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Trabajos de Investigacion Polimorfismo de DNA

APLICACION DE LAS TECNICAS DE POLIMORFISMO DE DNA
EN LA RESOLUCION DE CASOS DE ABIGEATO, IDENTIFICACION
INDIVIDUAL Y DETERMINACION DE PATERNIDAD.

G. Giovambattista, M.V. Ripoli, J.P. Lirén, M.E. Kienast, E.E Villegas
Castagnaso, F.N. Dulout, P. Peral Garcia

Centro de Investigaciones en Genética Basica y Aplicada (CIGEBA)
Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata.

Resumen: La tipificacion de los grupos sanguineos y polimorfismos bioquimicos a partir de
muestras de sangre y suero sigue siendo el estdndar internacional para la certificacion de
paternidad. En la actualidad, las mencionadas técnicas pueden ser suplementadas con marca-
dores moleculares de herencia mendeliana codominante, que permiten por primera vez contar
con pruebas de inclusion. El objetivo del presente trabajo consistio en resolver casos de identifi-
cacion individual, paternidad y abigeato, a partir de muestras no convencionales (musculo,
cuero, pelos, semen, sangre, rifidn y corazon) aplicando marcadores moleculares. El DNA gend-
mico se extrajo mediante una modificacion del método descripto por Wagner y col., (1994). Los
Ioci del BoLA y los microsatélites equinos y bovinos se analizaron mediante las técnicas de PCR-
RFLP y PCR-geles de secuenciacion, respectivamente. En el 95 % de las muestras analizadas se
extrajo DNA de calidad periciable, resolviéndose el 86 % de Ios casos. Los valores obtenidos
para el indice {» variaron desde 1 en 21.762 hasta 1 en 329.025.477 en los casos donde no se
pudo realizar la exclusion, o cual significa que existe una probabilidad entre 21762 y 329025477
de que Ios genotipos coincidan por azar. En el presente trabajo se demuestra que el andlisis de
polimorfismos del DNA es una herramienta de utilidad para resolver casos de identificacion
individual, paternidades y abigeato a partir de muestras no convencionales.

Palabras claves: BoLA, microsatélites, identificacion individual, verificacion de paternidad,
bovinos, equinos.

THE USE OF MOLECULAR MARKERS FOR INDIVIDUAL
IDENTIFICATION, PATERNITY TEST AND DAILY ROB CASES

Abstract: Up to date, the international standard for individual identification and paternity
test of domestic animals are performing through blood groups and biochemistry polymorphisms
of blood samples. However these techniques may be improved by the use of molecular mark-
ers. The main characteristics of them are codominant Mendelian heredity and highly polymor-
phisms. The aim of the present work is to apply molecular markers to resolve individual iden-
tification, paternity test and daily rob cases using no conventional samples. These samples
included muscular tissue, skin, hair, semen, blood, kidney and heart. Genomic DNA were
extracted using the modified method described by Wagner et al., (1994). BoLA and equine and
bovine microsatellites loci were typing by PCR-RFLP and PCR-sequencing gel methods. Posi-
tive amplification could be obtained in the 95 % of the genomic DNA extracted from the ana-
lyzed samples. In addition, the 86 % studied cases could be resolved. In that cases where is
not possible of made an exclusion, the “L” index is between 1 in 21762 - 1 in 329025477. It
means that is one chance between 21762 - 329025477 that the genotypes are the same by
random. In the present paper it is prove that the use of molecular markers is a useful tool to
solve cases of individual identity, determination of paternity and daily rob using not common
samples.

Key words: BoLA, microsatellites, individual identification, paternity test, bovine, equine.
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INTRODUCCION

Con anterioridad al desarrollo de las técni-
cas moleculares, la identificacién de un individuo
sélo se podia realizar mediante el empleo de ta-
tuajes, caravanas o mediante descripciones feno-
tipicas. De la misma manera, la determinacion de
la paternidad debia resolverse de acuerdo al pa-
recido fenotipico entre los supuestos padres y la
cria.

A comienzo del siglo XX, Landsteiner (1) abre
el camino de la identificacién mediante marcado-
res genéticos, al evidenciar la existencia de poli-
morfismos en los grupos sanguineos humanos, ya
que no todas las personas poseen el mismo tipo
de glébulos rojos. Asi, por primera vez, los indivi-
duos se podian agrupar sobre la base de un crite-
rio objetivo y se acufié el término “marcador gené-
tico”.

Luego de varias décadas, este criterio se con-
sider6 valido para la identificacién de animales
domésticos (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8), incorporandose
nuevos tipos de marcadores genéticos, como los
polimorfismos proteicos correspondientes al sis-
tema de histocompatibilidad (puesto de manifies-
to por reacciones inmunoldgicas) (9, 10, 11, 12) y
los polimorfismos bioquimicos (identificados me-
diante técnicas electroforéticas) (8, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20).

Estos hitos constituyeron un gran avance
para la identificacién de animales domésticos, ya
que se contaba por primera vez con una bateria
de marcadores genéticos polimérficos, que cum-
plia con las caracteristicas fundamentales para
ser utilizada en las pruebas de identificacién indi-
vidual y de verificacién de parentesco.

En la década de los ochenta, surgen las téc-
nicas de analisis del DNA. Las mismas permitie-
ron analizar el polimorfismo presente tanto en las
secuencias codificantes, como en las no codifican-
tes (por ejemplo minisatélites y microsatélites). En
1985, Jeffreys y col. (21), desarrollaron la meto-
dologia denominada “DNA fingerprinting” o hue-
lla digital, la que se basa en el andlisis de una
clase de secuencias repetidas denominadas mini-
satélites (22, 23, 24, 25, 26, 27).

En 1987, Mullis y Faloona (28) producen un
hecho revolucionario al idear la técnica de reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR). Esta meto-
dologia consiste en la amplificacién in vitro de un
fragmento de DNA especifico utilizando una poli-
merasa termoestable (Taq Polimerasa), permitien-
do en forma sencilla el andlisis de los polimorfis-

mos presentes en el DNA. Ademas, presenta las
siguientes ventajas en relacién a la técnica de
fingerprinting: a) no es exigente en cuanto a la
calidad y cantidad del DNA utilizado y b) es senci-
lla, rapida y de alta repetibilidad, pudiéndose ana-
lizar simultdneamente un elevado numero de
muestras.

La PCR ha sido aplicada al estudio de loci
altamente polimérficos tales como:

- Los genes de clase 1 y II del complejo prin-
cipal de histocompatibilidad (MHC) son los mas
polimérficos del genoma. Inicialmente, estos loci
se tipificaron a través de reacciones inmunolégi-
cas. En 1992, van Eijk y colaboradores y van der
Poel y colaboradores (29, 30) desarrollaron meto-
dologias basadas en la técnica PCR-RFLP para ca-
racterizar el polimorfismo presente en los loci BoLA-
DRB3 y BoLA-DYA, respectivamente.

- Los microsatélites (Short Tandem Repeat,
STR) son secuencias constituidas por repeticio-
nes de di, tri o tetranucleétidos (31). En la actua-
lidad, se han informado mas de 1200 STR en bo-
vinos (32) y méas de 249 microsatélites en equinos
(33).

El desarrollo de las metodologias de analisis
de DNA, y especialmente la utilizacién de la técni-
ca PCR para la tipificacién de microsatélites, esta
modificando radicalmente el campo de la identifi-
cacion individual en humanos y animales domés-
ticos. Es por esta razén y dado el gran nimero de
STR informados, que la Sociedad Internacional de
Genética Animal (ISAG) y la Food and Agriculture
Organization (FAO) han seleccionado y estandari-
zado diferentes microsatélites en las distintas es-
pecies de animales domésticas (bovinos, equinos,
porcinos, caninos, ovinos, caprinos) con el fin de
ser empleados para estudios de identificacién y
para trabajos sobre diversidad genética de razas
domésticas (ej: 34, 35). Dichos marcadores han
sido empleados en los test de comparacién inter-
nacional (1996, 1998 y 1999) donde intervienen
laboratorios de todo el mundo abocados a realizar
la tipificacion.

Hasta el momento la tipificacién de los gru-
pos sanguineos y polimorfismos bioquimicos a
partir de muestras de sangre y suero, sigue sien-
do el estandar internacional para la certificacion
de paternidad. Sin embargo, se encuentra dispo-
nible una bateria de marcadores moleculares al-
tamente polimérficos, con herencia mendeliana
simple y alelos de tipo codominantes. La utiliza-
cién de estos marcadores permite resolver los ca-
sos de paternidad discutida con una probabili-
dad cercana a la unidad. Por lo tanto se puede

6 ANALECTA VETERINARIA 2001; 21, 1: 5-11
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contar, por primera vez, con pruebas de inclusion.

La inseminacion en vacas se realiza gene-
ralmente con pastillas de semen de toros que no
se encuentran en el mismo establecimiento. Es por
esta razén que no se pueden obtener las mues-
tras de sangre necesarias para realizar la deter-
minacion de paternidad mediante los métodos tra-
dicionales de tipificacién. Sin embargo, es posible
obtener DNA a partir de pastillas de semen y de
esta manera resolver la paternidad por técnicas
moleculares.

Por otra parte, la sustraccién de ganado
mayor es un hecho frecuente en la Republica Ar-
gentina. Los animales sustraidos son faenados,
dejando restos de los mismos en el lugar del he-
cho que se pueden emplear como material
periciable. A su vez, cuando los sospechosos de
cuatrerismo son detenidos con la posible carne
robada, ésta también se tipificara del mismo modo
que las muestras anteriores. Los casos de abigea-
to se resuelven analizando las muestras obteni-
das en ambos sitios y realizando el estudio com-
parativo mediante las tipificaciones del DNA.

El objetivo del presente trabajo consistié en
la aplicacién de marcadores moleculares para re-
solver casos de identificacién individual, paterni-
dad y abigeato a partir de muestras no conven-
cionales.

MATERIALES Y METODOS

Material analizado: se utilizaron un total de
45 muestras, 29 de tejido muscular, 6 de cuero, 4
de semen, 4 de sangre, 1 de rifién y 1 de corazén.
Las muestras de cuero contenian también pelos.
Los casos de abigeato fueron remitidas por el Po-
der Judicial de la Provincia de Buenos Aires.

En las denuncias de abigeato, los restos bio-
légicos (evidencias del robo) se recogieron en el
lugar del hecho. Como consecuencia de haber es-
tado al intemperie sufrieron distinto grado de de-
terioro, ya que inmediatamente después de la
muerte comienzan los procesos de autélisis. Esta
primera etapa de descomposicion de los tejidos es
seguida por la accién de microorganismos, hon-
gos y, en un estado mds avanzado, por la inter-
vencién de insectos y vertebrados. Los factores
ambientales (por ejemplo, la humedad y el oxige-
no) y biolégicos reducen la calidad y cantidad del
DNA obtenido durante la extraccion (37).

Por lo antes mencionado, se presentaron
inconvenientes en la tipificacién genética de las

Polimorfismo de DNA

muestras que evidenciaron un estado avanzado
de descomposicion. Por esta razén, se utilizé el
método descripto por Wagner y col., (36) para ex-
traer DNA gendémico a partir de carne en descom-
posicién. Por el contrario, la calidad del DNA ex-
traido y la eficiencia de la amplificacién mejoraba
cuando las muestras habian sido fijadas en alco-
hol 70 % por el personal policial, ya que los pro-
cesos de degradacion del DNA pueden interrum-
pirse por agentes quimicos naturales o artificia-
les.

Extraccion del DNA genémico: El DNA geno-
mico se obtuvo a partir de las muestras antes men-
cionadas mediante el método modificado descrip-
to por Wagner y col., (36). La lisis del material bio-
l6gico se realizé en un buffer de extraccion con el
agregado de proteinasa K, luego de la cual se pu-
rificaron a través de la técnica de “salting-out” (pre-
cipitacién diferencial con acetato de sodio amo-
nio). Posteriormente, se realizé la precipitacién del
DNA con isopropanol. Finalmente, el DNA obteni-
do fue resuspendido en agua bidestilada.

Marcadores genéticos utilizados: Todos los
marcadores se tipificaron mediante la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). En
bovinos se amplificaron dos loci del BoLA (BoLA-
DRB3 y BoLA-DYA) y seis microsatélites (MGTG?7,
TGLA53, TGLA126, BM2113, SPS115, MS513).
En equinos las amplificaciones se realizaron em-
pleando nueve microsatélites (AHT4, AHT5, HMS2,
HMS3, HMS6, HMS7, HTG4, HTG6, VHL20).

La identificacién de las variantes de los ge-
nes BoLA-DRB3 y BoLA-DYA se realiz6 mediante
las técnicas de PCR-RFLP y PCR-ACRS descriptas
por van Eijk y col., (29) y van der Poel y col., (30),
respectivamente.

El polimorfismo presente en los microsatéli-
tes se tipific, en base a su peso molecular, me-
diante la utilizacién de geles de secuenciacién des-
naturalizantes y su posterior tincién con nitrato
de plata.

Anadlisis Estadistico: La primera etapa con-
sisti6 en realizar la exclusién de los animales. En
las disputas de paternidad, se descart6 al padre
alegado de una cria cuando el macho en cuestién
no evidenciaba el alelo paterno en alguno de los
loci. En el caso que el alelo paterno no pudo ser
determinado, la exclusién se realiz6é cuando el ma-
cho y la cria no compartian ningun alelo. En los
casos forenses, se realizé la exclusién cuando no
existia correspondencia entre los genotipos obser-
vados para la muestras encontradas en el lugar

ISSN 1514-2590
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del hecho y las secuestradas a los sospechosos.

En la etapa siguiente se estimo el indice de
paternidad (L), que permite calcular la probabili-
dad que el padre alegado sea el padre bioldgico,
conociendo los genotipos madre-cria-padre. El in-
dice de paternidad para un locus es igual a:

1

(1) L=
2P
siendo P, la frecuencia génica del alelo pa-
terno en la poblacién. Dado que son probabilida-
des independientes la probabilidad total del indi-
ce de paternidad sera igual a la multiplicacion del
aporte de cada locus.

En casos forenses el parametro L se calculé
utilizando la siguiente férmula:

1

2) =—
2P,
siendo P, la frecuencia poblacional del ge-
notipo presente en las evidencias.
De la misma manera que en el caso ante-
rior, cuando se analizan varios loci el valor de P es

igual a:
P=T]~
!

La probabilidad de exclusién y el valor del
Indice de Paternidad dependen del niimero de ale-
los, de sus frecuencias génicas y del nimero de
loci utilizados.

RESULTADOS

En el presente trabajo, se extrajo DNA geno-
mico de calidad periciable a partir de diferentes
tipos de muestras bioldgicas, tales como tejido
muscular, cuero, pelos, semen, sangre, rifién y
corazon. En el 95 % de las muestras recibidas se
obtuvieron amplificaciones positivas tanto para los
microsatélites como para los loci del BoLA.

En este estudio se planted la utilizaciéon de
marcadores moleculares para resolver tres tipos
de situaciones:

I. Identificacién de individuos a partir de
muestras de semen. Este estudio consisti6 en iden-
tificar, entre tres muestras de semen, cudles co-
rrespondian al mismo reproductor. El analisis de
los marcadores genéticos utilizados permitié de-
terminar que las muestras 1 y 3 pertenecian al
mismo toro, mientras que la pastilla de semen 2
correspondia a otro individuo (Figura 1).

MP1 2 3 4 5 67 8 9

MP LKFCLK ABAAAE BBAABE

Hzafl Haelll BstYl

Figura 1. Los productos de amplificacién corres-
pondientes al locus BoLA-DRB3 fueron digeridos
con las enzimas Rsal, Haelll y BstYI. Los frag-
mentos digeridos fueron separados en geles acri-
lamida/bisacrilamida 6% (19:1) 1x TBE. MP: mar-
cador de peso molecular (PBR322 digerido con
Mspl); calles 1 - 3: muestras 1, 2 y 3 digeridas
con Rsal; calles 4 - 6: muestras 1, 2 y 3 digeridas
con Haelll ; calles 7 - 9: muestras 1, 2 y 3 digeri-
das con BstYL.

Figure 1. BoLA-DRB3 PCR products were digested with Rsal,
Haelll y BstYI restriction enzymes. Restriction fragments were
resolved by 6% (19:1) 1x TBE poliacrylamide gel electrophore-
sis. MP: Molecular Weight Marker (Mspl digest of pBR322); lanes
1 - 3: samples 1, 2 and 3 digested with Rsal; lanes 4 - 6: samples
1, 2 and 3 digested with Haelll; lanes 7 - 9: samples 1, 2 and 3
digested with BstYI.

II. Determinacién de paternidad de crias de
inseminacién artificial.

Es un hecho cada vez mas comun que se
inseminen animales con pastillas de semen. En
muchos de estos casos el toro no esta disponible o
se encuentra en el extranjero. Es por esta razén
que no se puede obtener las muestras de sangre
necesarias para realizar la prueba de paternidad
a partir de los métodos tradicionales: grupos san-
guineos y polimorfismos bioquimicos. Sin embar-
go, es posible resolver estos casos comparando el
patrén de DNA correspondiente a la pastilla de
semen del progenitor alegado con los de la cria y
la madre.

En la determinaciéon de paternidad que se
muestra en la figura 3, la comparacion de los ge-
notipos de la madre y la cria permitié determinar
el alelo paterno (obligado) para cada locus. Como
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dichas variantes se encontraban presentes en los
genotipos del padre alegado, este individuo no
pudo ser excluido de la paternidad. En base a los
resultados obtenidos, se estimé que existia una
probabilidad de inclusién de 1,7 x 10, siendo 1
en 585.277 la posibilidad que el padre sospecha-
do sea el padre biolégico.

III Resolucién de casos de abigeato. El robo
de ganado mayor es un hecho frecuente en la Re-
publica Argentina. Usualmente, los ladrones fae-
nan los animales en el lugar del hecho y dejan
restos de los mismos. Cuando los sospechosos de
cuatrerismo son detenidos con la posible carne
robada, el material biolégico secuestrado en los
dos sitios puede ser comparado mediante técni-
cas de DNA y de esta manera puede resolverse
este tipo de casos.

A pesar del deterioro bioldgico de las mues-
tras, ya mencionado en materiales y métodos, se
pudo resolver el 86% de los casos analizados.
Como se observa en la figura 2, los genotipos de
las evidencias del abigeato obtenidos para un de-
terminado locus coincidieron con los observados

12 3 45 6 MP

Figura 2. Los productos de amplificacién corres-
pondientes al locus BoLA-DRB3 fueron digeridos
con la enzima Rsal. Los fragmentos digeridos fue-
ron separados en geles acrilamida/bisacrilamida
6 % (19:1) 1x TBE. Calle 1: animal faenado; calles
2 - 6: muestras biolégicas secuestradas al sospe-
choso. MP: marcador de peso molecular (PBR322
digerido con Mspl).

Figure 2. BoLA-DRB3 PCR products were digested with Rsal
restriction enzyme. Restriction fragments were resolved by 6%
(19:1) 1x TBE poliacrylamide gel electrophoresis. Lane 1: dead
animal (reference sample); lanes 2 - 6: evidences colected from

the suspected butcher; MP: Molecular Weight Marker (Mspl
digest of pBR322).

Polimorfismo de DNA

en las muestras de carne secuestradas a los sos-
pechados de hurto. En los casos de abigeato don-
de no se pudo realizar la exclusion, los valores
obtenidos para el indice “L” (estimados segun for-
mula 2) variaron desde 1 en 21.762 hasta 1 en
329.025.477. Lo cual significa que existe una
chance entre 21.762 y 329.025.477 de que los
genotipos coincidan por azar.

DISCUSION

En el presente trabajo se demuestra que el
andlisis de polimorfismos del DNA es una herra-
mienta de utilidad para resolver identificacién in-
dividual, determinacién de paternidades y casos
de abigeato. Actualmente en la Argentina, las prue-
bas de identificacién individual y las verificacio-
nes de paternidad oficialmente aceptadas se rea-
lizan mediante el andlisis de polimorfismos bio-
quimicos y grupos sanguineos. Los métodos sero-
l6gicos y de electroforesis de proteinas tienen al-
gunas desventajas insalvables para los casos tra-
tados en el presente trabajo. Dado que el polimor-
fismo presente en estos marcadores se detecta
mediante colorantes, reacciones enzimaticas o in-
munolégicas, las muestras tienen que ser frescas,

1 2 3 4

s

a
e

R

B/C C/C BB AfA

Figura 3. Los productos de amplificaciéon corres-
pondientes al microsatétite D23S5 fueron sepa-
rados en geles desnturalizantes de acrilamida/
bisacrilamida 5 % (19:1) 1x TBE. Calle 1: vaca;
calle: 2: ternero; calles 3 y 4: toros sospechados
de la paternidad del ternero.

