PB.A,, recibiendo agua y alimento
“ad libitum”, alojados en un armario ventilado,
con condiciones de luz, temperatura y hume-
dad controlados, respetando las normas de cui-
dado y bienestar establecidas por la Comisién
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de Bioética y Bioseguridad de la Facultad. Los
procedimientos y protocolos de manejo animal
fueron aprobados por el Comité de Etica de
acuerdo con la Politica de Bienestar Animal
(Ley 087/02) de la Facultad de Medicina Vete-
rinaria de la Universidad Nacional del Centro
de la Provincia de Buenos Aires (UNCPBA),
Tandil, //www.vet.unicen.edu.ar). Realizados
de acuerdo con las directrices internacional-
mente aceptadas en materia de bienestar ani-
mal.

Los ratones fueron distribuidos aleatoria-
mente en dos grupos experimentales: G1) con
capuchén y G2) sin capuchén. La obtencién
de sangre con anticoagulante (Wiener Lab.) se
realiz6 por puncién submandibular con aguja
hipodérmica descartable 21-gauge (21G x 17
25x8 mm) (NEOJET®) con y sin su respectivo
capuchén en tubos Eppendorf (Figura 1). Las
extracciones se practicaron en 3 oportunidades
con un intervalo de 11 dias (D0, D11 y D22).

Posteriormente, se presiond en el sitio de la
puncién con una compresa embebida en agua
oxigenada para prevenir un posible sangrado
prolongado.

El volumen obtenido por cada animal se
calculé teniendo en cuenta el nimero de gotas,
por un volumen estimado de 0,15 ml/gota.

Se realizaron las siguientes determinacio-
nes: Hemoglobina (g/dl), Hematocrito (%),
Eritrocitos/mm?, Volumen Corpuscular Medio

~eﬂr. S

o

(fl), Hemoglobina Corpuscular Media (%) y
Glucemia (mg/dl) (esta tltima como referencia
del estado metabdlico de los ratones).

Dos horas después del tltimo dia de san-
grado (D22), todos los animales se sacrificaron
utilizando anestesia intraperitoneal con keta-
mina (80 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg) y dislo-
cacién cervical. La eleccién de ambos métodos
se realizé teniendo en cuenta que el dolor no se
experimenta si el animal estd anestesiado o in-
consciente y no recupera la conciencia previa al
momento de la muerte. Luego, se obtuvo una
muestra de tejido submandibular de 1 cm de
didmetro para la evaluacién del dafio tisular en
todos los animales. Para dicha muestra se utilizé
un bisturi en el sitio de puncién submandibular
desde el dngulo de la mandibula (cabello téctil)
con una profundidad suficiente que incluyd
el hueso mandibular. Las muestras se fijaron
en Solucién Bouin (formol, 4cidos picrico y
acético). Posteriormente, se deshidrataron por
inmersién en soluciones de etanol en concen-
traciones crecientes, luego en alcohol butilico y
finalmente se incluyeron en una combinacién
refinada de parafina altamente purificada con
polimeros pldsticos (Paraplast). Se realizaron
cortes de 4 a 5 pm que se montaron en por-
taobjetos, se tifieron con hematoxilina y eosina
y se examinaron al microscopio éptico (Leica

DM500).

D,_-*-—..Z

1

Figura 1. Agujas 21Gx1” con capuchén cortado a 10 mm desde la punta (1) y sin capuchén (2), utilizadas para la obtencién de sangre

por puncién submandibular en ratones G1 y G2, respectivamente.
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Anilisis estadistico

Los datos de volumen de sangre obteni-
dos se compararon estadisticamente mediante
ANOVA, seguido de la prueba de Bonferroni.
Las diferencias con p <0,05 se consideraron
significativas.

RESULTADOS

No se observaron cambios en el compor-
tamiento de los animales o en sus hdbitos ali-
menticios.

El volumen de sangre total obtenido en el
G2 fue significativamente mayor (p < 0,05)
que el obtenido en el G1 (Gréfico 1).

En ambos grupos, las muestras estuvieron
libres de hemdlisis y los valores hematoldgicos se
mantuvieron dentro de los considerados de refe-
rencia durante el primer intervalo de colecta de
sangre (D0 y D11, respectivamente). Se observé
que el Hematocrito y los Eritrocitos/mm? dismi-
nuyeron entre la segunda y la tercera extraccidn,
aunque siempre se mantuvieron dentro de los
valores normales (D11 y D22, respectivamente)
(Tabla 1). Por otro lado, los valores de glucosa se
mantuvieron en el rango de referencia en ambos

grupos (Tabla 1).

No se registraron cambios en la coloracién
del pelaje ni lesiones macroscépicas relevantes
en la regién submandibular punzada en ningu-
no de los ratones de ambos grupos.