Figure 3. D23S5 microsatellite PCR products were resolved by
5% (19:1) 1x TBE poliacrylamide denaturing sequencing gel.
Lane 1: dam; lane 2: offspring; lanes 3 and 4: putative sires.
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ya que las proteinas se deterioran con gran facili-
dad.

Ademas, los valores de inclusién obtenidos
por marcadores de DNA altamente polimérficos
como los microsatélites permiten obtener indices
de paternidad del 99,99 %, valor superior a los
obtenidos por los métodos tradicionales.
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FILOGENIA DE LA POBLACION DE NEURONAS
PRODUCTORAS DE HORMONA LIBERADORA DE
GONADOTROFINAS (GnRH) DE LOS VERTEBRADOS

A.T. Soto!, G. Zuccolilli?

!Catedra de Reproduccién Animal. Instituto de Teriogenologia. 2Catedra de Anatomia Comparada.
Instituto de Anatomia. Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata.

Resumen: La hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) tiene la funcion de regular la
sintesis y liberacion de las hormonas gonadotroficas hipofisiarias, que gobiernan las funcio-
nes gonadales de los vertebrados. Si bien la hormona es un decapéptido, hasta el momento,
se han aislado y secuenciado nueve formas estructurales diferentes de GnRH en vertebra-
dos. La mayoria de las especies expresan dos o mas variantes moleculares de GnRH, siendo
“chicken Il GnRH” (clIGnRH), una variante presente casi universalmente. El origen y la ruta
migratoria de las neuronas GnRH, ha sido descripta en distintos animales y a pesar de la
distancia filogenética, aparece muy similar desde los peces hasta los mamiferos. La locali-
zacion encefdlica de esta poblacion neuronal muestra similitudes y diferencias entre los
distintos vertebrados y también en los distintos ordenes de mamiferos estudiados. Estas
variaciones anatoémicas coinciden con mecanismos fisiologicos diferentes y pueden aplicar-
se para aclarar los cambios evolutivos que influyen en el desarrollo de nuevas estrategias
reproductivas.

Palabras Clave: neuronas, GnRH, embrién, migracién, encéfalo, vertebrados.

PHYLOGENETIC STUDY OF THE POPULATION OF
GONADOTROPHIN-RELEASING HORMONE (GNRH)
NEURONS OF THE VERTEBRATES

Abstract: Gonadotrophin releasing hormone (GnRH) is an hypothalamic decapeptide that
regulates the reproductive system of vertebrate by stimulation of synthesis and release of
pituitary gonadotrophin hormones. Nine molecular variants of this hormone have been iso-
lated and identified from brain extracts of different vertebrate species. Most of them ex-
pressed two or more forms of GnRH, and the molecular variant named “chicken II GnRH” (cll
GnRH) have been isolated in almost of the species studied. The origin and migration of GnRH
neurons have been described strikingly similar in different animals classes, from fishes to
mammals. The distribution pattern of GnRH cell bodies has been examined in several spe-
cies. Although in general the emplacement of GnRH neurons appear similar, most cell bodies
being located in the hypothalamus, a considerable interspecies-variation has been reported
for the proportion of GnRH neurons in various hypothalamic regions. These anatomical varia-
tions were observed in coincidence with modification of the physiological patterns and could
be applied to explain the development of dissimilar reproductive behavior by animal spe-
cies.

Key words: GnRH, embryo, migration, brain, vertebrates.
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INTRODUCCION

La hormona liberadora de gonadotrofinas
(GnRH) es un decapéptido que gobierna la fun-
cién reproductiva en la mayoria de los vertebra-
dos. Esta hormona, sintetizada por neuronas se-
cretoras ubicadas en el hipotdlamo, es liberada
en los vasos de la eminencia media para regular
la produccién y liberacién de las hormonas gona-
dotroéficas hipofisiarias, foliculo estimulante (FSH)
y luteinizante (LH), responsables de desencade-
nar los procesos de esteroidogénesis y gametogé-
nesis gonadal. La neurofisiologia reproductiva de
diversas clases animales muestra una organiza-
cién similar en lampreas (1), peces (2), anfibios
(3), reptiles (4), aves (5, 6) y mamiferos (7), exis-
tiendo homologias anatémicas y funcionales, aun
cuando cada clase, orden y especie posee estrate-
gias reproductivas derivadas de las variaciones
adaptativas al medio donde desarrollan su vida.

Variantes estructurales de GnRH:

La primer forma estructural de GnRH ha sido
aislada a partir del hipotalamo de porcinos y ovi-
nos (8, 9), sin embargo, en las ultimas tres déca-
das, la estructura molecular de GnRH ha sido se-
cuenciada en representantes de las siete clases
de vertebrados (10). Hasta el presente, han sido
demostradas nueve variantes moleculares de
GnRH en vertebrados y dos en invertebrados (10,
11, 12, 13). La estructura de la GnRH se encuen-
tra conformada por una cadena de diez aminoaci-
dos y muestra cinco de ellos constantes en las di-
ferentes formas conocidas. El grupo amino termi-
nal (aminoéacido 1 y 2), el carboxilo terminal (ami-
nodcido 9 y 10) y el cuarto aminodcido han sido
descriptos idénticos para las diferentes formas ais-
ladas (10, 11, 12).

En el hipotalamo del pollo han sido encon-
tradas dos variantes de GnRH: chicken I (cGnRH-
) (5, 14, 15) y chicken II (cGnRH-II) (6). En peces
teledsteos, a partir de extractos de tejidos cere-
brales han sido secuenciadas tres formas mole-
culares de la hormona, una en el salmoén del Paci-
fico, Oncorhynchus keta, (sGnRH) (16), otra en el
bagre tailandés, Clarias macrocephalus (cfGnRH)
(17) y una tercera en Spaurus aurata (sbGnRH)
(18).

En mamiferos, la estructura de una sola
variante de GnRH (mGnRH) ha sido aislada y se-
cuenciada a partir de extractos encefélicos de por-
cinos, Sus scrofa (9), ovinos, Ovis aries (8), ratas,
Rattus norvegicus (19), ratones, Mus musculus (20)
y humanos, Homo sapiens (19, 21).

Las restantes variantes encontradas en ver-

Filogenia de neuronas liberadoras de GnRH

tebrados han sido informadas en extractos cere-
brales del tiburén Squalus acanthias (sbGnRH) (22)
y de la lamprea, Petromyzon marinus (hGnRH) (23,
24). Sin embargo, existen evidencias de la pre-
sencia de otras variantes de GnRH, en otras espe-
cies de vertebrados investigados (25, 26, 27, 28).

Distribucion taxonémica de variantes

de GnRH en vertebrados:

En la mayoria de los peces se ha demostra-
do la presencia de dos variantes de GnRH, y sélo
en algunas especies de peces ha sido detectada la
expresion de tres variantes. La forma molecular
clIGnRH ha sido reportada como una constante
en todas las especies de peces estudiadas (16, 17,
18, 26, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34).

La mayor parte de los anfibios estudiados
expresan tres formas de GnRH: clIGnRH, mGnRH
y una tercer variante con caracteristicas similares
a sGnRH (10, 23, 35, 36). Sin embargo, en repti-
les y aves han sido solamente identificadas cIGnRH
y clIGnRH (5, 6, 14, 15, 31, 37, 38).

En mamiferos marsupiales e insectivoros (25,
26, 39, 40) también se han identificado dos va-
riantes moleculares de GnRH: mGnRH y cIIGnRH.
Sin embargo, existen muy pocos estudios sobre
los demas grupos de mamiferos euterios. A pesar
de las evidencias surgidas en estudios prelimina-
res, que indicaban la presencia de dos o0 mas pép-
tidos con actividad liberadora de gonadotrofinas
en el hipotalamo de ratas y cerdos, estudios reali-
zados combinando cromatografia liquida de alta
presion, técnicas inmunoldgicas y actividad biold-
gica s6lo detectaron la presencia de una unica
variante (nGnRH) en ratas, ovinos y humanos (12,
25). El grupo de roedores histricomorfos mostré
caracteristicas especiales ya que se constato, usan-
do métodos cromatogréficos e inmunolégicos, la
presencia de tres variantes de GnRH. Las formas
descriptas en el carpincho (Hydrochaeris
hidrochaeris) correspondieron a sGnRH, clIGnRH
y mGnRH. (41)

Origen y migracion de las neuronas
GnRH:

En peces, reptiles, aves, y mamiferos (42, 43,
44, 45, 46, 47, 48), se encuentra documentado
que las células precursoras de las neuronas GnRH
son detectadas originalmente en la regién nasal
antes de aparecer en el cerebro. La poblacién de
células GnRH, toma origen en la placoda olfatoria
y migra durante el desarrollo a lo largo del nervio
terminal o nervio olfatorio, hasta alcanzar su lo-
calizacion definitiva en el hipotdlamo. Las investi-
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gaciones son coincidentes en el sentido que las
neuronas GnRH se originan en la placa olfatoria y
en el epitelio embrionario de las coanas posterio-
res, y realizan una migraciéon asociada al nervio
terminal (43, 44, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 53, 54).

En estudios inmunohistoquimicos realizados
en peces (Oncorhynchus keta, Colisa lalia,
Oreochromis niloticus), las neuronas GnRH se de-
tectaron en la parte basal de la placoda olfatoria
en forma aislada o formando pequefios acimulos
celulares. Después de la eclosién, las células se
observaron secuencialmente en el nervio olfatorio
y parte rostral del cerebro. En estado juvenil las
neuronas GnRH migran siguiendo el nervio ter-
minal, incrementan su ndmero y tamano, y sus
axones se extienden hasta el telencéfalo ventro-
medial y el hipotdlamo (49, 55, 56).

En reptiles (Anolis carolinensis), no se ob-
servaron neuronas o fibras GnRH en el cerebro
anterior. En el cerebro medio, sin embargo, se
detectaron cuerpos neuronales a lo largo del bor-
de medial del fasciculo longitudinal las que pro-
yectan sus axones hacia los nucleos de los ner-
vios craneales III y IV. En el cerebro posterior, fi-
bras GnRH se detectaron en el area del nucleo
vestibular y funiculo dorsal (57).

Em. 13 dias

Em. 14 dias

En aves (Gallus gallus domesticus y
Melaegris gallopavo) las neuronas GnRH se evi-
denciaron sobre el epitelio olfatorio al tercer dia
del desarrollo embrionario, y comienzan su mi-
gracion entre los dias 3 y 4 (54, 58). La aparicion
en el telencéfalo se produce a partir de los dias 4 y
5, siguiendo una ruta migratoria similar a los otros
vertebrados (54, 58). A partir del quinto dia del
desarrollo del pollo, se detectaron neuronas GnRH
en el diencéfalo formando una poblacién de ori-
gen extraolfatorio (58). Durante el sexto y séptimo
dia, cordones de neuronas GnRH se extienden
sobre el nervio olfatorio a lo largo del septo nasal
para atravesar la porcién ventromedial del cere-
bro anterior. A la edad de 8 dias, se pone en evi-
dencia una marcada disminucién en el nimero
de células GnRH en el epitelio olfatorio y concomi-
tantemente se incrementa en el area del cerebro
anterior. Finalmente, en el dia 11 del desarrollo la
mayoria de las neuronas GnRH se encontraron
en su localizacién adulta (54, 58).

En dos 6rdenes de mamiferos, roedores, Mus
musculus (46, 48, 64), Rattus norvegicus (43, 59,
60, 61), Cavia porcellus (62, 63), y primates
(Macaca mulatta) (44, 47, 51), se encuentran estu-
dios que describen el origen y la ruta migratoria
del sistema neuronal GnRH.

Em. 16 dias

Figura 1: El esquema muestra la ruta migratoria de las neuronas GnRH desde la placa olfatoria en un
embrion de ratén de 11 dias hasta su localizacién definitiva en el hipotalamo rostral en un embrién de
16 dias. En los estadios intermedios (13 y 14 dias) se detalla el recorrido de los cuerpos neuronales
(circulos negros) siguiendo los nervios. gl: ganglio terminal; ob: bulbo olfatorio; POA: area predptica;
VNO: érgano vomeronasal. (Adaptado de Shwanzel-Fukuda, M. 1997).

Figure 1. The migratory route GnRH immunorreactive neurons from the medial olfactory placode to the forebrain is shown in
drawings in the saggital plane of the whole heads of embryonic mice on days 11,13, 14 and 16. The neuronal bodies are shown
with black dots. Abbreviations: gl: ganglion terminale; ob: olfactory bulb; POA: preoptic area; VNO: vomeronasal organ. (From

Shwanzel-Fukuda, M. 1997).
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En ratones (Mus musculus), las neuronas
GnRH se encontraron en el dia 10-11 de la gesta-
cién en la placa olfatoria medial dentro del pri-
mordio del 6rgano vomeronasal (46, 48, 64). En la
rata (Rattus norvegicus), durante los dias 13,5-
14,5 se encontraron células migrando desde del
o6rgano vomeronasal y ascendiendo por el nervio
terminal, para alcanzar la superficie media de la
vesicula prosencefélica (43, 61). Durante el pro-
ceso migratorio las células GnRH se observaron
en el septum y llegan a su posicién definitiva en el
area preoptica, en los dias 16,5-17,5 (43, 59, 60).

En el cobayo (Cavia porcellus), las neuronas
GnRH originalmente se visualizaron en la mucosa
nasal, entremezcladas con fibras del nervio olfa-
torio (62, 63) para ser detectadas posteriormente
en el recorrido del nervio terminal el dia 28 de
gestacion (63).

En primates (Macaca mulatta), se describie-
ron dos poblaciones celulares reactivas a GnRH,
ambas tomando origen en la placoda olfatoria, pero
constatandose su presencia en diferente momen-
to de la gestacién. Estas poblaciones, son diferen-
tes morfolégicamente y su distribucién encefélica
difiere, siendo las neuronas de aparicion tardia
las que enriquecen la regiéon mediobasal del hipo-
talamo, mientras que el grupo temprano coloniza
el septum, area predptica, estria terminal, amig-
dala y claustrum (51).

En embriones humanos de 42 dias, las cé-
lulas GnRH se observaron en el epitelio del pri-
mordio olfatorio medial, asociadas a los nervios
terminal y vomeronasal (47). En fetos de 12-19
semanas, neuronas GnRH se visualizaron forman-
do fasciculos nerviosos surgiendo del 6rgano
vomeronasal.
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Filogenia de neuronas liberadoras de GnRH

En la migracién de las neuronas GnRH du-
rante la etapa embrionaria y fetal se encuentran
involucrados factores fisicos y quimicos que inter-
vienen en la adhesion celular (45). Cuando se pro-
duce una interrupcién de la migracién normal de
las neuronas GnRH, por falta o ausencia de los
factores de adhesion celular, aparecen graves con-
secuencias, estudiadas y detalladas en el huma-
no como Sindrome de Kallmann. Este sindrome,
también conocido como Displasia olfatogenital de
Morsier, es un desorden genético caracterizado por
un defectuoso desarrollo del sistema olfatorio,
ausencia de uno o ambos bulbos olfatorios,
anosmia, hipogonadismo y ausencia de libido. (44,
45, 53). Los individuos con este sindrome, mues-
tran una ausencia completa de inmunorreactivi-
dad a GnRH en el cerebro. Sin embargo, se visua-
lizan fibras reactivas a GnRH en el nervio termi-
nal de la regién nasal y en la superficie dorsal de
la placa cribiforme. Estos hechos sugieren que el
sistema olfatorio, el 6rgano vomeronasal y los ner-
vios terminales, asi como las neuronas GnRH, tie-
nen un desarrollo normal hasta un determinado
momento de la gestacion (45).

Distribucion de la poblacién neuronal

GnRH en el encéfalo mamifero:

La morfologia y ubicacién de las neuronas
GnRH en el encéfalo han sido extensamente in-
vestigadas, utilizando técnicas inmunohistoquimi-
cas, en diferentes 6rdenes de mamiferos: roedo-
res tales como cobayo (Cavia porcellus) (65), rata
(Rattus norvegicus) (66) y coipo (Myocastor coypus)
(67); rumiantes como oveja (Ovis aries) (68) y ca-
bra (Capra hircus) (69, 70); carnivoros como el
hurén (Galictis cuja) (71) y primates como babui-
nos (Papio ursinus) (72) y el hombre (Homo sapiens)
(71). La localizacién y distribucién es similar en

Muliipolar
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Figura 2. Subtipos morfolégicos de neuronas GnRH caracterizados por inmunohistoquimica.
Figure 2. Morphological subtypes of GnRH neurons made evident by immunohistochemistry.
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todas las especies citadas, encontrandose la po-
blacién GnRH en el hipotdlamo, aunque existe una
considerable variacion interespecie en la propor-
cién de neuronas alojadas en las diferentes areas
y nucleos del hipotalamo (73, 74).

En los roedores se localiza el mayor porcen-
taje de neuronas GnRH en la parte rostral del hi-
potalamo ocupando principalmente el area predp-
tica, nucleo medial preéptico, nicleo supraéptico
y nucleo supraquiasmatico, sin embargo, no se
ha comunicado la presencia de cuerpos neurona-
les en el hipotdlamo medio basal.

En los rumiantes los primeros resultados
han sido obtenidos utilizando hembras ovinas (75),
pero investigaciones posteriores, comparan am-
bos sexos en caprinos (69, 76) y han demostrado
mayor nimero de neuronas en el macho. La loca-
lizacién del sistema GnRH parece ser similar en
los ovinos (Ovis aries), sin variaciones entre los
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Figura 3: El esquema muestra dos secciones
coronales del hipotdlamo rostral de un coipo ma-
cho adulto. Las neuronas GnRH (circulos negros)
se ubican principalmente en el area predptica
(POA) y nucleo de la estria terminal (BST). ac: co-
misura rostral; fx: férnix; och: quiasma éptico; tol:
tracto olfatorio lateral; GP: globus pallidum; MPOA:
nucleo medial preéptico; SI: sustancia
innominada; TV: tercer ventriculo.

Figure 3. Schematic coronal sections of the rostral hypothala-
mus of the adult male coipo showing the GnRH neurons (black
dots). The clusters of immunorreactive neurons are mainly lo-
cated in area preoptic (POA) and bed nucleus of stria terminalis
(BST). ac: rostral commisure; fx: fornix; och: optic chiasm; tol:
lateral olfactory tract; GP: globus pallidus; MPOA: medial pre-
optic nucleus; SI: sustantia innominata; TV: third ventricle.

sexos (68, 75, 77). El mayor porcentaje de cuer-
pos neuronales se ubican en el hipotdlamo rostral
ocupando los nucleos de la estria terminal,
supradptico, medial predptico y area predptica. Sin
embargo, el 6 % de las neuronas se encontraron
en el hipotdlamo mediobasal, localizadas en el nu-
cleo arcuato y area hipotalamica anterior. De
acuerdo con nuestros estudios en bovinos (Bos
taurus) (78) no parecen existir diferencias entre
los rumiantes poliéstricos estacionales y anuales.

Figura 4. El esquema muestra una seccién coronal
del hipotdlamo rostral en un caprino macho y hem-
bra. Las neuronas GnRH (asteriscos) se ubican
en el area predptica (POA) y nucleo de la estria
terminal (BST). ac: comisura rostral; fx: férnix; och:
quiasma O6ptico; tol: tracto olfatorio lateral; CA:
nucleo caudado; GP: globus pallidum; MPOA:
nucleo medial predptico; MS: area septal medial;
SI: sustancia innominada; SON: ntucleo
supraoptico; TV: tercer ventriculo.

Figure 4. Schematic coronal sections of the rostral hypothala-
mus of the male and female goats showing the GnRH neurons
(asterisks). The clusters of immunorreactive neurons are mainly
located in area preoptic (POA) and bed nucleus of stria
terminalis (BST). ac: rostral commisure; fx: fornix; och: optic
chiasm; tol: lateral olfactory tract; CA: caudate nucleus; GP:

globus pallidus; MPOA: medial preoptic nucleus; SI: sustantia
innominata; SON: supraoptic nucleus; TV: third ventricle.

Los datos disponibles para especies de otros
6rdenes, como hurones (Galictis cuja) (71), monos
(Papio ursinus) (72) y hombre (Homo sapiens) (71),
han establecido una localizacién distinta para las
mismas neuronas, que se encuentran en el hipo-
talamo mediobasal especialmente en el ntcleo
arcuato.

La extension rostral del sistema GnRH, en-
contrada en casi todas las especies, representada
por axones y escasos cuerpos celulares esparci-
dos desde el area septal hasta el hipotalamo
rostral, podria representar sé6lo un remanente
embriolégico de la migraciéon de estos elementos
desde la porcién olfatoria del embrién (79). Sin
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embargo, la proyeccién caudal del sistema GnRH, se encuentra involucrada en este sector del encé-
representado por las neuronas del ntcleo arcuato falo, pues hemos indicado que clIGnRH es una
y los axones que alcanzan el complejo mamilar, variante constante y por otro lado, sigue vigente
podria tener implicancias en la regulacion de con- la hipétesis que en los vertebrados, algunas es-
ductas relacionadas con la reproduccién, de acuer- tructuras inmunorreactivas a GnRH podrian te-
do a las hipétesis postuladas para roedores (60) ner un origen extraolfatorio.

CONCLUSIONES Es conocido que el sistema nervioso central,

El origen de las neuronas GnRH y los sig- €nsu evolucion filogenética, incorpora nuevas es-
nos que presenta la interrupcion de su migracion tructuras sobre las ya existentes, y las areas nue-
en los vertebrados, evidencian la interrelacion exis- Vas poseen jerarquicamente una funcién rectora
tente entre el sistema olfatorio y reproductivo. Si sobre las mas primitivas. Sin embargo, en esta
bien las experiencias son coincidentes en el ori- revision no se han encontrado evidencias de que
gen olfatorio del sistema de neuronas GnRH, que- el sistema GnRH se comporte de esta forma. A
remos enfatizar la intima conexién que tiene este pesar de demostrarse varias formas moleculares
sistema con la via olfatoria secundaria, derivada de GnRH, las distintas especies expresan una va-
del 6rgano vomeronasal, donde la GnRH podria riante determinada caracteristica de la clase ani-
actuar como neuromodulador de otras conductas Mmal a la que pertenecen. Sélo especies postuladas
asociadas a la reproductiva. Sin embargo, es ne- €OmMo evolutivamente antiguas son una excepcién
cesario establecer qué variante molecular de GnRH @ este patron, tal es el caso del carpincho. Por lo

Bulbo
Olfatorio

8

hDBB: Banda diagoml de Broca.
| L¢ MS: Ara Septal Medial
ADBE MPOA~ AMA ~ ARC T MPOA: Nucleo Medial Preoptico.
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[ Cowe. Hamade st 4 (19%2) ARC: Nudeo Arcuato.

% neuronas GnRH inmunoreactivas

Figura 5. Esquema comparativo de la distribucién de las neuronas GnRH, caracterizadas por inmu-
nohistoquimica, en una seccién sagital del hipotalamo de hembras rumiantes. En ovinos y caprinos el
mayor porcentaje de neuronas GnRH ha sido descripto en el hipotalamo rostral. El MPOA y AHA
representan las areas de mayor concentracion, mientras que el ARC en el hipotadlamo medio basal,
contiene soélo el 6% de las neuronas.

Figure 5. Comparative graphic about GnRH neurons distribution in female domestic ruminats, along the hypothalamus, using
immunohistochemistry to indentify the population cell. In sheep and goat the majority of GnRH immunorreactive neurons were
observed in the rostral hypothalamus. The MPOA and AHA were identified as the main areas containing GnRH cell bodies, and
in the mediobasal hypothalamus only a low percentage of scattered neurons was described
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tanto, estos estudios se transforman en una linea
de investigacion que podria cambiar la concep-
ciéon del proceso evolutivo de algunos circuitos
encefalicos.

La mayoria de las clases de vertebrados ex-
presan dos o mas formas moleculares de GnRH,
siendo cIIGnRH una variante de presencia cons-
tante, aunque de variable concentraciéon en las
diferentes clases de vertebrados. Este hecho abre
el interrogante sobre si esta ultima variante cum-
ple una funcién especifica y diferente a la GnRH
correspondiente a cada clase. Los trabajos de
Montaner, A.D. (1998) nos detallan que no se de-
tecta clIGnRH en el hipotadlamo del carpincho,
unico sitio donde se informan cuerpos neurona-
les en los roedores. Sin embargo, esta variante mo-
lecular es abundante en la regién olfatoria donde
no se han informado neuronas GnRH-ir. Queda
sdlo la posibilidad de que esta variante esté conte-
nida en fibras de la regién olfatoria y proceda de
los mismos cuerpos neuronales hipotalamicos, pre-
sentando como posible la hipétesis de que
clIGnRH, es un precursor de las otras formas
moleculares o bien coexiste en las mismas neuro-
nas.

En los mamiferos, el grado de desarrollo de
los distintos sistemas sensoriales, trae aparejado
un cambio en la localizaciéon hipotalamica de las
neuronas GnRH, y en forma conexa a las diferen-
tes variantes moleculares, concentraciones, y com-
binaciones respectivas, podrian ser los causales
de las diversas conductas y estrategias reproduc-
tivas existentes en los diferentes érdenes y espe-
cies de mamiferos.
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INTRODUCCION

La hembra prefiada sufre una serie de mo-
dificaciones fisiolégicas que permiten adaptar las
funciones orgéanicas al estado gestacional. En
muchas ocasiones la gestacién no termina en un
parto eutdcico y debe resolverse mediante un pro-
cedimiento quirdrgico. Si bien la cesarea puede
ser una cirugia programada, muchas veces es un
procedimiento de emergencia en el cual la madre
y el feto no se encuentran en condiciones fisicas
optimas (1).

El protocolo anestésico debe proveer: amplia
analgesia, adecuada relajacion muscular, seda-
cién o narcosis, minima depresion de la madre y
del feto, y un rapido retorno de la madre y del re-
cién nacido a su ambiente habitual (2, 3). Por lo
tanto la eleccién de un protocolo anestésico debe
basarse en la comprensién de:

A) Las modificaciones fisiolégicas relaciona-
das con la gestacion y el parto.

B) La farmacocinética y farmacodinamia de
las drogas en la hembra gestante.

C) Los efectos de las drogas sobre el feto en
forma directa (al atravesar la placenta) o indirec-
ta (al afectar la funcién cardiorrespiratoria de la
madre) (4).

D) La ventajas y desventajas de la técnica
anestésica elegida (4).

Si bien, no siempre se logra implementar
un protocolo anestésico ideal, conocer las necesi-
dades anestésicas del paciente y elegir un proto-
colo adecuado a las mismas, posibilita una mayor
probabilidad de éxito para la supervivencia de la
madre y los cachorros.

Modificaciones fisiolégicas relacionadas
con la gestacion y el parto

Sistema respiratorio:

La hembra en gestacion y parto, como con-
secuencia de los cambios fisiolégicos ocurridos en
el sistema respiratorio, es extremadamente sen-
sible a la hipoxia al ser sometida a un procedi-
miento anestésico, siendo la induccién el periodo
mas critico.

La concentracién de progesterona en san-
gre determina un incremento de la sensibilidad
del centro respiratorio a la presion arterial de di6xi-
do de carbono (Pa CO,), por esto aumenta el volu-
men minuto de la ventilacién y disminuye la Pa
CO,. Sin embargo la alcalosis respiratoria que se
produce no altera el pH arterial debido a la com-
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pensacion renal. El aumento de la ventilacién
durante el parto se relaciona con el dolor, la an-
siedad y el miedo (5). También con relacién a este
factor hormonal aumenta de conductancia de la
via aérea y disminuye la resistencia pulmonar,
como resultado de la relajaciéon del musculo liso
bronquial (6).

El consumo de oxigeno aumenta un 20%,
debido al desarrollo de la placenta, feto, musculos
uterinos y tejidos mamarios (6). Conjuntamente,
el desplazamiento hacia craneal del diafragma y
los érganos abdominales por el utero gravido dis-
minuye la capacidad residual funcional (CFR) y el
volumen pulmonar total (7).

Como consecuencia de estos cambios es
necesario administrar oxigeno para desnitroge-
nar el pulmén, (4 a 6 litros por minuto si se usa
mascara). La induccién anestésica debe ser rapi-
da y suave. La intubacién inmediata permitira
asistir la respiracién y asegurar una adecuada
oxigenacion.

Debido al aumento de la ventilacion y dis-
minucion de la CFR, en la hembra prenada se lo-
gra mas rapido el equilibrio entre la presiéon par-
cial del anestésico inspirado y alveolar. Esto au-
menta la velocidad de induccién con agentes in-
halados y disminuye la concentracién alveolar
minima (CAM) de los mismos. El riesgo de sobrea-
nestesia de la hembra puede ocurrir con mas fa-
cilidad en este estado fisiolégico (8).

Sistema cardiovascular

Las modificaciones fisiol6gicas que ocurren
en el sistema cardiovascular permiten lograr un
adecuado aporte sanguineo tanto en la madre como
en el feto. Estas modificaciones se logran median-
te el aumento del gasto cardiaco debido a la dis-
minucion de la resistencia vascular periférica por
accién estrogénica (9, 10). El aumento del volu-
men sanguineo (en un 40 %) provee un adecuado
flujo sanguineo a los fetos. La madre presenta
anemia relativa por aumento del volumen plas-
matico en mayor grado que el volumen de células
rojas, esto produce disminucién del hematocrito
y la concentracién de hemoglobina, pero el aporte
de oxigeno no se encuentra comprometido (5).

La aparicién de los reflejos cardiovascula-
res compensatorios como respuesta a pérdidas
sanguineas e hipovolemia se encuentra retarda-
da. (5). La hipotensién producida por la depresién
anestésica, la pérdida de fluidos intra operatoria,
o el aumento de la resistencia vascular por hiper-
ventilacion, dolor, miedo, excitacién o shock, dis-
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minuiran el flujo sanguineo uterino y afectaran
adversamente al feto. En la mujer la hipotension
también puede ocurrir debido a compresion aorto-
cava por el feto, por lo cual la posicién dorso- ven-
tral debe evitarse, por el contrario en las perras
esta postura no causa mas hipotensiéon que la po-
sicién lateral (11, 9). A causa de la disminucién
de la reserva cardiaca en la prefiez y parto, puede
ocurrir descompensacion en pacientes con enfer-
medad cardiaca compensada

Todas estas modificaciones justifican rea-
lizar un agresivo soporte cardiovascular como par-
te integral del protocolo anestésico. La hipoten-
sién sera tratada inmediatamente por la admi-
nistracion de fluidos. En los casos refractarios se
utilizara efedrina o dopamina, siendo de eleccion
la primera. Sin embargo estas drogas pueden dis-
minuir el flujo sanguineo uterino por lo que su
uso se reserva solo para aquellos casos en los que
peligra la vida de la madre.

En la premedicacién es beneficiosa la utili-
zacién de analgésicos y la aplicacion de tranquili-
zantes a aquellos pacientes extremadamente an-
siosos o agresivos, ya que disminuyen la respuesta
al stress y evitan la liberacién de catecolaminas
y cortisol que causaran vasoconstriccién uterina
y aumento de la resistencia vascular.

El uso de agentes ecbdlicos durante y des-
pués del parto afectara adversamente la funcion
cardiovascular si no son utilizados adecuadamen-
te. La oxitocina en grandes dosis o dosis repetidas
induce vasodilatacion periférica e hipotensién lo
cual puede ser nocivo para la madre y el feto por
la disminucién de la perfusién tisular (12).

Alteraciones del flujo sanguineo uteri-
no

El flujo sanguineo uterino es directamente
proporcional a la presién de perfusién e inversa-
mente proporcional a la resistencia vascular. La
resistencia vascular uterina estd aumentada in-
directamente por las contracciones uterinas y la
hipertonia (respuesta oxitécica). La anestesia pue-
de disminuir el flujo sanguineo uterino y la viabi-
lidad fetal al producir hipotensién inducida por
hipovolemia, depresiéon cardiovascular y bloqueo
simpéatico (7).

Sistema gastrointestinal

Los cambios que ocurren en este sistema,
durante la prefiez, aumentan los riesgos de re-
gurgitacion y falsa via. Los mismos se relacionan
con las modificaciones anatémicas y fisiolégicas

que sufren los érganos digestivos (7).

El desplazamiento hacia craneal del estéma-
go por el utero gravido, produce disminucion de la
motilidad géstrica; conjuntamente el nivel de pro-
gesterona sérica conduce a un retardo en el va-
ciado gastrico. El tono del esfinter gastro-esofagico
se encuentra disminuido mientras que la presién
intra gastrica aumenta. Por otro lado, se produce
aumento de la concentraciéon de acido clorhidrico
y enzimas en las secreciones gastricas, junto con
disminucién del tono muscular (13).

Como resultado de la funcién géastrica alte-
rada, el riesgo de falsa via es mayor en la hembra
prefiada. La incidencia de vémito también puede
estar aumentada por la hipotensién y la hipoxia.
(14, 15, 16). Es asi que pueden administrarse en
la premedicacién farmacos para contrarrestar el
aumento de la acidez y la disminucién del tono
muscular gastrico (metoclopramida y cimetidina)
(18).

Fisiologia placentaria

La circulacién placentaria relaciona a la
madre con el feto, por lo tanto el mismo esta ex-
puesto a todos los farmacos que recibe la madre.
La placenta mantiene la homeostasis fetal al ac-
tuar como pulmén, intestino, higado y rifién favo-
reciendo asi el desarrollo y crecimiento del feto.
Posee también un importante rol endécrino que
se relaciona con los cambios fisiolégicos observa-
dos en la hembra prefiada y que van a modificar
la farmacocinética y farmacodinamia de las dro-
gas administradas (19). Las drogas anestésicas,
analgésicas y perianestésicas pueden deprimir al
neonato disminuyendo la posibilidad de adapta-
cién del mismo a la vida extrauterina (20). Las
drogas con alto indice de liposolubilidad, bajo gra-
do de ionizacién, escasa unién a proteinas plas-
maticas y bajo peso molecular pasaran facilmen-
te la barrera placentaria. Los farmacos insolubles
en lipidos atraviesan pobremente la placenta, in-
dependientemente de su grado de ionizacién (4).

Efecto de las drogas utilizadas en los
protocolos anestésicos y su interrelacion
con los cambios fisiolégicos en la hem-

bra gestante

Debido a la necesidad de evitar depresion
materna y fetal, y maximizar el vigor y viabilidad
del feto es necesario realizar una adecuada elec-
cién de las drogas que utilizaremos en el protoco-
lo anestésico basandose en la fisiologia de la hem-
bra prefiada, de la placenta y del feto (20). Puede
lograrse minima o ninguna acciéon deletérea so-
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bre el recién nacido mediante el uso racional de
los farmacos administrados a la hembra prefiada
en pre-parto inmediato y parto.

Drogas que disminuyen la excitabili-
dad:

Los tranquilizantes son drogas que produ-
cen sedacién y/o tranquilizacién (fenotiazinas,
benzodiacepinas, agonistas a 2). Estos atraviesan
rapidamente la placenta con la consiguiente de-
presion neonatal (13), pudiéndose encontrar en
sangre fetal dos minutos después de la adminis-
traciéon endovenosa (15).

Fenotiacinas:

Estas drogas ademds de ser antagonistas
dopaminérgicos, poseen accién bloqueante a adre-
nérgica y son depresores del sistema nervioso
central. En relacién con sus efectos colaterales
inducen vasodilatacién, hipotensién, depresiéon
respiratoria y disminuciéon de la habilidad para
regular la temperatura corporal. La hipotension
puede agravarse por la pérdida de sangre y fluidos
durante la cesarea (7). Sus efectos se prolonga-
ran varias horas, luego del acto quirtargico, ya que
la duracién de su accién es de 6-8 h.

Estas drogas tienen muy pocas indicaciones
en la rutina anestésica de la parturienta, su uso
se reservard, a dosis bajas, para aquellas hem-
bras extremadamente miedosas o excitadas, solo
para calmar al paciente sin producir depresion
generalizada (13). La fenotiacina mas comuinmen-
te utilizada en pequefios animales es la acepro-
macina

Benzodiacepinas: (BDZ):

Estas drogas inducen sedacion y relajacién
muscular, con minimos efectos cardiorrespirato-
rios. Las mads utilizadas en anestesia de peque-
flos animales son el diazepan y el midazolam.

El diazepan es un farmaco liposoluble, que
atraviesa facilmente la placenta y puede producir
en el neonato, letargia, hipotono e hipotermia.
Transcurridos 5 minutos de la administracion
endovenosa (ev) de 5-10 mg de diazepan se en-
contraran iguales concentraciones en la madre y
el feto (20). Si bien no es aconsejable el uso de
diazepan en la paciente obstétrica; se ha sugeri-
do que los efectos indeseables pueden ser mini-
mizados usando dosis de 0,14 mg /kg ev (13). Por
el contrario, el pasaje placentario del midazolam
es mucho menor debido a su menor liposolubili-
dad, posibilitando su uso en la hembra prefiada
sin producir marcados efectos adversos en los ca-
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chorros (20, 18).

En aquellos casos en los que se decida el
uso de una BDZ en la premedicacién debemos con-
siderar la posibilidad de que se produzca el efecto
paradojal o efecto rebote (21). En estos casos, asi
como en los casos de depresion neonatal, los efec-
tos del diazepan y midasolam pueden ser reverti-
dos utilizando flumazenil a dosis de 0,1 mg/kg (22).

Agonistas a2:

Los agonistas a2 (xilacina, medetomidina)
son potentes sedantes - hipnéticos con importan-
tes propiedades analgésicas. Sin embargo atra-
viesan facilmente la placenta produciendo mar-
cada depresion cardiorrespiratoria tanto en la
madre como en el feto. Disminuyen el flujo san-
guineo uterino y placentario con la consiguiente
depresién fetal (7). Los agonistas a2 se asocian
con alta mortalidad neonatal luego de la cesarea.
Dosis de 1 ug/kg ev de medetomidina inducen
disminucién en el gasto cardiaco de un 60-70 %y
aumento en la resistencia vascular sistémica de
un 200 % (23). Es debido a estas caracteristicas,
que este grupo de drogas estd contraindicado en
la hembra prefiada (7).

Drogas analgésicas:
Opioides:

Se utilizan frecuentemente en la premedi-
cacion para realizar analgesia preventiva, ya sea
solos o combinados con tranquilizantes. Son anal-
gésicos muy potentes y reducen en gran medida
los requerimientos de otras drogas anestésicas.

Los opioides atraviesan rapidamente la pla-
centa, produciendo en los neonatos depresion res-
piratoria y del sistema nervioso central, que pue-
de prolongarse por méas de 24 h. En la madre los
opioides inducen depresion respiratoria y bradi-
cardia, esta ultima puede ser tratada con
glicopirrolato (su uso es mas apropiado que el de
la atropina ya que no atraviesa la placenta), la
hipoxemia se evita con la administracién de oxi-
geno y en caso necesario realizando respiracién
asistida (5, 7).

Estas drogas pueden comportarse como:
Agonistas puros: (fentanilo, meperidina,
oximorfona), producen depresién respiratoria muy
marcada; dosis dependiente; pero sus efectos pue-
den ser revertidos, con drogas antagonistas como
la naloxona. Es conveniente administrar el anta-
gonista directamente al neonato, para evitar pri-
var a la madre de la analgesia. Debemos conside-
rar que la naloxona posee una corta duracion de
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accion y puede aparecer renarcotizacion, en este
caso se aplicaran dosis adicionales del antagonis-
ta. Por esta razon, tanto la hembra como los neo-
natos deben ser monitorizados adecuadamente
(13).

Agonistas-antagonistas: (butorfanol,
buprenorfina, nalbufina): estas drogas producen
depresion respiratoria pero en menor grado que
los agonistas puros, ya que poseen efecto techo,
por encima de una dosis determinada, no aumen-
taran sus efectos analgésicos pero tampoco la de-
presion respiratoria (7).

Antagonistas: (naloxona) debido a que esta
droga es un antagonista puro, sin efectos opioi-
des, es una de las drogas mas efectivas (20).

Actualmente se utilizan en el manejo anes-
tésico de la hembra prefiada morfinosimiles por
via epidural y subaracnoidea. De esta manera se
disminuyen los requerimientos de anestésicos lo-
cales, se maneja el dolor pos operatorio y dismi-
nuyen los efectos depresores sobre el neonato (13).

Las dosis requeridas por estas vias son me-
nores que las usadas via intramuscular o endove-
nosay, si bien puede haber transferencia placen-
taria, esta es de poca importancia (20).

Anestésicos fijos:

Estas drogas se utilizan para inducir hipno-
sis o0 narcosis suficiente como para lograr la intu-
bacién o bien como parte de un protocolo anesté-
sico balanceado, acompanados por un agente anal-
gésico (13).