La histopatologfa de los tejidos en el punto
de puncién reveld la presencia de edema en el
tejido conectivo sin evidencia de inflamacién
aguda, crénica o necrosis ni alteracién de las
glandulas salivares parétida y mandibular.

En la Figura 1 se observan las lesiones mi-
croscopicas observadas en ratones G1 (a) y G2
b), 2 h después de la dltima extraccién de san-
gre (D22). a) Las fibras de coldgeno del tejido
conectivo (3) entre las glindulas salivales (1) y
los musculos mandibulares (2) estdn separadas
por espacios claros (edema). b) Las fibras de
coldgeno del tejido conectivo (3) entre las gldn-
dulas salivales (1), los musculos mandibulares
(4) y los vasos linféticos (2) estdn separados por
espacios claros (edema) (tincién: hematoxilina-

eosina 4X).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este trabajo comparamos el uso de las
agujas de inyeccién 21 G con el capuchén

16

14

12

0.8

0.6

Volumen de sangre en ml

04

0.2

Do Do D1l

Diias de colecta de sangre

D11 D22 D22

Grifico 1. Volumen de sangre total (ml) obtenido de los ratones de cada uno de los grupos experimentales (G1 y G2) en tres

oportunidades cada 11 dfas.
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Tabla 1. Datos hematolégicos y de glucemia obtenidos mediante la extraccién de sangre por puncién submandibular en los 3 muestreos

cada 11 dfas de intervalo (D0, D11, D22) con y sin capuchén.

. VALORES DE
. GRUPO 1 ‘CON GRUPO 2 SIN CAPUCHON
PARAMETROS CAPUCHON REFERENCIA
DO D11 D22 DO D11 D22
Hemoglobina g/dl 13,6 15,2 12,8 13,7 14,4 13,2 12,0-19,0
Hto % 44 47 36 46 44 36 35,0- 55,0
6.890.00 | 7.150.00 | 6.740.00 | 7.050.00 | 6.850.00 | 6.510.00 5.500.000-
Eritrocitos /mm3
0 0 0 0 0 0 8.500.000
VCM 1l 66 70 82 68 68 77 60,0-77,0
HbCM % 19,4 19,7 17,2 19,6 20,1 17,8 17,0-24,5
Glucemia mg/dl 102 - 89 73 - 81 55,0-120,0

Figura 2. Lesiones microscopicas observadas en ratones G1 (a) y G2 b) 2 h después de la tltima extraccién de sangre (D22).

cortado y sin capuchén como alternativas de
reemplazo a las lancetas comerciales para la
extracciéon de sangre por puncién submandi-
bular. Partimos de la hipétesis de que el dolor
ocasionado por el uso de la lanceta o la aguja
con capuchén eran semejantes, mientras que
la aguja sin capuchdn ocasionaria mds dolor y
trauma por no tener un limite en la profundi-
dad de la puncién. Sin embargo, los animales
de ambos grupos no mostraron diferencias a
nivel macroscépico y el andlisis histopatoldgi-
co reveld sélo la presencia de edema. Por otro
lado, la puncién mediante la aguja sin capu-
chén permitié obtener un mayor volumen de
sangre en cada muestreo sin sobrepasar el 10%
del volumen sanguineo permitiendo la pronta
recuperacion de los animales.

InVet Vol. 21 Ne 2, 2019

Es importante que una técnica de ve-
nopuncién sea de implementacién sencilla,
rdpida y de bajo costo que permita la obtencién
de muestras de calidad y la recuperacién del
animal>*°. Por tales motivos, recomendamos
para operadores con experiencia en la técnica
y en el manejo de los animales la puncién sub-
mandibular con el empleo de las agujas 21G sin
capuchén para los estudios que requieran un
volumen mdximo aceptable de sangre, el cual
corresponde al 10% de su volumen sanguineo,
pero resulta necesario aclarar que para los ope-
radores con poca experiencia recomendamos
que utilicen las agujas 21G con capuchén
recortado o lanceta ya que tener un limite de
profundidad en la puncién es fundamental
para no cometer posibles errores al momento
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de realizarla y provocar alguna lesién o dano
tisular, permitiendo asegurar de esta manera la
dptima recuperacion de los animales.
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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
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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
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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:

Dunhan, B.; Liu, S.A.; Taffet, S. Inmunolocalization and
expression of functional and non-functional cell-to-cell

channels from wild-type and mutant rat heart connectin

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

Marrube, G.; Rozen, F.; Pinto, GB.; et a/. New
polymorphism of FASN gene in chicken. / Appl Genet.
2004; 45(4):453-5.

Zipes, DP; Jalife, J. Cardiac electrophysiolooy. From cell
to bedside. 2 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. 2 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 lesiones odontocldsticas reabsortivas felinas (LORF)
mediante examen clinico y radiolégico. En: http://
www.fvet.uba.ar/invet/negro3.pdf, consultado 2 de
octubre 2006

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
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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.
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