Tiopental sodico:

Es un barbitdrico de accién ultracorta, el
cual sufre una disminucién de la biotransforma-
cion hepatica durante la prefiez. Debido a su alta
liposolubilidad, atraviesa rapidamente la placen-
ta, alcanzando un equilibrio inmediato entre la
sangre materna y fetal. En el humano puede ser
detectado en la sangre venosa umbilical a los 30
segundos de administrado a la madre (20).

Una vez administrado, el tiopental sufre una
importante redistribucién y es por esta razén que
las concentraciones en sangre materna caen ra-
pidamente, con lo que se limita la transferencia
placentaria. De lo anterior podemos deducir que
cuanto mas lejos ocurre el nacimiento de la ad-
ministracién de tiopental, habra menos probabi-
lidades de que aparezcan efectos deletéreos en el
recién nacido. En la mujer se considera que el

tiempo de induccién - nacimiento apropiado es de
20 min (20). En los perros, la duracion de los efec-
tos de la anestesia con barbituricos sin utilizar
dosis repetidas es muy variable, y esto hace difi-
cultoso establecer el tiempo ideal para extraer los
cachorros (24). En humanos, cuando se utiliza el
tiopental sédico a dosis bajas, 4 mg/kg, la depre-
sién fetal es minima (13). En el perro las dosis
efectivas para lograr la induccién son mayores (8
mg/kg), por lo tanto se producird leve depresién
neonatal (12).

El uso de barbittricos para inducir aneste-
sia disminuye la habilidad de la hembra para cui-
dar adecuadamente a los cachorros, ya que el pe-
riodo de recuperacion suele ser largo, especial-
mente en hembras obesas (25).

Ketamina:

Esta droga, altamente liposoluble, posee un
indice de solubilidad 5-10 veces mayor que el del
tiopental, por lo que atravesara la placenta rapi-
damente pudiendo producir en el neonato depre-
sién e hipertono muscular. La aparicién y el gra-
do de depresion se relacionan, con la dosis y con
el tiempo transcurrido (20). En la mujer, dosis por
debajo de 1 mg/kg producen depresién neonatal
minima. En el perro, al igual de lo que ocurre con
el tiopental, las dosis efectivas para lograr induc-
cién son superiores (13).

Propofol:

Es un alquilfenol, no barbittrico, de muy bajo
peso molecular, muy liposoluble y altamente no
ionizado, por lo tanto atraviesa rapidamente la pla-
centa (20). Luego de la administracién de propo-
fol, la recuperacion es muy rapida debido a su ve-
locidad de metabolizacién, que se produce prima-
riamente en higado, aunque también ocurre me-
tabolismo extrahepatico (13). Estas caracteristi-
cas hacen que el propofol sea una droga adecuada
para la induccion en cesarea (25). La administra-
cién de dosis repetidas, y su uso por infusién con-
tinua, deben evitarse ya que en estos casos se
observa disminucién de la capacidad de adapta-
cién y depresion en los neonatos (25). En el perro,
la dosis para induccién es de 4-6 mg/kg. Si bien
el propofol atraviesa rdpidamente la placenta, su-
fre un rapido clearance desde la circulacién neo-
natal (13).

Los efectos farmacoldgicos son similares a
los del tiopental aunque algo méas pronunciados,
por lo tanto habra disminucién de la resistencia
vascular y presién arterial; disminucién de la con-
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tractibilidad miocardica y precarga, con la consi-
guiente disminucion del flujo sanguineo uterino.
En la induccién es muy probable que aparezcan
apneas, lo que puede causar hipoxia y acidosis
fetal (25). El grado de hipotension esta influencia-
do por la tasa de administracién y la dosis total
utilizada (23).

Las ventajas del propofol sobre el tiopental
incluyen rapido comienzo y terminacién de ac-
cién, sin que aparezcan depresion o sedacion re-
siduales. Este farmaco no se acumula en el cuer-
po, entonces, no habra saturacion (13, 26).

Anestésicos inhalatorios:

Atraviesan rapidamente la placenta, ya que
son compuestos liposolubles no ionizados y de bajo
peso molecular. El grado de depresion fetal y neo-
natal es proporcional a la profundidad anestésica
inducida a la madre, y por lo tanto a la concentra-
cién del anestésico en sangre materna y al tiem-
po de exposicion fetal. Si el plano anestésico de la
madre es muy profundo, se producira hipotension
materna con la consiguiente disminucion del flu-
jo sanguineo uterino y acidosis fetal (27, 20).

Es mas adecuado el uso de agentes con bajo
indice de solubilidad sangre/gas tales como halo-
tano, isofluorane, enfluorane, desfluorane, que los
altamente solubles como el metoxifluorane, ya que
con los primeros, la induccién y recuperacion de
la madre y los neonatos sera mas rapida (28,13).
El isofluorane posee mayor margen de seguridad
cardiovascular y, junto con el halotano, causan
importante relajacién uterina, lo cual aumenta
la hemorragia. El 6xido nitroso puede ser utiliza-
do para potenciar la accién de los anestésicos
inhalatorios, y por lo tanto disminuir el requeri-
miento de los mismos. Si es usado al 60 %, la de-
presion fetal sera minima (12).

En la prefiez se produce la reduccién de la
CAM para los anestésicos inhalados entre un 25-
40 %. Se cree que una de las causas de esta dis-
minucién podrian ser los efectos sedativos de las
tasas de progesterona que hay en este estado fi-
siolégico (20).

Anestésicos locales:

Estos agentes son utilizados frecuentemente
para realizar anestesia regional. Tanto ellos como
sus metabolitos, atraviesan rapidamente la pla-
centa, pudiendo deprimir al feto. Concentracio-
nes de 3 pg/ml de lidocaina o mepivacaina, en la
sangre del neonato, causaran depresion. Los ni-
veles de estas drogas en plasma materno son muy

Anestesia en gestacion y parto

bajos luego de la administracién epidural o suba-
racnoidea, rara vez se encontraran concentracio-
nes peligrosas en el neonato. Sin embargo puede
ocurrir una importante transferencia placenta-
ria, cuando se administran en forma continua en
el espacio epidural, o cuando se utilizan volime-
nes excesivos de droga para infiltracién local (20,
13). Esta transferencia placentaria serd de me-
nor importancia para la bupivacaina que para la
lidocaina, debido a que la primera posee mayor
union proteica y mayor grado de ionizacién a pH
fisiologico (30).

Por dltimo, debemos considerar que estos
agentes pueden afectar indirectamente al feto ya
que el bloqueo simpéatico que producen, resultara
en hipotensién materna, con la consiguiente dis-
minucién de la perfusién ttero-placentaria. Esto
puede controlarse realizando una correcta admi-
nistracién de fluidos ev (31).

Anticolinérgicos:

La atropina atraviesa la placenta pero, a do-
sis clinicas, es muy poco probable que tenga efec-
tos adversos sobre el feto; mientras que el
glicopirrolato, por ser un amonio cuaternario, no
atraviesa la barrera placentaria.

Oxitocicos:

La oxitocina atraviesa la placenta y, cuando
se utilizan altas dosis, produce hipotensién ma-
terna e hipertono uterino lo que causa asfixia fe-
tal (20).

Técnicas anestésicas

Durante la gestacién, los pulmones fetales
estan colapsados y la sangre rica en oxigeno llega
a los fetos a través de los vasos placentarios (26).
Al producirse el nacimiento, se altera el inter-
cambio gaseoso placentario y entonces el feto se
vuelve hipercapnico e hipéxico; al mismo tiempo
que aumenta la sensibilidad de los quimiorrecep-
tores que regulan la respiracién (26, 20).

Estos acontecimientos inducen el comien-
zo de la respiracién en los recién nacidos; sin
embargo, en la cesarea las condiciones se alte-
ran, y los cachorros necesitan recibir estimulos
para comenzar a respirar. Esta situacion se vera
agravada por el pasaje transplacentario de drogas
y sus efectos sobre los neonatos; los que ademas
necesitaran mds tiempo para metabolizar y ex-
cretar los farmacos debido a la inmadurez de sus
enzimas hepaticas (4, 32, 21).

Se encuentran disponibles varios protoco-
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los anestésicos para cesérea, ya sea con aneste-
sia regional o general (5).

Anestesia general:

Cuando la anestesia general es adecuada-
mente administrada, la funcién cardiopulmonar
de la madre es bien mantenida. Esta técnica pro-
vee Optimas condiciones operacionales para el
cirujano, con un animal totalmente inmévil y re-
lajado. Mediante la intubaciéon traqueal se logra
el control de la via aérea materna y se previene la
falsa via en caso de vémito o regurgitacién, ase-
gurando ademas una adecuada administracién de
oxigeno a la madre y en consecuencia, también a
los fetos. Adicionalmente muchos veterinarios
estdn mas familiarizados con esta técnica y po-
seen mayor habilidad para inducir una anestesia
general segura que para realizar una adecuada
técnica de anestesia regional (21,2 7,33).

Dentro de las desventajas podemos consi-
derar: la induccién de mayor depresién neonatal
que la anestesia regional; si el plano anestésico
es muy superficial, se produce en la madre libe-
racién de catecolaminas, esto induce hiperten-
sién y disminucién de la perfusién ttero-placen-
taria, produciendo en la madre y el feto estrés y
deterioro de la funcién cardiopulmonar (18, 31).
Si la traquea no estd adecuadamente intubada,
habra mayores probabilidades de falsa via que en
el caso de anestesia regional (27).

Si decidimos realizar una anestesia gene-
ral, la hembra debe ser capaz de cuidar a sus ca-
chorros lo méas rdpidamente posible luego de la
ceséarea; entonces debemos seleccionar drogas
que permitan cumplir con este requisito (5). Pre-
medicacién: si consideramos necesario el uso de
un anticolinérgico, el de eleccién es el
glicopirrolato, que practicamente no atraviesa la
placenta. En cuanto al uso de drogas tranquilizan-
tes, reservamos su uso para aquellas hembras
muy miedosas o excitadas y siempre a dosis ba-
jas. Realizaremos analgesia preventiva usando un
opioide agonista, si disponemos del antagonista
para revertir su accién, de lo contrario es mas
apropiado considerar el uso de un agonista-anta-
gonista ya que estas drogas poseen efecto techo.

Induccién: si la hembra lo tolera, se deberia
realizar 5-7 min de preoxigenacién con méscara,
4-6 1/min para disminuir las posibilidades de hi-
poxia (18, 24). La induccién puede realizarse con
mascara o con anestésicos inyectables. El primer
caso sera utilizado en una hembra ddcil, que no
se hiperexcite. Usaremos anestésicos tales como
el sevofluorane que poseen un bajo coeficiente de

solubilidad sangre-gas ( 0,6 y 0,4 respectivamen-
te) y por lo tanto lograran una rapida induccién
(20). Una buena alternativa para inducir aneste-
sia general con agentes inyectables en perros es
el propofol. Este se metaboliza rapidamente en el
higado y sus efectos desaparecen en pocos minu-
tos. Si no se dispone de esta droga, el tiopental o
la combinacién de ketamina-diazepam, a bajas
dosis, proveen un buen margen de seguridad. Para
el mantenimiento, se recomienda la utilizaciéon
de anestésicos inhalados de baja solubilidad ya
que se eliminaran rapidamente.

Anestesia regional:

En el perro se utiliza generalmente aneste-
sia epidural, a nivel del espacio lumbo-sacro. La
anestesia espinal o subaracnoidea no se aplica
corrientemente ya que la médula espinal termi-
na a nivel de la sexta vértebra lumbar.

Entre las ventajas podemos citar: simplici-
dad de la técnica, minima exposicién de los fetos
a las drogas, minimo riesgo de falsa via, éptima
relajacién muscular y analgesia. Entre las des-
ventajas se encuentran: la aparicién de hipoten-
sién secundaria al bloqueo simpéatico y manipula-
cién visceral; los movimientos de miembros y ca-
beza de la hembra en estado de conciencia y la
necesidad de entrenamiento previo del veterina-
rio para realizar el procedimiento (5, 31).

Para corregir la hipotension se utiliza Rin-
ger lactato o una mezcla de iguales volumenes de
solucidén salina y dextrosa al 5% con una tasa de
infusién de 20 ml/kg durante 15-20 min. Si la
hipotensién persiste puede administrarse epi-
nefrina (0,15 mg/kg ev). Al igual que en la anes-
tesia general, esté indicado el uso de un anticoli-
nérgico para prevenir la bradicardia (13).

En la hembra prefiada disminuyen los re-
querimientos de anestésicos locales por via epi-
dural, debido a la distensién de las venas epidura-
les por el aumento del flujo sanguineo colateral.
La distensién venosa y disminucién de los espa-
cios epidural y cerebroespinal, facilitan la trans-
ferencia de la droga dentro del fluido cerebroespi-
nal. Se debe tener especial cuidado cuando se rea-
liza la maniobra ya que es mas factible entrar in-
advertidamente dentro de las venas epidurales (5).

CONCLUSIONES

Durante la gestacion y el parto las perras
sufren cambios fisiolégicos que modifican y con-
dicionan los requerimientos anestésicos. Es asi
que un protocolo anestésico seleccionado en rela-
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cién con el momento fisioldgico y el estado gene-
ral de la hembra permitird aumentar la sobrevida
neonatal y la probabilidad de recuperacién de la
madre.

El uso de drogas parenterales que se meta-
bolicen y se eliminen en forma rapida, asi como
la eleccién de anestésicos inhalados de bajo indi-
ce de solubilidad, disminuiran el tiempo de expo-
sicién fetal a los farmacos reduciendo los efectos
colaterales de estos y mejorando la viabilidad pre-
natal.

En medicina veterinaria canina el uso de
un protocolo de anestesia general mejora las con-
diciones de trabajo quirtrgico, asegura la correc-
ta administracién de oxigeno y previene la falsa
via materna. Sin embargo, el feto se encuentra
expuesto a las drogas utilizadas lo cual afecta sus
funciones vitales en cierto grado. El uso de anes-
tesia regional, si bien disminuye la exposicién fetal
a drogas anestésicas, causa hipotensién mater-
na lo que disminuye la perfusién ttero placenta-
ria causando hipoxia fetal. El adecuado analisis
riesgo/beneficio de cada tipo anestésico en rela-
cién con el paciente permitira obtener un alto gra-
do de éxito en el manejo de la hembra prefiada y
una gran probabilidad de sobrevida neonatal
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Resumen: La enrofloxacina es un fluorquinolona desarrollada exclusivamente para ser usada
en medicina veterinaria. Se caracteriza por una muy buena actividad antimicrobiana, incluso
contra microorganismos poco susceptibles o resistentes a los antimicrobianos de uso corriente
en animales. Tiene un excelente comportamiento farmacocinético, absorcion casi completa y
una distribucion tisular que garantiza concentraciones inhibitorias minimas frente a los mi-
croorganismos causantes de la mayoria de las enfermedades en los animales. Su indice tera-
péutico es alto, y puede administrarse sin mayores problemas en terapias combinadas con
otros medicamentos. Este articulo hace una revision y actualizacion del mecanismo de accion
y la actividad antimicrobiana de las fluorquinolonas en general, y de la enrofloxacina en
particular, y de la resistencia desarrollada por las bacterias hacia estos compuestos.
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Abstract: Enrofloxacin is a fluorquinolone exclusively developed for being used in veterinary
medicine. It is characterized by a very good antimicrobial activity, even against microorganism
less susceptible or resistant to commonly used antimicrobials. It has an excellent pharmacoki-
netic behavior, almost complete absorption and a tissue distribution that guarantees the mini-
mum inhibitory concentration in front of the microorganisms that cause most of the animal
illnesses. The therapeutic index is high, and the drug can be administered without serious
problems when combined with other medicines. This article shows a revision and actualiza-
tion of the mechanism of action and antimicrobial activity of fluoroquinolones, particularly
enrofloxacin, and the mechanism of bacterial resistance developed to these compounds.
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Introduccion

Las fluorquinolonas son un grupo de agen-
tes antibacterianos sintéticos usados en medicina
tanto humana como veterinaria para el tratamiento
de una variedad de enfermedades infecciosas.
Aunque se han sintetizado muchas de ellas, las
mas conocidas entre las desarrolladas y usadas
en medicina veterinaria incluyen la amifloxacina,
ciprofloxacina, danofloxacina, enrofloxacina,
marbofloxacina, norfloxacina y sarafloxacina (1).
Otras, como la premafloxacina (2), fleroxacina (3)
y difloxacina (4) estan siendo evaluadas, o ya han
sido adoptadas para el uso terapéutico.

La enrofloxacina es una fluorquinolona de-
sarrollada en los afios ‘80 para su uso exclusivo
en medicina veterinaria (5).

Estructura quimica

La enrofloxacina es una fluorquinolona de-
rivada del acido nalidixico (6), y como todos los
compuestos genéricamente llamados quinolonas
tiene un nucleo quimico basico denominado “di-
hidroquinolina” o anillo 4-quinolénico (7, 8) (Fig.
1).

F COOH

C2H5_N N N

A

Figura 1. Estructura quimica de la enrofloxacina

9).

Figure 1. Chemical structure of enrofloxacin (9).

La sustitucién con fluor en la posicién 6
(dando origen asi a las fluorquinolonas) fue el cam-
bio que representé un salto cualitativo en el desa-
rrollo de estos compuestos. Con ello se mejoro la
union a su enzima diana, la DNAgirasa bacteria-
na, y se aumenté la penetracion celular hasta 70
veces con respecto a las quinolonas que no tienen
fluor en esa posicion (10). Ademads, con esta susti-
tucién se aumento la eficacia contra patégenos
Gram negativos y se amplio el espectro de activi-
dad al actuar contra patégenos Gram positivos

(1).

En la posicién 7 tiene un anillo 4-metilo-
piperazin-1-il, cuyo volumen espacial le confiere
mayor potencia con respecto a aquellas quinolo-
nas que tienen moléculas lineales en esa posicién.
Por otra parte, la presencia de un grupo etilo en la
posicién 4 de este anillo parece aumentar la ab-
sorcion digestiva y la disponibilidad (11) asi como
lograr que la enrofloxacina alcance el doble de la
concentraciéon plasmética de la ciprofloxacina, la
cual tiene una estructura similar pero no posee el
mencionado radical (10). La enrofloxacina tiene
un bajo peso molecular, lo cual favorece su pene-
tracion tisular. En su punto isoeléctrico tiene la
menor solubilidad y la mayor lipofilicidad (12).

Mecanismo de accion

El principal mecanismo de accién de las
quinolonas es la inhibicién de la DNAgirasa, una
enzima bacteriana involucrada en la mayoria de
los procesos biolégicos que comprometen al DNA,
tales como la transcripcion, recombinacion, repli-
cacién y reparacion del mismo (7,13,14). La
DNAgirasa es una Topoisomerasa tipo II, y es la
Unica de su tipo capaz de introducir un superen-
rrollamiento helicoidal negativo dentro de la molé-
cula de DNA, desempefiando un rol critico en el
mantenimiento de la densidad gendémica super-
helicoidal (15). Las quinolonas inhiben, ademas,
a la Topoisomerasa IV, otra topoisomerasa tipo Il
esencial en la segregaciéon cromosémica de las cé-
lulas procariotas (15,16). Recientes investigacio-
nes han sugerido que en los organismos Gram
positivos es esta enzima la principal diana para
algunas quinolonas (17,18,19). En algunas espe-
cies de bacterias, tales como E. coli, la diana prin-
cipal es la DNA-girasa mientras que en otras, como
S. aureus, lo es la Topoisomerasa IV. Consideran-
do que estas enzimas tienen funciones algo dis-
tintas, es probable que las bacterias difieran en
sus respuestas a las quinolonas de acuerdo a cudl
sea la diana principal (18).

Todas las quinolonas tienen el mismo me-
canismo bésico de accién -llamado mecanismo A-
que requiere RNA y sintesis de proteinas, asi como
division celular, para ejercer acciéon bactericida.
Algunas nuevas quinolonas exhiben otro meca-
nismo, llamado B, son capaces de matar bacte-
rias que no se estan dividiendo, y en ausencia de
sintesis de RNA o proteinas. Y unas pocas quino-
lonas mantienen actividad bactericida en ausen-
cia de multiplicacién celular, pero requieren sin-
tesis activa de proteinas y RNA. Este es el llamado
mecanismo C. El tipo de mecanismo de accién

32 ANALECTA VETERINARIA 2001; 21, 1:31-41

ISSN 1514-2590



puede depender del microorganismo en cuestion.
La ciprofloxacina, por ejemplo, muestra los meca-
nismos A y B contra E. coli, pero solamente el A
frente a S. aureus (17).

Debe hacerse notar que las topoisomerasas
se encuentran también en organismos eucariotas,
desde en levaduras hasta en seres humanos. La
topoisomerasa tipo Il eucariota difiere estructu-
ralmente de la bacteriana y, si bien hace cortes al
DNA, no produce superenrrollamiento negativo
(13,20). Aun asi, se ha demostrado que esta
topoisomerasa eucariota tiene una secuencia par-
cial de aminodacidos homdloga a la enzima bacte-
riana, que podria representar un sitio de accién
para las quinolonas (20). Se pensaba que las qui-
nolonas eran incapaces de inducir dafio genético
en células de mamiferos, debido a una afinidad
de muy inferior por la topoisomerasa tipo II de los
mamiferos. Sin embargo, estudios recientes han
producido evidencias de una posible genotoxici-
dad de las quinolonas sobre sistemas eucariotas
(21,22).

Actividad antimicrobiana:

Al actuar especificamente sobre el DNA, las
fluorquinolonas son rapidamente bactericidas,
activas a muy bajas concentraciones, y muestran
efecto post antibiético (8, 23).

Una de las caracteristicas de estas drogas
es que la relacién entre la concentracion in vitro
del antimicrobiano y la muerte bacteriana descri-
be una curva de tipo bifasico, con disminucién
del efecto bactericida a muy altas concentracio-
nes. Esto probablemente se deba a una inhibi-
cién de la sintesis de RNA a muy altas concentra-
ciones de la droga, sintesis necesaria para que
haya efecto bactericida (23, 24). Algunos autores
sostienen que este efecto hace que las fluorquino-
lonas sean considerablemente menos eficaces a
concentraciones mucho mayores que su concen-
tracién inhibitoria minima (CIM) (1). Sin embargo,
en la practica deberia alcanzarse una concentra-
cién plasmatica inusual antes de que el efecto sea
clinicamente aparente (23).

Las fluorquinolonas acttian como antibidti-
cos concentracion - dependientes para las bacte-
rias Gram negativas. Sin embargo, contra bacte-
rias Gram positivas el efecto es tiempo - depen-
diente, o una combinacién de ambos efectos (25).

Se ha observado que las fluorquinolonas
ejercen efecto post antibiético (EPA) sobre varias

Enrofloxacina uso en veterinaria

cepas bacterianas, incluyendo, K. pneumoniae y
P. aeruginosa (1). La ciprofloxacina y la norfloxa-
cina inducen EPA de 1,8 a 2,4 horas sobre E. colj,
S. aureus 'y P. aeruginosa, y la marbofloxacina ha
demostrado EPA de 2 a 3 horas contra S.
intermedius. Enrofloxacina tiene un efecto post
antibiético de 1 a 4 horas de duracién (segun do-
sis y microorganismo) contra S. intermedius, P.
multocida, E. coli, P. aeruginosa, S. typhimurium y
S. aureus (23,26,27). Aun a concentraciones por
debajo de la CIM las fluorquinolonas inhiben la
divisién celular, reducen la tasa de crecimiento
bacteriano, inducen cambios en la ultraestructu-
ra de la superficie bacteriana que previenen la
colonizacién de tejidos especificos, interfieren en
la expresion de factores de virulencia, y aumen-
tan la susceptibilidad de algunos microorganis-
mos a la fagocitosis. Ademads, durante la fase pos
antibiética podrian deprimirse algunos de los me-
canismos de resistencia bacteriana (27).

En ocasiones la eficacia de las fluorquinolo-
nas es afectada por el pH del medio. Se ha com-
probado menor actividad contra bacterias Gram
negativas en medio acido que en medio basico (23).
Si embargo, la eficacia frente a bacterias Gram
positivas, no parece ser afectada por el pH del
medio (1). Algunos de los compuestos exhiben una
actividad considerablemente menor (de hasta 100
veces) en presencia de orina (14), aunque otros,
como la marbofloxacina, han mantenido su acti-
vidad bactericida en orina por hasta cinco dias
luego de una sola aplicacion (23). Wetzstein (27)
demostré que en pH ligeramente acido (caracte-
ristico de tejidos inflamados, abscesos o fagocitos)
se reduce la tasa de muerte de algunas bacterias
en presencia de enrofloxacina. En contraste, a pH
8 la actividad bactericida de la enrofloxacina casi
no varia.

Las fluorquinolonas en general tienen poca
actividad contra los anaerobios y son menos efi-
caces contra anaerobios facultativos desarrolla-
dos en condiciones anaerébicas. El mecanismo de
resistencia intrinseca de este tipo de bacterias es
poco conocido (23). Sin embargo, la eficacia de
algunos compuestos como la ciprofloxacina no es
afectada por las condiciones anaerdbicas y el pH
acido caracteristicos del medio purulento de un
absceso (23,27). La presencia de cationes diva-
lentes en el medio disminuye la susceptibilidad
microbiana a las fluorquinolonas (1). En la tabla 1
se resumen las caracteristicas microbiolégicas de
estas drogas:
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Tabla I: caracteristicas microbiolégicas de las fluor-
quinolonas
Table I: Microbiological characteristics of the fluoroquinolone.

= Rapida actividad bactericida a concentraciones relativamente
bajas.

= Estrecha relacion entre la CIM y la concentracion bactericida
minima con menor efecto de indculo para la mayoria de los
organismos.

= Prolongado efecto post antibiotico sobre Estafilococos, Ente-
robacterias y Pseudomonas.

= No seleccionan mutantes resistentes mediados por
plasmidios.

= Frecuencia de resistencia mutacional baja (<10~).

= No alteran la flora de estreptococos y anaerobios intestinales.
= Inhiben a las bacterias resistentes a los aminoglucésidos y
betalactdmicos

(Neer, 1988; Brown, 1996)

Las fluorquinolonas tienen un amplio espec-
tro antimicrobiano. Tienen una excelente activi-
dad contra Enterobacteriaceae, bacterias Gram
negativas fastidiosas y Pseudomonas aeruginosa;
buena a moderada actividad contra Staphylo-
coccus spp., Mycobacterium spp., Chlamydia spp.,
Myrcoplasma spp. y Ureaplasma spp.; y poca o nin-
guna actividad contra estreptococos (particular-
mente del grupo D), enterococos y bacterias anae-
robias (1,23). Las fluorquinolonas son activas con-
tra una variedad de patégenos veterinarios Gram
negativos y algunos Gram positivos, y han demos-
trado significativa actividad contra patégenos in-
tracelulares pertenecientes a los géneros Bruce-
Illa, Listeria y Chlamydia (29).

La enrofloxacina tiene beuna actividad con-
tra bacterias Gram positivas y Gram negativas,
incluyendo algunos anaerobios patégenos, y es
eficaz contra Mycoplasma spp. Es bactericida y
mycoplasmicida a bajas concentraciones, y eficaz
contra organismos que son resistentes a los 3-lac-
tamicos, aminoglucésidos, tetraciclinas, antago-
nistas del acido félico y macrélidos (30). Cuando
se comparé su efecto in vitro con el de otros anti-
microbianos tales como la gentamicina, ampicili-
na, cloramfenicol, tetraciclinas, trimetoprima/sul-
fametoxazol, penicilina G y oxacilina, se encontré
que la enrofloxacina era claramente superior en
el rango de los Gram negativos. Los valores de CIM
para cocos Gram positivos estaban dentro del ran-
go de eficacia de la penicilina G, ampicilina, oxa-
cilina y gentamicina, aunque la enrofloxacina fue
superior en eficacia contra estafilococos meticili-
no - resistentes. Comparada con otros derivados
quinolénicos de uso en medicina veterinaria
(flumequine por ejemplo) la enrofloxacina se dis-

tingue por un valor de CIM considerablemente
menor (factor 20-50) y la ventaja adicional de su
eficacia contra Mycoplasma spp., Pseudomonas
spp., y Streptococcus spp. (31). Mas del 50 % de
los aislamientos de P. aeruginosarealizados a partir
de perros, gatos, caballos, cerdos y vacunos de-
mostraron susceptibilidad a la enrofloxacina (23).
Ademas, el hecho de que la enrofloxacina sea
mycoplasmicida le da ventajas frente a otros agen-
tes con buena actividad micoplasmatica (32).

La enrofloxacina, como se vera mas adelan-
te, se metaboliza en parte a ciprofloxacina (33, 34,
35), y ese metabolismo es beneficioso desde el
punto de vista microbiolégico, ya que muchas bac-
terias Gram negativas tienen valores de CIM me-
nores para la ciprofloxacina (34), y es probable
que el efecto antimicrobiano sea aditivo entre la
droga madre y el metabolito (5).

En la tabla II se muestran rangos de CIM
para microorganismos sensibles. El punto de cor-
te para sensibilidad - resistencia a la enrofloxaci-
na fue establecido en 2 ug/ml (31).

Tabla II: Concentraciones Inhibitorias minimas

(CIM,, ., ug/ml) para algunos microorganismos
Table II: Minimum inhibitoy concentrations (MIC ug/ml) for
some microorganism.

90 en

>2.0 Bordetella bronchiseptica (7), Campylobacter coli (9)

>1.0 P. aeruginosa (1), Streptococcus spp. (1), Enterococcus spp
(1). A. pyogenes (2), R. equi (2), S. equi (2), S. suis (2), S.
zooepidemicus (2) , M. hyorhinis (8), C. jejuni (9)

=04 Pseudomonas spp. (1); Staphylococcus spp. (1) , M. synoviae
(8), M. iowae (8)

=02 Proteus spp. (1); E. coli. (1), Staphylococcus hyicus (3), S.

aureus (5), Chlamydia psittaci (6), M. hyopneumoniae (4), M.
hyosynoviae (8) , M. bovis (8) , M. agalactiae (8)

>0.1 S. intermedius (1); S.aureus (1); E. coli (4), C. pseudotubercu-
losis (2), Salmonella spp (4), M. gallisepticum (8)

=>0.05 Klebsiella spp. (1) , K. pneumoniae (1) ; E. coli (1); P. mirabi-
lis (1); S. intermedius (1); E. rhusiopathiae (2), M. hyopneu-
moniae (8)

20.02 P multocida (1), P haemolytica (2), S. dublin (2), S.
typhimurium (2), A. pleuropneumoniae (4)

>0.01 A. pleuropneumoniae (2), A. suis (2), H. somnus (2), P.

multocida (2,4)

(1)Cester et al., 1996; (2)Kung et al., 1993; (3)Wegener et al.,
1994; (4)Scheer et al., 1996;

(5)Salmon et al., 1998; (6)Butaye et al., 1997; (7)Speakman et
al., 1997; (8)Hannan et al., 1997;

(9)Aarestrup et al., 1997.
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Eficacia en cada especie

Bovinos:

Se demostré en terneros la eficacia de la
enrofloxacina en diarreas y sepsis producidas por
E. coli, en infecciones experimentales del tracto
respiratorio con Pasteurella haemolytica y Myco-
plasma bovis, y en infecciones latentes o mani-
fiestas producidas por Salmonella spp. (30).

En bovinos adultos, Lekeux & Art (36) infor-
maron la alta eficacia de bajas dosis de enrofloxa-
cina en el tratamiento de la fiebre de embarque,
atribuible a la actividad del compuesto frente a
Pasteurella spp. y Mycoplasma spp. Asimismo, se
obtuvieron buenos resultados en el tratamiento
de mastitis bovinas causadas por Escherichia coli,
Staphylococcus aureus (37) y Mycoplasma bovis
(38, 39). Algunos autores (10) citan eficacia tera-
péutica en mastitis causadas por Streptococcus
spp., mientras que otros (37) sostienen que el efecto
antibacteriano no es suficiente.

Ovinos:

Cuando se traté con enrofloxacina a ovejas
con mastitis agudas causadas por Staphylococcus
aureus, se obtuvo una rapida restauracion del 6r-
gano y la reanudaciéon de la produccién normal
de leche. Sin embargo, no ocurrié lo mismo en
ovejas afectadas de agalactia contagiosa (Myco-
plasma agalactiae var. Agalactiae) ni en aquellas
con mastitis gangrenosa (Staphylococcus aureus
y Clostridium perfringens), en las cuales hubo re-
cuperacion del estado general pero las lesiones en
las ubres permanecieron sin cambios e interfirie-
ron con la produccién de leche (40).

Se obtuvo una rapida recuperacion clinica
en corderos afectados de enteritis por E. coli (40).

Equinos:

Los ensayos de susceptibilidad in vitro lue-
go del tratamiento con enrofloxacina sobre 121
cepas bacterianas aisladas de equinos indicaron
que el 100% de las bacterias Gram negativas (E.
coli, Taylorella equigenitalis, Salmonella spp., Kleb-
siella spp., Proteus spp., Actinobacillus equul)) y
Staphylococcus spp. coagulasa positivos son sus-
ceptibles a la enrofloxacina a CIM < 0.5 pg/ml.
Sin embargo, la susceptibilidad de P. aeruginosa
es variable. Para S. equi, S. zooepidemicus, y
Rhodococcus equi, la CIM90 es de 1 pg/ml (41).
Varias cepas de Salmonella aisladas de equinos
(S. typhimurium, S. thompson, S. heidelberg, S.
hadar, S. enteritidis, S. infantisy S. derby) son sen-
sibles a enrofloxacina (42).

Enrofloxacina uso en veterinaria

Porcinos:

La mayoria de los aislados de Streptococcus
suis (43) son sensibles a la enrofloxacina, y la dro-
ga tiene buena actividad frente de Mycoplasma
hyosynoviae (44), A. pleuropneumoniae, S.
choleraesuis, S. typhimurium, S. dysgalactiae
subsp. equisimilis, S. equi subsp. equiy S. equi
subsp. zooepidemicus aislados de cerdos (45).

Las concentraciones plasmaticas alcanzadas
luego de su administracién oral, tanto en bolo como
con el alimento, son superiores a las CIM90 para
P. multocida, M. hyopneumoniae, A. pleuropneumo-
niae, E. coliy Salmonella spp. (46, 47).

La enrofloxacina es eficaz en el tratamiento
del sindrome Mastitis Metritis Agalactia (48) y en
infecciones producidas por Mycoplasma hyopneu-
moniae (30), Actinobacillus pleuropneumoniae (49),
C. coli, C. jejuni (10) y E. coli enterotoxigénica (50).

Caninos:

Los ensayos experimentales y clinicos han
mostrado resultados positivos en infecciones de
la piel y de los tractos respiratorios, digestivos y
génitourinarios en perros, asi como en otitis ex-
ternas e infecciones de heridas (8,51). En tejidos y
fluidos prostaticos la enrofloxacina alcanza con-
centraciones mayores que las CIM de casi todos
los microorganismos causantes de infecciones del
tracto urinario (12). También es eficaz en el trata-
miento de piodermitis causadas por Staphylo-
coccus intermedius, constituyéndose en una bue-
na alternativa frente a cepas meticilino resisten-
tes (52, 53, 54).

Las altas concentraciones de antimicrobia-
no alcanzadas en macroéfagos alveolares y en el
fluido del epitelio de revestimiento pulmonar, per-
miten asegurar el éxito de una terapéutica en in-
fecciones de las vias respiratorias altas de los pe-
rros (55). Sin embargo las concentraciones alcan-
zadas en los tejidos -a las dosis recomendadas
por el fabricante- no son totalmente eficaces cuan-
do las infecciones son causadas por Pseudomo-
nas aeruginosa (56,57).

La enrofloxacina es eficaz en infecciones
causadas por Rickettsia rickettsii (58) y Staphylo-
coccus spp. B-hemoliticos (59), y demuestra siner-
gia con la estreptomicina frente a cepas referen-
cia de Brucella canis RM 6/66 (60).

Felinos:
Los hallazgos clinicos sugieren que la enro-
floxacina es eficaz en el tratamiento de infeccio-
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nes causadas por micobacterias oportunistas
Mycobacterium fortuitumy M. smegmatis en gatos
(61). Los datos de susceptibilidad in vitro indican
que la enrofloxacina deberia ser eficaz contra Bar-
tonella spp. en esta especie. Sin embargo, estu-
dios in vivo muestran que es necesaria una tera-
pia de varias semanas, y que la bacteriemia no
desaparece en todos los animales (62).

Aves:

La enrofloxacina es eficaz en tratamientos
preventivos y terapéuticos de pollos con infeccio-
nes experimentales causadas por E. coli, S.
typhymurium, S. gallinarum, S. arizonae, S. pullo-
rum, H. paragallinarum, P. multocida, E.
rhusiopathiae (63), Mycoplasma gallisepticum (64);
también lo es en infecciones naturales por E. coli
(65), M. gallisepticum (66,67), y asociaciones entre
E. coliy Mycoplasma spp. (68).

La enrofloxacina es eficaz in vitro frente a E.
coli, Salmonella spp. (69) y Chlamydia pssitaci (70),
microorganismos causantes de infecciones en pa-
vos. En estas aves es eficaz para prevenir la trans-
misién vertical de Mycoplasma iowae (71) y Myco-
plasma gallisepticum (72), de modo que el trata-
miento con enrofloxacina en periodos estratégicos
podria ser util en el control de micoplasmosis, li-
mitando tanto la transmisién vertical como hori-
zontal (71).

El tratamiento con enrofloxacina en el agua
de bebida podria ser efectivo contra Pasteurella
anatipestifer, un importante agente infeccioso de
los patos (73).

La enrofloxacina es eficaz en la profilaxis y
en tratamientos de aves con psitacosis (74).

Otras especies:

La enrofloxacina es eficaz en el tratamiento
de conejos con septicemia aguda causada por
Pasteurella multocida (75).

En peces de crianza artificial se han obteni-
do muy buenos resultados con esta droga en el
tratamiento de los patégenos habituales (76, 77,
78). En estudios in vitro la enrofloxacina fue el an-
timicrobiano de mayor actividad frente a los si-
guientes agentes infecciosos de peces: Aeromonas
salmonicida subsp. salmonicida, Vibrio
salmonicida, Vibrio anguillarum'y Yersinia ruckeri
(79).

Se ha comprobado su eficacia en el trata-
miento de enfermedades bacterianas de tortugas

(80), especialmente en enfermedades del tracto
respiratorio alto causadas por Mycoplasma spp. y
Pasteurella spp. (81, 82).

Resistencia bacteriana

El amplio espectro de actividad antimicro-
biana, y el excelente comportamiento farmacoci-
nético, han hecho de las nuevas fluorquinolonas
agentes muy atractivos para el tratamiento de
enfermedades infecciosas severas, tanto en el hom-
bre como en los animales. Sin embargo, se ha in-
formado una alarmante tasa de resistencia bacte-
riana en aislados clinicos humanos, y hay eviden-
cias que indican la emergencia de bacterias resis-
tentes en animales tratados. La mayor incidencia
de bacterias resistentes a las fluorquinolonas en
personas no expuestas a estos agentes podria ser
el resultado del uso extensivo de estos antimicro-
bianos en medicina veterinaria (29).

La resistencia bacteriana a las fluorquino-
lonas se debe a mutacién cromosémica (20, 87,
88). Hasta el momento no se ha demostrado resis-
tencia mediada por plasmidos (20, 89), probable-
mente debido a que estas drogas inhiben la con-
jugacion (23). Tampoco se ha descripto inactiva-
cién de quinolonas y fluorquinolonas por enzimas
microbianas (1, 90).

La mutacién cromosémica confiere resisten-
cia a las quinolonas por varios mecanismos: (a)
alteracion de las enzimas blanco; (b) alteracién en
la permeabilidad de la membrana celular, y c) me-
canismo de expulsion activa (20, 87, 88).

El principal mecanismo de resistencia a las
fluorquinolonas se debe a alteraciones en las en-
zimas diana, y se origina en mutaciones esponta-
neas de los genes gyrA y gyrB que codifican las
subunidades de la DNAgirasa, y en los genes parC
(grlA) y parE (griB) que codifican las subunidades
de la topoisomerasa IV (16, 19). La resistencia pue-
de deberse a mutaciones puntuales en uno o mas
genes, a mutaciones en mas de un sitio del mismo
gen, o a mutaciones multiples, particularmente en
gyrA y parC (gri4) en forma simultédnea (91, 92,
93, 94). Las secuencias aminoacidicas de las re-
giones determinantes de resistencia a las fluor-
quinolonas son altamente conservadas (93).

El mecanismo de resistencia por imper-
meabilidad se ha descripto inicamente en las bac-
terias Gram negativas y se produce por disminu-
cién en la expresion de algun tipo de proteina de
la membrana externa (porinas OmpF, OmpC en
E. col), o debido a modificaciones de los lipopoli-
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sacaridos. Esto resulta en una menor acumula-
cién del antimicrobiano, y en una consecuente dis-
minucién de la susceptibilidad microbiana (17, 87).

Algunas bacterias expresan sistemas de
eflujo activo codificados cromosémicamente, que
expulsan quinolonas desde el interior (87). Este
sistema fue descripto inicialmente en E. coli, y lue-
go en otras bacterias Gram negativas y Gram po-
sitivas (95), y se debe a una sobreexpresion del
gen norA, que codifica a la proteina de membrana
que interviene en el mecanismo de eflujo activo de
fluorquinolonas y otras varias drogas (19, 96). Este
mecanismo de resistencia parece afectar a las
quinolonas en distinto grado, dependiendo de las
propiedades fisicas de cada una, y aparentemen-
te es mas activo con las fluorquinolonas hidrofili-
cas, tales como la ciprofloxacina y norfloxacina
(17, 96).

La resistencia cruzada entre quinolonas se
observa con mayor frecuencia entre las mas anti-
guas, como el acido nalidixico y el flumequine (1),
pero puede existir entre éstas ultimas y las fluor-
quinolonas (97), y entre fluorquinolonas entre si
(10, 90).

La resistencia cruzada entre las fluorquino-
lonas usadas en animales y aquellas de uso hu-
mano es un aspecto particularmente importante
para la Salud Publica. Existe una asociaciéon tem-
poral entre la introduccién de las fluorquinolonas
en la crianza de aves y el sustancial aumento en
la prevalencia de Campylobacter jejuni resistentes
a quinolonas aislados de aves, carne de aves y
humanos infectados. Ademas, estudios recientes
han confirmado la similitud entre cepas de Cam-
pylobacter spp. resistentes a las fluorquinolonas,
aisladas de animales y humanos. Existe también
una relacién entre la introduccion de las fluorqui-
nolonas en la produccién animal y la apariciéon de
cepas de Salmonella typhimurium DT104 y varian-
tes de S. typhimurium DT204 resistentes a estos
antimicrobianos. Varios paises han informado un
aumento en la emergencia de cepas bacterianas
con menor susceptibilidad a las fluorquinolonas
en animales luego de la introduccién de estos com-
puestos para su uso en produccion animal (98).

Hay que destacar que ya se ha reportado
resistencia a la enrofloxacina en E. coli (99), Cam-
pylobacter jejuniy C. coli (86, 100).

CONCLUSIONES

Las fluorquinolonas tienen un mecanismo
de accién unico, que las convierte en uno de los
grupos de antibacterianos mdas promisorios en

Enrofloxacina uso en veterinaria

medicina veterinaria. Su actividad bactericida de
amplio espectro y su versatilidad, particularida-
des que permiten su utilizacién en diversas espe-
cies animales, han dado lugar a una gran difu-
sién de su uso. Si bien se trata de un grupo de
drogas a las que las bacterias no desarrollan re-
sistencia con facilidad, se han detectado cepas
resistentes tanto en pacientes humanos como en
animales. Esto implica que se deba proceder con
mucho cuidado en su uso para evitar un aumen-
to en la tasa de resistencia y la aparicion de serios
problemas de Salud Publica.
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ENROFLOXACINA
UNA FLUORQUINOLONA DE USO EXCLUSIVO EN VETERINARIA
PARTE II: FARMACOCINETICA Y TOXICIDAD
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Resumen: La enrofloxacina, como todas las quinolonas, tiene una estructura basada en el
anillo 4-quinolonico. La modificacion fundamental respecto de las quinolonas mas antiguas,
como los Acidos nalidixico y oxolinico ha sido la introduccion de fluor como componente esen-
cial de la molécula. La adicion de fluor permite una penetrabilidad tisular y celular realmente
sobresaliente, y que muy pocas sustancias antimicrobianas pueden alcanzar. Eso da lugar a
ciertas particularidades farmacocinéticas, especialmente vinculadas a su distribucion. La
enrofloxacina es un antimicrobiano considerado poco toxico. Sin embargo, existen informes de
efectos toxicos en algunas especies animales. Esto exige respetar algunas consideraciones
para su empleo. El comportamiento farmacocinético y la toxicidad de la enrofloxacina, asi
como las recomendaciones generales para su uso, seran analizadas en el presente trabajo.

Palabras clave: Enrofloxacina, fluorquinolonas, antimicrobianos, farmacocinética, toxici-
dad.

ENROFLOXACIN: A FLUORQUINOLONE OF EXCLUSIVE USO
IN VETERINARY. PART II: PHARMACOKINETIC AND TOXICITY.

Abstract: Enrofloxacin, like all the quinolones, has a structure based on the 4-quinolone ring.
The fundamental change with respect to the oldest drugs, like nalidixic acid and oxolinic acid,
has been the introduction of one atom of fluorine like an essential molecular component. The
addition of fluorine allows a remarkable tissue and cellular penetrability, which is reached by
few antimicrobial substances. This gives place to particular pharmacokinetic features, espe-
cially those involved in the distribution. Enrofloxacin is an antimicrobial compound consid-
ered as not so toxic. Nevertheless, there are reports of toxic effects in some animal species. In
this papers, the pharmacokinetic behavior and the toxicity of the fluoroquinolones in general
and enrofloxacin in particular, and the general recommendations for their use, are reviewed

Key words: enrofloxacin, fluoroquinolone, antimicrobials, pharmacokinetic, toxicity

Fecha de recepcion: 10/08/00 Fecha de aprobacién: 10/12/00

Direccién para correspondencia: J.L.Otero Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de
Litorial. R.P:Kreder 2805 (3080) Esperanza, Santa Fe.
E-mail: jotero@fcv.medvet.unlp.edu.ar

42 ANALECTA VETERINARIA 2001; 21, 1: 42-49 ISSN 1514-2590



Farmacocinética

Las fluorquinolonas en general tienen bue-
na absorcion oral en animales (con la excepcién
de los rumiantes y probablemente de los equinos)
y completa absorcién parenteral; semividas de eli-
minacion relativamente largas; gran volumen de
distribucion (2 a 4 litros/kg y aiin mas) y excelen-
te penetracién tisular (incluyendo fagocitos); eli-
minandose fundamentalmente por excrecién re-
nal y metabolismo hepatico (1).

Absorcion

En animales las fluorquinolonas tienen muy
buena biodisponibilidad por via oral en todas las
especies animales, a excepcién de los rumiantes
(1, 2, 3). Vancutsem y col. (4) informaron que el
tiempo de aparicion del pico de concentracion plas-
matica (Tmax) de enrofloxacina administrada en
forma oral a caballos, perros, pavos, pollos y ter-
neros fue de 0,5; 0,9; 1,4; 2,5y 5,4 horas, respec-
tivamente.

Scheer (5) encontré que la enrofloxacina es
facil y rapidamente absorbida luego de la admi-
nistracién parenteral en terneros, cerdos, perros,
gatos, pollos y pavos, alcanzandose concentracio-
nes maximas dentro de las 0.5 a 2 horas; y que
los niveles de la droga luego de su administracién
oral a cerdos y pollos son equivalentes a aquellos
encontrados luego de la aplicacién parenteral a
las mismas dosis, lo cual sugiere buena absor-
cién digestiva.

La absorcién oral de enrofloxacina en bovi-
nos es pobre (aproximadamente del 10 %) (4). Aun-
que los terneros pre rumiantes presentan las mis-
mas pautas de absorcién oral que las especies
monogastricas se prefiere en ellos la via parente-
ral. Si es necesaria la via oral debe considerarse
que los minerales presentes en los sustitutos lac-
teos pueden producir la quelacién del antimicro-
biano (4, 6). Por otra parte , se ha reportado una
reduccion temporaria de la densidad, viabilidad y
actividad de los protozoos del rumen, con cierta
depresion del metabolismo ruminal, luego de la
administracién oral de enrofloxacina (7).

En bovinos la enrofloxacina es extensamen-
te absorbida luego de su administraciéon subcuta-
nea, con una biodisponibilidad mayor al 90 % (8,
9, 10). En vacas lecheras alcanzan concentracio-
nes plasmaticas méximas (similares tanto para la
via s.c. como i.m. ) dentro de las primeras 4 ho-
ras. En un ensayo la biodisponibilidad fue del 82
% luego de la administracién .M, y del 100 %
luego de la s.c. (11).

Enrofloxacina de uso veterinario

En terneros la absorcion es rapida, con una
biodisponibilidad sistémica virtualmente comple-
ta, tanto por la via s.c. como i.m. (10, 12).

En ovinos la biodisponibilidad de la enro-
floxacina es baja luego de la administracién oral,
exigiendo el uso de dosis mayores por esta via para
alcanzar el éxito terapéutico (13). Sin embargo, es
rapida y casi completamente absorbida y distri-
buida luego de su inyeccién i.m. (biodisponibili-
dad mayor al 85 %). La concentracién plasmatica
maxima es rapidamente alcanzada y permanece
alta varias horas, superando las concentraciones
inhibitorias minimas para la mayoria de los paté-
genos (14).

En equinos, donde otras fluorquinolonas no
han demostrado buena absorcién por via oral (15),
la enrofloxacina tiene una biodisponibilidad de
aproximadamente 60 %, alcanzando concentra-
ciones eficaces en plasma y tejidos, ain en ani-
males no sometidos a ayuno (16, 17, 18). La ab-
sorcién por via i.m. es mas lenta en esta especie,
aparentemente debido al efecto irritante del pre-
parado sobre el sitio de inyeccion (19).

La biodisponibilidad de la droga es alta tan-
to en cerdos sometidos a ayuno como en los que
reciben alimentos en el momento de la adminis-
tracién (20, 21). Siempre que el consumo de ali-
mentos no se encuentre afectado, la medicacién
con enrofloxacina en la racién provee, dentro de
las 2 a 4 horas, concentraciones séricas y tisula-
res por encima de la CIM para muchos patégenos
importantes en estos animales (22, 23). Una dosis
oral de 10 mg/kg asegura concentraciones plas-
maticas terapéuticamente eficaces durante 24
horas contra los patégenos mas frecuentes en esta
especie (24). La administracién intramuscular per-
mite una rapida absorcién, con una biodisponibi-
lidad mayor al 90 % (25, 26).

En perros la enrofloxacina es rdpidamente
absorbida por via oral, con una biodisponibilidad
del 72 % (27), aproximadamente el 83 % (28), o
cercana al 100 % (29) segun distintos autores.
También es bien absorbida por la via oral en ga-
tos, con una biodisponibilidad de casi el 100 %
(30).

Es considerable la absorciéon cuando se ad-
ministra enrofloxacina por via oral a pollos, con
una biodisponibilidad cercana al 60 % (31, 32).

En conejos la biodisponibilidad es del 77 %
para la administracién s.c. y 61 % para la absor-
cién gastrointestinal (33).
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Distribucion

En la mayoria de las especies animales el
volumen de distribucién de las fluorquinolonas es
grande, siendo mucho mayor que el alcanzado por
los betalactamicos y aminoglucésidos (1). Se al-
canzan altas concentraciones en saliva y secre-
cién nasal; en mucosa, epitelio y secrecién bron-
quial (1), asi como en el higado y en el tracto uri-
nario (4). Penetran bien en el tejido pulmonar, flui-
do de revestimiento y macréfagos alveolares, re-
sultando en concentraciones mayores a las séri-
cas (34). Varias quinolonas (incluyendo a la enro-
floxacina) llegan con rapidez a la glandula mama-
ria (6).

Las fluorquinolonas penetran y alcanzan
concentraciones intracelulares muy elevadas tanto
en las células fagociticas como en las no fagociti-
cas, con una gran actividad intracelular frente a
un amplio rango de microorganismos (1, 35). Se
ha demostrado que la fagocitosis y la muerte in-
tracelular de E. coli, S. aureus y P. aeruginosa es
estimulada por la ciprofloxacina (36).

Scheer (5), informé en bovinos, porcinos, pe-
rros, gatos, pollos y pavos, una dispersion de la
enrofloxacina en todos los érganos y tejidos, sien-
do la pauta de distribucién muy similar en todas
las especies estudiadas, con elevadas concentra-
ciones. Los estudios farmacocinéticos en bovinos
demostraron que la enrofloxacina es rapida y
ampliamente distribuida en todo el organismo, con
una excelente disponibilidad sistémica y una tasa
de eliminacidén relativamente baja. La concentra-
cién plasmatica media excede por mucho las CIM
para los microorganismos patégenos més frecuen-
temente aislados en esta especie (8, 9, 10, 11, 37).
En terneros, por ejemplo, se demostré la presen-
cia del principio activo en todos los tejidos y flui-
dos muestreados, hallandose concentraciones ma-
yores a las del suero -a la hora y después de 4
horas- en pulmones, rifiones, higado, corazén, né-
dulos linfaticos y pared intestinal. Luego de 12
horas de la aplicacién las concentraciones per-
manecian mas altas en los tejidos que en el suero,
con los mayores valores en bilis y orina, y luego
en orden decreciente, en higado, riflones, cora-
z6n, pulmones y bazo. Las menores concentracio-
nes se encontraron en cerebro (5).

En cerdos la droga es bien distribuida y com-
pletamente disponible luego de la inyeccién i.m.,
con una eliminacién bastante lenta (25). Se en-
contraron niveles altos de enrofloxacina en muco-
sa nasal, septo nasal, pulmones, tejido linfatico,
musculo, higado y pared intestinal de esta espe-
cie (5, 38).

En ovinos, la enrofloxacina administrada en
forma i.m. es ampliamente distribuida en el orga-
nismo, con una biodisponibilidad mayor al 85 %,
y un alto volumen de distribucién (14). Las areas
bajo las curvas concentracion - tiempo son simi-
lares para la administracién i.v. e i.m. (biodispo-
nibilidad 99 %) pero reducida para la oral (biodis-
ponibilidad 60 %) (13).

En equinos, luego de administraciones
intragastricas multiples se alcanzan concentracio-
nes superiores a las plasmaticas en higado, ri-
fi6n, bazo, liquido sinovial y orina; y similares o
levemente mayores a las del plasma en: muscu-
los, piel, corazén, pulmoén, estémago, intestinos,
vejiga, glandula mamaria y utero. Las concentra-
ciones en liquido peritoneal son significativamen-
te menores que las concentraciones séricas, y las
concentraciones en cerebro, cristalino, humor vi-
treo y humor acuoso son de 10 al 20 % de las del
suero (16, 17). Las concentraciones alcanzadas
en orina son de 170 a 830 veces mayores que las
concurrentes en el plasma (16).

Alta biodisponibilidad, amplia distribucién
y penetracion en tejidos; concentraciones tisula-
res mayores a las del plasma y por encima de las
CIM para los patégenos mds comunes; y semivida
de eliminacidén relativamente prolongada, son to-
das caracteristicas del comportamiento farmaco-
cinético de la enrofloxacina en perros (28, 39, 40),
gatos (39), conejos (41, 42), pollos (31, 32, 43; 44)
y pavos (45).

Metabolismo y excrecion

Las fluorquinolonas son eliminadas del or-
ganismo principalmente por metabolismo hepati-
co y excrecion renal (4, 46). Por lo general son
parcialmente metabolizadas en el higado, y
excretadas en bilis y orina a altas concentracio-
nes de droga activa (droga inalterada o metabolito
activo) (2). Las rutas metabdlicas comunes de es-
tos agentes son la dealquilacién, glucuronizacién,
oxidacién, sulfoxidacion, acetilacién y ruptura del
anillo piperazinico (1, 4). En animales la excrecién
renal es variable, aunque ocurre filtracién glome-
rular para la fraccién no ligada, y también secre-
ci6én tubular activa (1). La filtracién glomerular y
la secrecién tubular permiten alcanzar altas con-
centraciones urinarias. El proceso de secrecién tu-
bular es sensible al probenecid, y la excrecién uri-
naria disminuye en el fallo renal (47).

El porcentaje de eliminacién a través de la
bilis varia entre las especies (4). La eliminacién
transepitelial a través de la pared gastrointestinal
genera altas concentraciones en sitios de coloni-
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zacion de bacterias patégenas, e indudablemente
contribuye a la alta eficacia de estos antimicro-
bianos en las enteritis bacterianas (47).

Existen indicios de que puede ocurrir circu-
lacién enterohepatica de fluorquinolonas (1).

La enrofloxacina se metaboliza parcialmen-
te a ciprofloxacina, la cual es responsable de una
considerable parte de la actividad antimicrobiana
(11, 14, 29, 32). El metabolismo se lleva a cabo en
el higado, y posiblemente en otros sitios como la
ubre (37) o los macrofagos (40). El efecto de pri-
mer paso hepatico es bajo, aproximadamente del
7 % (48). Las concentraciones plasmaticas del me-
tabolito con respecto a la droga madre (AUC con-
centracién - tiempo) son de 35-55 % en ovejas
(14), 29 % en vacas (37) y 25 % en terneros (10).

Enrofloxacina de uso veterinario

En la tabla I se destacan algunos valores de
los parametros farmacocinéticos en distintas es-
pecies animales.

2. Toxicidad y efectos adversos. Inte-

racciones Medicamentosas

Se han informado efectos téxicos de las qui-
nolonas sobre los sistemas nervioso, cardiovas-
cular y gastrointestinal del hombre y de los ani-
males, asi como condrotoxicidad, toxicidad sobre
la reproduccién y el desarrollo, genotoxicidad, car-
cinogénesis y fototoxicidad (50, 54, 60).

La pobre estabilidad de las fluorquinolonas
en orina acida puede causar cristaluria renal en
animales que no estén adecuadamente hidrata-
dos (47).

Tabla I: Algunos parametros farmacocinéticos de la enrofloxacina en especies domésticas (se tomaron

valores medios de cada ensayo, sin considerar desvio estandar)
Table I: Some pharmacokinetic parameters of the enrofloxacin in domestic species (the average of the values in each assay has
been taken without considering nay standard desviation)

ESPECIE | DOSIS y VIA| Cmax Tmax | Vd(ss) t¥2f | MRT METODO Ref.
(pg/ml) (horas) | (L/kg) | (h) (h) | ANALITICO
Bovinos 5 mg/Kgi.v. - - 2.1 1.09 | 4.28 | HPLC (37)
Bovinos 5 mg/kg im.| 0.73 2.40 - 590 | 7.98 | HPLC/BioEns. (11)
Bovinos 5 mg/kg s.c. 0.98 3.20 - 555 | 8.4 HPLC/BioEns. (11)
Ovinos 2.5mg/kg i.v. - 3.02 3.73 | 5.36 | HPLC (14)
Ovinos 2.5mg/kg im| 0.78 1.25 3.03 3.65 5.23 | HPLC (14)
Cerdos 2.5mg/kg i.m.,| 0.61 2.25 - 13.12| 19.16 | HPLC (49)
Cerdos 2.5mg/kgiv.| - - 2.66 7.73 | 9.75 | HPLC (49)
Pollos 10 mg/kg PO | 2.44 1.64 4.41 14.23] 15.30 | HPLC (32)
Pollos 10 mg/kg iv.| - - 2.77 10.29| 9.65 | HPLC (32)
Perros 5 mg/kg PO 1.44 1.8 2.6 2.7 4.5 HPLC (28)
Perros 5 mg/kg i.v. - - 3.7 4.4 5.4 HPLC (28)
Gatos 5 mg/kg i.v. - - 4.0 6.7 8.6 HPLC (30)
Gatos 5 mg/kg PO 1.66 0.6 3.1 6.2 8.7 HPLC (30)
Conejos 5 mg/kg PO 0.45 2.3 - 2.41 | 8.46 | Bioensayo (33)
Conejos 5 mg/kgim. | 3.04 - 1.82 HPLC (33)

Referencias: Tmax : Tiempo en que se alcanza la méxima concentracién ; C max : Maxima Concentracién
plasmatica; Vd : Volumen de distribucién; T % : Semivida de eliminacién; MRT : Tiempo medio de residencia;
HPLC: Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento.
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En la informacién suministrada por los fa-
bricantes de la enrofloxacina se especifica que se
han hecho pruebas de teratogenicidad,
embriotoxicidad y mutagenicidad, con resultados
de completa inocuidad, y que no hubo efectos in-
deseables en sistema nervioso central y cardio-
vascular, como asi tampoco efectos alérgicos (61).
Sin embargo, no se recomienda el uso de enro-
floxacina en potrillos por ocasionar artropatia y
defectos en cartilagos (4, 18), como tampoco en
gatos y perros menores de 8 meses y 1 afo res-
pectivamente (47). A partir de ensayos en linfoci-
tos humanos se ha informado un posible efecto
genotoxico de la enrofloxacina (62).

La enrofloxacina es muy irritante cuando se
administra por la via intramuscular, ocasionando
un marcado aumento de la creatinquinasa en sue-
ro e inflamacién y dolor en el sitio de inyeccién en
algunos casos (63, 64).

Las fluorquinolonas se antagonizan con
macrolidos y tetraciclinas frente a estreptococos y
enterococos y en general antagonizan también al
cloramfenicol (1).

Las fluorquinolonas, incluida la enrofloxa-
cina, disminuyen el clearance hepatico y aumen-
tan la semivida de eliminacién de la teofilina y
cafeina, induciendo un aumento en sus concen-
traciones séricas (1, 65).

Vancutsem y col. (66) demostraron que la
enrofloxacina a niveles correspondientes a los usa-
dos en terapéutica causa una inhibicién de las
enzimas hepaticas P450IA1 y IAZ. Por ello deben
tomarse precauciones cuando se administra en
forma conjunta con drogas que utilizan este siste-
ma enzimatico, tales como fenacetina, fenotiazi-
nas y warfarina. Por otra parte, la enrofloxacina
incrementa el contenido y estimula la actividad de
la P450IIB, pero en forma leve a niveles terapéuti-
cos, de modo que no deberia afectar el metabolis-
mo de otros compuestos metabolizados por la
P450IIB, tales como el fenobarbital (66). Se ha
encontrado que la enrofloxacina en dosis terapéu-
ticas inhibe las monooxigenasas microsomales (ci-
tocromo P-450) en el higado de pollos (67).

Se ha informado un incremento en la fre-
cuencia e intensidad de los ataques en perros epi-
lépticos bajo tratamiento con fenobarbital cuando
se le administré enrofloxacina (4).

Recomendaciones para el uso de la en-

rofloxacina

Para el empleo de la enrofloxacina se impo-
nen las recomendaciones generales que da la Or-
ganizaciéon Mundial de la Salud (68) para el uso
de quinolonas en animales:

1) Las quinolonas, como cualquier agente
antibiético, nunca deben ser usadas como susti-
tuto de las buenas practicas de manejo de anima-
les.

2) Las quinolonas deben ser administradas
de acuerdo con los principios prudentes de uso,
es decir, con aquellas practicas que maximizan el
efecto terapéutico a la vez que minimizan la emer-
gencia de resistencia, y que incluyen:

a) tratamientos efectuados sélo bajo
supervision del veterinario, en animales a su cui-
dado, con registros escritos de uso;

b) tratamientos bajo un diagnéstico
basado, siempre que sea posible, en cultivos bac-
terianos y test de susceptibilidad, con el apoyo de
un mantenimiento de registro preciso en los esta-
blecimientos;

¢) cuando los resultados del cultivo y
la susceptibilidad bacteriana son conocidos, es
preferible un antibiético eficaz de espectro reduci-
do antes que una quinolona.

3) Ninguna quinolona deberia ser adminis-
trada a animales productores de alimentos, a me-
nos que el producto haya sido evaluado y aproba-
do por autoridades competentes, incluyendo una
evaluacién completa que considere el potencial
desarrollo de resistencia que pueda afectar a la
salud publica. Deben alentarse programas de
monitoreos posteriores a la aprobacion para de-
tectar tendencias hacia la emergencia de resisten-
cia de significancia en salud publica, como tam-
bién debe estimularse la utilizacién de los datos
obtenidos de esos monitoreos para tomar medi-
das que sirvan para mitigar el desarrollo de resis-
tencia.

4) La educacién de los veterinarios y usua-
rios finales acerca de los principios de uso pru-
dente es critica para la implementacion de los mis-
mos, y deberia cubrir los riesgos de seleccionar
bacterias resistentes, la comprensién fundamen-
tal de los antimicrobianos y los conceptos del uso
prudente. Los educadores veterinarios deberian
ser alentados a asegurar que estos principios de
uso prudente estén incluidos en las curriculas
veterinarias.
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5) El registro de quinolonas deberia ser sélo
para uso terapéutico y no para aumentar el ren-
dimiento. Deberian ser registradas sélo para pres-
cripcion farmacéutica veterinaria, con apropiada
observancia de esa exigencia.

6) Deberia ser desalentada la utilizacién de
quinolonas en animales productores de alimentos
para indicaciones ajenas a las permitidas.

CONCLUSIONES

La enrofloxacina se caracteriza por una muy
buena actividad antimicrobiana, incluso contra
microorganismos poco susceptibles o resistentes
a los antimicrobianos de uso corriente en anima-
les. Tiene un excelente comportamiento farmaco-
cinético, con facil administracién, absorcién casi
completa y una distribucién tisular que garantiza
concentraciones inhibitorias minimas frente a los
microorganismos causantes de la mayoria de las
enfermedades en los animales. Su indice terapéu-
tico es alto, y puede administrarse sin mayores
problemas en terapias combinadas con otros me-
dicamentos. Representa, sin lugar a dudas, una
excelente herramienta para el manejo clinico en
medicina veterinaria. Sin embargo, datos
toxicolégicos y de resistencia antimicrobiana jus-
tifican cumplir con las recomendaciones de la Or-
ganizacién Mundial de la Salud para el empleo de
estos antimicrobianos.
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PERITONITIS BILIAR POR COLELITIASIS CON PERFORACION DE
LA VESICULA BILIAR EN UN PERRO.
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D. Arias?, L. Klima!, R. Rodriguez'?, A. Cruz?, G. Bigeon?,
M. Tortora?, M. Villanueva?, N. Stanchi?

!Servicio de Diagndstico por imagenes. 2Servicio de Cardiologia. *Catedra de Microbiologia.
Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata.

Resumen: La colelitiasis es una de las multiples causas del sindrome de Obstruccion Biliar
Ductal Extrahepética (OBDE). Los colelitos son raros en los pequerios animales. Si bien no hay
relacion con raza y sexo la mayoria de los casos registrados se dieron en animales de mas de
dos arios. En el presente trabajo se describen las caracteristicas clinicas y métodos comple-
mentarios que permitieron llegar al diagndstico de colelitiasis con ruptura de la vesicula biliar
Vv su posterior resolucion quirurgica.
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CHOLELITHIASIS GALLBLADDER PERFORATION, AND BILE PERITO-
NITIS IN A DOG.
A CASE REPORT

Abstract: The cholelitiasis is one of the multiple causes of the syndrome of the Biliar Ductal
Extrahepatic Obstruction. Colelitos are strange in the small animals. Although there is not
relationship with race and sex most of the registered cases were given in animals of more than
two years. In this work the clinical characteristics and complementary methods are described
that allowed to arrive to the colelitiasis diagnosis with rupture of the vesicle biliar and their
later surgical resolution.
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INTRODUCCION

La colelitiasis es una de las multiples cau-
sas del sindrome de Obstruccion Biliar Ductal Ex-
trahepatica (OBDE). Los colelitos son raros en los
pequerios animales. Si bien no hay relacién con
raza y sexo la mayoria de los casos registrados se
dieron en animales de mas de dos arnos (1, 11).

Se reconocen como causas predisponentes;
deshidratacién, infeccion bacteriana, evacuacion
biliar infrecuente, en la anorexia y cambios en la
composicién de la bilis (1, 2). Generalmente su
composicién quimica es una mezcla de bilirrubi-
na, colesterol, bilis, magnesio, oxalatos y calcio,
de este ultimo elemento depende su radiopacidad
8,9, 13).

Los signos clinicos, si bien inespecificos, sue-
len incluir una historia de emesis, dolor abdomi-
nal e ictericia. En cuanto a los datos de laborato-
rio los mas llamativos son: aumento de la bilirru-
binemia, fundamentalmente de la fraccién conju-
gada, junto con valores incrementados de Fosfa-
tasa Alcalina Sérica (FAS) y Alanin Amino Trans-
ferasa (ALT) (5, 6). Ultrasonograficamente se ob-
serva una imagen hiperecoica lineal, con sombra
posterior en correspondencia anatémica con la
vesicula biliar (8, 9, 13).

La ruptura de la vesicula biliar es poco fre-
cuente en pequefios animales y las causas son
multiples y variadas (Tabla 1) (1). El tratamiento
de la ruptura de la vesicula o de los conductos
biliares es quirdrgico y el prondstico es de reser-
vado a grave segun el tiempo transcurrido entre
la ruptura, el diagndstico y la resolucién quirargi-
ca(l, 2, 5, 6).

PRESENTACION DEL CASO

Un canino hembra, de raza doberman de
10 afios de edad y 30 kg de peso fue derivado con
antecedentes de inapetencia y vémitos, con una
evolucion de 7 dias, presuntivamente debido a la
ingestién de un cuerpo extrafio (hueso) segun la
referencia del propietario. Clinicamente el estado
general era bueno con una temperatura de 38,7
°C, dolor difuso a la palpacién abdominal, con
mucosas aparentes rosadas, llenado capilar nor-
mal y pulso de 160 por minuto. La auscultacion
toracica y cardiaca no evidencié alteraciones.

DIAGNOSTICO

Se indicé un estudio radiogréfico simple de
abdomen en posicién latero lateral y ventrodor-
sal, que fue realizado 72 h posteriores a la prime-
ra consulta, observandose una estructura esca-

Colelitiasis canina

samente radiodensa de forma irregular y de aproxi-
madamente 2 cm de diametro, localizada en epi-
gastrio ventral, ligeramente caudal al piloro, com-
patible con cuerpo extrafio. También se aprecio
una imagen en vidrio esmerilado (compatible con
peritonitis) en correspondencia con el area epi y
mesogastrica. No se observaron signos sugeren-
tes de obstruccion intestinal. El estudio ultraso-
nografico reveld la presencia de una imagen hi-
perecoica semicircular de 24 mm, con sombra
posterior, localizada topograficamente en el area
de la vesicula biliar. Al no ser observada la ima-
gen de esta se sospech6 una ruptura de vesicula
biliar por colelito. Ademas la presencia de una ima-
gen ecograficamente compatible con peritonitis
coincidi6 con los hallazgos radiograficos (8, 9, 13).

La bioquimica sérica revel6: hiperbilirrubi-
nemia, incremento en la actividad de la FAS, y
ALT e hipoproteinemia (Tabla 2).

En ese momento, clinicamente el paciente
mostraba un deterioro de su estado general, ano-
rexia y una marcada ictericia de las mucosas apa-
rentes.

En base a estos hallazgos se decidi6 practi-
car una laparotomia exploratoria, con abordaje
mediano xifopubico. Durante la misma se consta-
t6 la presencia de efusién francamente ictérica,
peritonitis biliar, mesenterio, grasa abdominal ic-
téricas y ganglios mesentéricos infartados. En re-
lacién a la zona central de la cara visceral del hi-
gado se hallé libre un céalculo de forma esferoidal
y de color pardo verdoso de 2,5 cm de didmetro,
adyacente a la vesicula biliar y al ser inspecciona-
da se comprobé6 que se hallaba colapsada y con
un desgarro en la cara hepatica.

El desgarro de la pared vesicular se suturé
con un patrén de puntos simples y sobre ésta una
sutura continua de Lembert utilizando en ambos
casos Maxon 4/0. Se realizaron 4 lavados de la
cavidad abdominal con solucién fisiolégica utili-
zando 4 litros por lavado hasta que la solucion
aspirada fue transparente. Se colocaron 2 drena-
jes de Penrose en la proximidad de la vesicula ex-
trayéndolos por dos incisiones paramedianas en
la pared abdominal. Se realiz6 la sintesis de la
laparotomia en la forma habitual y vendaje abdo-
minal con apdésitos absorbentes estériles (parial
sanitario) que se cambiaron cuatro veces por dia
(2, 12).

En el posoperatorio se administraron solu-
ciones parenterales de Ringer y solucién salina
isoténica (0,9 %) a través de un catéter endoveno-
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so colocado en la vena cefdlica antebraquial du-
rante 72 h.

La antibiéticoterapia consistié en
metronidazol 10 mg por kg cada 8 h, EV durante
3 dias continuando luego por via oral asociado
con enrofloxacina 10 mg por kg IM cada 12 h
durante 2 semanas. Se complementé con vitami-
na K, 1 mg por kg cada 12 h por via SC durante 5
dias. Se indicé ayuno total por 24 h instaurando-
se luego dieta hipograsa. El tiempo de recupera-
cién total fue de 10 dias, en ese momento ademas
se retiraron los puntos de sutura.

La constitucién quimica del calculo era una
mezcla de bilirrubina, colesterol, Ca y Mg. El estu-
dio bacteriolégico del mismo fue negativo tanto
para microorganismos aerobios como anaerobios.

DISCUSION

La obstruccién ductal biliar extrahepatica
con posterior ruptura de vesicula es una entidad
sumamente infrecuente en Medicina Veterinaria
(1,2, 3,4, 7), lollamativo y caracteristico del cua-
dro clinico la convierten en una patologia que difi-
cilmente pueda pasar subdiagnosticada o no diag-
nosticada. En este caso el examen clinico permitié
inferir una enfermedad hepatobiliar, pero fueron
los métodos de diagndstico complementarios que
confirmaron la sospecha clinica y la colelitiasis con
posible posterior ruptura de vesicula biliar. La
confirmacién se logré mediante la laparotomia
exploratoria tras lo cual se llevé a cabo su resolu-
cién quirargica. Considerando el prondstico gra-
ve de la OBDE, tanto por sus caracteristicas clini-
cas como por lo dificultoso de su resolucién qui-
rurgica el diagnéstico precoz a través de la utiliza-

TABLA 1 Causas mas frecuentes de Obstruccién Biliar Ductal Extrahepatica.
Table 1. More frequent causes of Biliar Ductal Extrahepatic Obstruction.

Neoplasias Biliar
Pancreatica
Duodenal
Linfatica

Estenosis Trauma

Pos pancreatitis
Pos duodenitis

Obstructiva Extraluminal

Abscesos hiliares

Colelitiasis

Composicién mixta
Pigmento
Colesterol (Raro)

Inflamatorias de Origen

Desconocido Hepatitis Activa Crénica
Colangiohepatitis
Sindrome de la bilis lodosa
Parasitos Nematodos
Trematodos Hepaticos
Degenerativas Cirrosis
Lipidosis

Platynosomum concinnum

Causas de ruptura de Vesicula Biliar

Trauma Romo

(accidente automovilistico, patadas,
golpes por caida etc.)

Trauma Agudo

(elementos lacerantes, armas de fuego)

Iatrogenia

(Biopsia percutanea, endoscopia,
cirugia, laparoscopia)

Ruptura patolégica

como secuela de litiasis, infeccién, neoplasia.
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TABLA 2 Resultados de los anadlisis bioquimicos y hematoldgicos realizados al animal afectado

Table 2. Biochemical and hematological results of animal blood.

Suero valor obtenido Valor normal
Bilirrubina total 2,31 mg/dl 0.1 a 0.6 mg/ dl
Bilirrubina directa 1,55 mg/dl 0.06a 0.12 mg/dl
Bilirrubina indirecta 0,75 mg/dl

Proteinas totales 4,4 g/dl 53a78g/l
Albumina 2 g/dl 2,3a3,2g/l
Globulina 2,4 g/dl 3,1a4,6g/l
Relacién albtimina globulina 0,83 0.69 a 0,74
Fosfatasa Alcalina Sérica (FAS) 450 UI <all5U/L
Alanin Amino Taransferasa (ALT) | 21,1 UI <a30U/L
Hematologia

Hematocrito 32 % x 45 %
Hemoglobina 9,8 g/dl x 15 mg/dl
Glébulos Blancos 13 800 por mm? x 9000 / mm?3
Glébulos Rojos 3 800 000 por mm?® | 6800000/mm?
Formula Leucocitaria Relativa

Neutrofilos 94 57 a79
Eosindfilos 2 0Oab
Linfocitos 2 12 a 32
Monocitos 2 Oab
Basdfilos 0 Oal

cién rutinaria de los métodos complementarios de
diagndstico permitiria prevenir la ruptura vesicu-
lar o ductal y llevaria a una prognosis mas favora-
ble.
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Resumen: Los excesos hidricos incrementan la absorcion de Fe por el forraje y éste puede
reducir la captacion de Cu y Zn. En el partido de Magdalena en los afios donde aumento el
régimen de lluvias se registraron mayores prevalencias de hipocuprosis bovina. El objetivo del
presente trabajo es establecer los cambios provocados por el exceso hidrico del suelo sobre Ia
composicion mineral del forraje. En doce establecimientos del partido de Magdalena, entre
marzo y diciembre de 1997, se tomaron 76 muestras pareadas de Lotus glaber Mill (= Lotus
tenuis Waldst. et Kit. ex Wild.) y gramineas durante periodos secos y humedos. Las muestras
se sometieron a digestion dcida y se determino el contenido de Cu, Fe, Mn y Zn por espectrofo-
tometria de absorcion atomica y el de S por titulacion con arsenazo Ill. Los datos se analizaron
mediante test de T y analisis de varianza. El contenido de Fe aumento significativamente
durante los periodos humedos: 579 vs 206 ppm en L. glaber y 858 vs 104 ppm en gramineas.
EI'L. glaber presenté mayores concentraciones de Cu y Zn que las gramineas. EI contenido de
Cu aumento significativamente en las gramineas durante el periodo hiimedo y en el L. glaber
no se modifico. El Mn aumento significativamente en el L. glaber durante el periodo himedo.

Palabras clave: hipocuprosis, minerales, forrajes, excesos hidricos, hierro.

RAINFALL EFFECT ON GRASS AND LOTUS GLABER MILL. MINERAL
COMPOSITION FROM MAGDALENA DISTRICT

Abstract: Water excess increases forage Fe absorption, and in turn, Fe can reduce both Cu
and Zn uptake by roots. It is known that Cu deficiency prevalence in cattle is higher when
annual rainfall in Magdalena district is heavier. Our objective is to assess the changes in
forage mineral composition caused by water excess in soil. Seventy six samples of Lotus
glaber Mill. (= Lotus tenuis Waldst. et Kit. ex Wild.) and accompanying grass were taken,
during dry and wet periods, in 12 beef breeding farms from Magdalena district, from march
through December 1997. Samples were acid digested, and Cu, Fe, Mn and Zn concentration
was measured by atomic absorption, whereas S content was measured by Arsenaze Il tritration.
Data were analyzed by T test and variance (p < 0.05). Iron concentration increased during wet
periods: 579 vs 206 ppm for L. glaber and 858 vs 104 for grass samples (p: <0.05). L. glaber
samples had higher Cu and Zn contents than grass samples. Copper concentration increased
in grass samples (p < 0.05). Manganese concentration increased in L. glaber samples during
wet periods (p < 0.05).

Key Words: hypocuprosis, minerals, forage, water excess, Iron.
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INTRODUCCION

La composicién mineral del forraje depende
de una compleja interaccién entre la planta y los
componentes del suelo, éstos pueden alterarse por
los excesos hidricos (1, 2, 3). Estos eventos pue-
den aumentar las concentraciones de Fe, y éste a
su vez puede reducir la absorcién de Cu 'y Zn por
las plantas (4). Por otro lado, el aumento del régi-
men de lluvias coincide con una mayor incidencia
de hipocuprosis bovina en el partido de Magdale-
na, Provincia de Buenos Aires (5). Esta deficiencia
tiene caracter endémico en la zona, y se debe a
bajas concentraciones de Cu, sumadas a eleva-
das concentraciones de Fe y S en el forraje, que
actuarian como factores de interferencia en la
nutricién del animal (6). En el marco de un pro-
grama de estudio de la hipocuprosis en la zona,
se decidi6 realizar un ensayo con el objetivo de
establecer los cambios provocados por el exceso
hidrico del suelo sobre la composicién mineral del
forraje. Se incluyé la medicién de los elementos
indicados como responsables de la deficiencia: Cu,
Fe y S. Asimismo se evalué el Zn, para corroborar
si éste también sufria interferencias, y el Mn, de-
bido a que existen concreciones ferromanganicas
en el subsuelo de la zona (7), que podrian actuar
como dadores de ambos elementos. Debido a que
los pastizales naturales son la principal fuente
forrajera en la zona, se decidi6 trabajar con gra-
mineas naturales y una leguminosa, el Lotus glaber
Mill (= Lotus tenuis Waldst. et Kit. ex Wild.), espe-
cie naturalizada y caracterizada por su tolerancia
al anegamiento y por su gran aptitud de resiem-
bra natural (8, 9).

Minerales en gramineas y lotus

MATERIALES Y METODOS

En 12 establecimientos del partido de Mag-
dalena, desde marzo a diciembre, se tomaron 76
muestras pareadas de L. glaber y gramineas du-
rante periodos secos, sin precipitaciones, y perio-
dos humedos, después de las lluvias. La altura de
corte de las especies se realiz6 intentando que la
muestra recolectada reflejara lo consumido por los
bovinos, accién que se observé directamente du-
rante el pastoreo realizado por los animales.

Las muestras se lavaron 3 veces con agua
bidestilada y se secaron en estufa a 60 °C hasta
peso constante. Posteriormente se molieron con
molino Willey hasta pasar un tamiz de 0,2 mm y
se sometieron a digestion humeda con acido nitri-
co: acido perclérico 2:1.

Se determiné el contenido de Cu, Fe, Mn y
Zn por espectrofotometria de absorciéon atémica
de llama (GBC 902) y el de S por combustién en
frasco de oxigeno y titulacién con arsenazo III (10).
La concentracion de los elementos se expresé en
relacién al contenido de materia seca (MS) del fo-
rraje.

Los datos se analizaron estadisticamente
mediante test de T y andlisis de varianza, emplean-
do un nivel de significancia de 95 % (p < 0,05).

RESULTADOS

Las medidas de promedio, error estandar,
valores maximos y minimos y el porcentaje de
muestras con niveles criticos, por deficiencia o

Tabla 1: Contenidos de minerales en 76 muestras pareadas de gramineas y L. glaber del partido de

Magdalena. Los valores de concentracion estan referidos a materia seca.
Table 1: Mineral content of 76 paired grass and L. glaber samples from Magdalena District. Values are given on dry matter.

Cu ppm Fe ppm Mn ppm Zn ppm S %
Gram.| Lotus | Gram.|Lotus | Gram.| Lotus | Gram.| Lotus | Gram.|Lotus
X 7,22 11,5 3832 3902 68,22 74,5°| 30°¢ |35,5¢| 0,372 0,29°
+ES | +0,4 [+£0,4 | +56 +95 +5,4 |+£5,7 +2,1 |+1,5 |+0,02 | +0,02
Max.|14,2 | 18,6 |1417 [2440 (140 |170 |52,5 |[50,8 (0,67 | 0,41
Min. (2,8 7,1 74,7 166,3 | 13,8 [37,7 |2,1 17,5 (0,21 | 0,21
%NC|66 3 50 33 21 6 42 24 75,67 | 40,54

NC: Nivel critico de deficiencia: Cu (<8 ppm), Mn (<40 ppm) y Zn (<30 ppm) (13)
Niveles criticos de exceso: Fe (> 250 ppm) y S (>0,3%). (13; 12)
Letras diferentes indican diferencias significativas: a b (p<0,01) y cd (p<0,05).

Gram: Graminea
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Tabla 2: Contenidos de minerales en 38 muestras de gramineas durante periodos seco y humedo y

porcentaje de muestras con niveles criticos. Los
seca.

valores de concentraciéon estan referidos a materia

Table 2: Mineral content of 38 grass samples during dry and wet periods, including percentage of samples below critical levels.

Values are given on dry matter.

Cu ppm Fe ppm Mn ppm Zn ppm S %
Seco [Himedo | Seco |Humedo | Seco [Humedo | Seco |[Himedo [ Seco | Himedo
X 6,4¢| 8,14 2062| 579" 602 | 717" 312 292 0,3949 0,345
+ ES[+0,3[ +0,7 +,29 | £ 96 +6,8] +8,9 +2,41+3,5 + 0,020 0,02
Max.| 8,5 | 14,2 518 | 1417 140,1 132,4 52,5147,8 0,668| 0,559
Min.[2,9 | 2,8 74,71 176,4 15,3] 13,8 8.9 2,1 0,245 0,206
%NC| 85 |44.,5 30 72,2 20 22,2 45 38,9 78,9 | 72,2

NC: Nivel critico de deficiencia: Cu (<8 ppm), Mn (<40 ppm) y Zn (<30 ppm) (13)
Niveles criticos de exceso: Fe (> 250 ppm) y S (>0,3%). (13, 12)
Letras diferentes indican diferencias significativas: a b (p<0,01) y cd (p<0,05).

Tabla 3: Contenidos de minerales en 38 muestras de L. glaber durante dos periodos, seco y humedo,

y porcentaje de muestras deficientes. Los valores

de concentracion estan referidos a materia seca.

Table 3: Mineral content of 38 L. glaber samples during dry and wet periods, and percentage of samples below critical levels.

Values are given on dry matter.

Cu ppm Fe ppm Mn ppm Zn ppm S %
Seco |Humedo| Seco[Humedo | Seco|Humedo | Seco [Himedo| Seco |Humedo
X 11,22 122 | 1262 858" 58 104> 36° 352 0,298? 0,2882
+tES [+ 0,4] £ 0,7 +13 | +210 |£3,6] +9,1 + 1,8 £2,6 + 0,01 + 0,01
Max.[17,2| 18,6 320 | 2440 |105,9 170 50,8 | 45,8 0,40910,371
Min. |8,2 7,1 66,3 173,8 [37,7 | 55,3 17,5 | 18,8 0,213]0,215
%NC| O 7,7 8,7 76,9 8.7 0 20,8 | 30,8 47,8 (28,6

NC: Nivel critico de deficiencia: Cu (<8 ppm), Mn (<40 ppm) y Zn (<30 ppm) (13)

Niveles criticos de exceso: Fe (> 250 ppm) y S (> 0,3%).

(13, 12)

Letras diferentes indican diferencias significativas: a b (p<0,01) y cd (p<0,05).

exceso, se presentan para el total de las muestras
en la Tabla 1 y discriminados por periodo para
gramineas y L. glaber en las Tablas 2 y 3 respecti-
vamente.

DISCUSION

Los resultados permiten observar que du-
rante el periodo himedo se elevan las concentra-
ciones de Fe, tanto en gramineas como en L. glaber.
Debido a que el exceso hidrico se presenta en el
Partido de Magdalena durante el otofio-invierno,
por la menor temperatura ambiente (7), el conse-

cuente exceso de Fe seria una de las causas de la
disminucidén de las cupremias reportadas entre la
primavera y el verano siguiente debido al tiempo
de agotamiento de las reservas hepaticas de Cu
(5). Debe tenerse en cuenta que las concentracio-
nes de Fe obtenidas en este trabajo pueden ser
menores a las consumidas por el ganado, debido
a que el lavado elimina la contaminacién con sue-
lo que es mayor durante el invierno debido a la
baja produccién forrajera (11).

La posibilidad de que las concreciones fe-
rromangdanicas del subsuelo sean la fuente de Fe
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durante el exceso hidrico parece coincidir con que
también aumenta significativamente la concentra-
cién de Mn en el L. glaber.

Contrariamente a lo postulado, la mayor
absorcion de Fe en el periodo htiimedo aparente-
mente no perjudicé la absorcién de Cuy Zn por el
forraje. Las concentraciones de Cu en las grami-
neas son bajas y coinciden con los reportes pre-
vios de la zona (6). Los contenidos de S, no varian
entre periodos, son elevados y un alto porcentaje
supera el 0,3 % (MS), suficiente como para inter-
ferir con la absorcién de Cu en los animales (12).

Se concluye que en las condiciones de este
trabajo los excesos hidricos del suelo modificarian
la composicién mineral del forraje, especialmente
aumentando la concentracién de Fe y este factor
debe ser tenido en cuenta para futuros estudios
sobre el comportamiento epidemiolégico de la hi-
pocuprosis en la zona.
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INSEMINACION ARTIFICIAL CON SEMEN FRESCO, REFRIGERADO
Y CONGELADO. APLICACION Y DESARROLLO EN CANINOS

M.A. Stornelli’?2, M.C. Stornelli!, M.S. Arauz?, L. De La Sota'.

! Catedra de Reproduccién Animal. ? Servicio Central de Laboratorio.

Resumen: La Inseminacién Artificial (IA) en caninos es una practica que brinda grandes
beneficios en la clinica reproductiva diaria. Esta biotecnologia puede ser de moderada o alta
complejidad, de bajo o mediano costo, segun la técnica y el tipo de semen (fresco, refrigerado
o congelado) utilizado. En cada caso brinda diferentes posibilidades, otorgando siempre grandes
beneficios en la reproduccion canina. Si se extrae semen de buena calidad, se lo acondiciona
y maneja adecuadamente, se realiza la IA en el momento oportuno y se aplica la técnica
adecuada, se pueden obtener porcentajes de fertilidad muy alentadores. Sin embargo, si los
factores mencionados no son adecuadamente controlados puede tornarse una préactica des-
alentadora. La aplicacién de IA con semen criopreservado aumentard las posibilidades de
desarrollo del profesional veterinario en nuestro pais.

Palabras claves: Inseminacion artificial caninos- semen refrigerado- semen congelado

ARTIFICIAL INSEMINATION WITH FRESH, CHILLED AND FROZEN
SEMEN. APPLICATION AND DEVELOPMENT IN CANINE.

Abstract: Artificial insemination in dogs is a technique with great potential in clinical repro-
duction. This biotechnology can be implemented with moderate or high complexity and with
low or medium cost depending the technique and the type of semen used (fresh, chilled,
frozen). In any case it can produce great benefits to canine reproduction. If good semen
quality is obtained, and it is properly handled and artificial insemination is done at the right
time, the pregnancy resulted could be very encouraging. However if those factors are not
properly controlled the results obtained could be very discouraging. The use of artificial
insemination with frozen semen will increase the professional development of the veterinar-
ians in our country.
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INTRODUCCION

Desde que Lazzaro Spallanzani en 1787 rea-
liz6 la primera Inseminacién Artificial (IA) con se-
men fresco en caninos, este procedimiento ha sido
aplicado y desarrollado a través del tiempo en la
reproducciéon de pequefios animales. Ya en 1776
Spallanzani habia observado que las bajas tem-
peraturas provocaban una reduccién reversible de
la actividad metabdlica de los espermatozoides, lo
cual permitia almacenarlos (1). Fue en 1956 que
Harrop logra la primer prefiez con semen refrige-
rado (2) abriendo las puertas a la criopreserva-
cion. Posteriormente, en 1969, se comunica por
primera vez una IA satisfactoria con semen con-
gelado (3).

Con el avance de la biotecnologia, cada vez
es mas frecuente el uso de IA tanto para realizarla
con semen fresco como con semen criopreserva-
do. El estado de salud y nutricién de los repro-
ductores, asi como el manejo del momento de in-
seminacién, semen utilizado y técnica de insemi-
nacién determinardan el éxito o fracaso de laIA. La
misma permite la interaccién de dos reproducto-
res cuando no se puede llevar a cabo el servicio
natural, optimizar el uso de semen de buena cali-
dad (inseminando a 2 o més perras con un mismo
eyaculado) y utilizar semen criopreservado. La IA
con semen refrigerado o congelado permite traba-
jar con dos reproductores en localizaciones geo-
graficas distantes sin necesidad de transportar-
los, lo cual brinda grandes ventajas para los cria-
dores. Asi mismo la congelacién de semen en ca-
ninos se encuentra en constante estudio y desa-
rrollo debido al creciente interés de criadores y
teriogendlogos. Este método de criopreservacion
hace posible el uso de reproductores mucho des-
pués de finalizado su periodo util como semental
y la conservacién del material genético del macho
siendo esto ultimo de gran importancia en cani-
dos silvestres en peligro de extincion.

El objetivo de este trabajo fue analizar los
factores que condicionan el éxito de la IA y la po-
sibilidad de realizarla con semen criopreservado
en nuestro pais.

EXITO O FRACASO DE LA INSEMINA-
CION ARTIFICIAL

La IA es una técnica util, de baja o mediana
complejidad, de moderado costo, que brinda gran-
des posibilidades en la clinica reproductiva diaria
y el desarrollo biotecnolégico. Sin embargo, si no
se tienen en cuenta algunos factores sumamente
importantes en su aplicacion, puede tornarse una
practica desalentadora.

Inseminacion artificial en caninos

El éxito de la IA en caninos esta intimamen-

te relacionado con:

1) Estado de salud y nutricién de los reproducto-
res.

2) Deteccién del momento de mayor fertilidad de
la hembra.

3) Tipo, manejo y calidad del semen utilizado.

4) Implementacién de una técnica adecuada de
IA.

Si se cumplen con estos requisitos, la pro-
babilidad de éxito sera alta mientras que, en caso
contrario, serda una experiencia frustrante.

Estado de salud y nutriciéon de los re-

productores

La reproduccién es una funcién altamente
especializada y es preciso lograr el exacto equili-
brio entre la sanidad y la nutricién para que el
animal pueda expresar completamente su capa-
cidad reproductiva.

La aplicacién de IA en animales sanos, férti-
les y adecuadamente alimentados hara posible
aumentar las posibilidades de éxito, no solo en
lograr una prefiez, sino también una camada de
alto ndimero de cachorros.

Utilizar IA en una hembra con alguna afec-
cién organica o un inadecuado aporte nutricional
que comprometa su fertilidad, sélo significard un
mal aprovechamiento de recursos y tecnologia.

Detecciéon del momento de mayor fer-
tilidad de 1a hembra

La IA debe ser realizada en el momento ade-
cuado para que los espermatozoides puedan inte-
rrelacionar con évulos maduros capaces de ser
fecundados, de otro modo no sera un procedimien-
to exitoso. Este factor es critico cuando se trabaja
con semen criopreservado.

En los caninos la duracién del proestro es
variable, pudiendo oscilar entre 2 y 25 dias. La
ovulacién ocurre aproximadamente 48 horas lue-
go de ocurrido el pico preovulatorio de hormona
luteinizante (LH), al inicio del estro. El oocito es
ovulado al comienzo de la primera divisién meidti-
ca, la maduracién se completa en el oviducto y
requiere aproximadamente 2 dias (4). Las parti-
cularidades fisiolégicas de los caninos dificultan
la estimacién del momento de mayor fertilidad de
la hembra sin el uso de métodos complementa-
rios.

Debido a la elevacién de la estrogenemia en
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el proestro, el numero de capas celulares del epi-
telio vaginal aumenta. Este hecho hace que las
células luminales se alejen de la irrigacion san-
guinea evolucionando hacia la muerte. Este fené-
meno podra visualizarse claramente en los exten-
didos vaginales en los cuales aumentara el por-
centaje de células superficiales a medida que se
acerca el fin del proestro y el comienzo del estro
(5). El estudio de extendidos vaginales seriados
desde el comienzo del proestro nos permitira, jun-
to con la imagen vaginoscoépica, aproximar el co-
mienzo del estro (6,7). Sin embargo no podremos
identificar exactamente el momento de mayor fer-
tilidad de la hembra.

El dosaje de progesterona sérica hara posi-
ble determinar el momento de la ovulacién a tra-
vés de la estimacion indirecta del pico de LH. La
progesterona asciende de niveles basales (0,5 ng/
ml) a niveles superiores (= 2 ng/ml) cuando ocu-
rre el pico preovulatorio de LH. El dosaje sérico de
LH es el método mads exacto para identificar el pico
de LH. Sin embargo, debido al costo, este método
no se utiliza rutinariamente (8).

Si estimamos el dia en que ocurre el pico
preovulatorio de LH, dos dias mas tarde ocurrira
la ovulacién de oocitos primarios, los cuales ma-
duraran en aproximadamente 48 horas (8, 9, 10).
Los évulos permaneceran capaces de ser fecun-
dados por 4 o 5 dias, momento en el cual realiza-
remos la IA. Si trabajamos con semen congelado
el momento indicado para realizar la IA sera entre
72 y 96 horas luego de la ovulacion (11).

Tipo, manejo y calidad del semen utili-
zado

El conocimiento de la calidad de semen de
un reproductor nos permitird estimar las proba-
bilidades de éxito en la utilizacién del mismo para
realizar IA con semen fresco o criopreservado. En
el perro la informacién disponible sobre la rela-
cién entre calidad del semen y fertilidad es escasa
comparada con otras especies. Se ha estimado que
la cantidad minima de espermatozoides necesa-
rios para preflar una hembra es de 150 a 200 x
106 (12, 13, 14). Sin embargo se han comunicado
prefieces con 20 x 10°de espermatozoides deposi-
tando quirdrgicamente semen fresco en la porcién
proximal del cuerno uterino y dos dosis de 30-35
x 10° de espermatozoides realizando IA intraute-
rina por medio de cateterizacién cervical con en-
doscopio (15, 16).

La significaciéon de las alteraciones morfol6-
gicas de los espermatozoides es otro parametro
muy poco estudiado. Algunos autores han comu-

nicado que los defectos espermaticos primarios y
secundarios no deben exceder el 30 o 40 % (17,
18). Si bien la relacién entre el tipo de defecto y
fertilidad no ha sido establecida, se ha observado
pérdida de la capacidad fecundante asociada con
la presencia de gota citoplasmatica proximal. Por
el contrario, la presencia de gota citoplasmatica
distal no se ha relacionado con pérdida de fertili-
dad seminal. Ambos defectos disminuyen la re-
sistencia espermatica al congelado (19).

La motilidad es una variable de gran impor-
tancia en la calidad seminal. Se estima que un
semen de buena calidad debe poseer no menos
del 70 % de espermatozoides con motilidad pro-
gresiva (20). En el semen congelado la motilidad
espermatica luego del descongelado es el mejor
indicador de fertilidad (19).

La adicién de Royal Jelly a diluyentes con
Equex STM paste parece tener efectos sinérgicos
en la viabilidad espermatica al descongelado (21).
Se han encontrado efectos benéficos en la adicion
de Orvus ES paste al diluyente, tanto en la pro-
teccion acrosémica como en el porcentaje de es-
permatozoides motiles al descongelado (22). El
semen de baja calidad se relaciona no sélo con
bajas tasas de prefiez sino también con produc-
cién de camadas de escaso numero de cachorros
(11, 23, 24).

En la actualidad la IA se realiza con semen
fresco, refrigerado o congelado, cada tipo de se-
men nos brindara distintas posibilidades de apli-
cacion asi como también exigird un manejo de di-
ferente complejidad. En nuestro pais la IA con se-
men fresco se realiza ocasionalmente, no utilizan-
dose en la préactica reproductiva diaria la IA con
semen refrigerado y/o congelado. Considerando
la baja complejidad necesaria para la realizacion
de esta técnica con semen fresco o refrigerado y
las posibilidades que brinda, en poco tiempo sera
utilizada mas frecuentemente si se difunde ade-
cuadamente su técnica de realizacion, manejo y
aplicaciones.

La IA con semen congelado requiere un
mayor desarrollo de la metodologia de congelacion
en nuestro pais. Sin embargo, el trabajo realizado
en el area indica que en un futuro cercano estara
disponible en la Argentina la posibilidad de acce-
der a bancos de semen congelado.

IA con semen fresco

La IA con semen fresco es una préctica sen-
cilla y poco costosa que puede implementarse sin
inconvenientes en la clinica reproductiva diaria.
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La utilizacion de IA con semen fresco brindara
resultados comparables (tasas de prefiez y tama-
no de la camada) con los obtenidos mediante ser-
vicio natural (11, 23, 24, 25).

En un estudio realizado con 422 hembras,
luego del servicio natural, realizado en el momen-
to de mayor fertilidad, se obtuvo una tasa de pre-
fnez del 84.4 % (23). Por otra parte implementan-
do IA con semen fresco se obtuvo un porcentaje
de prefiez de 83,8 % (19).

La obtencion de semen se realiza rutinaria-
mente por masturbacién, aunque puede utilizar-
se electro eyaculacién en animales muy agresivos
o en los que no logran eyacular por la técnica
manual. La recoleccién de la fracciéon espermatica
es suficiente para realizar la IA, parte de la frac-
cién prostatica puede recolectarse sélo para ase-
gurarse que se ha recolectado toda la segunda
fraccion. Si el volumen de la fraccién espermatica
es escaso, la fraccién prostatica puede servir para
aumentarlo y facilitar el manejo del semen. Una
vez colectado en un recipiente adecuado, el se-
men es aspirado con una jeringa y depositado in-
mediatamente luego de la extraccion en la vagina
craneal, mediante una sonda de longitud variable
segun el tamarfo de la hembra (26). Es muy im-
portante asegurarse que se ha obtenido un eya-
culado de buena calidad mediante la evaluacion
de la concentracion y motilidad espermatica a tra-
vés de la observaciéon rapida de una alicuota de
semen separada con este fin.

Todo el material utilizado para la recoleccion,
asi como el usado para la IA debe ser estéril y
libre de sustancias quimicas contaminantes que
puedan afectar la calidad del eyaculado. También
es necesario que el material se encuentre a 37 °C
para evitar el shock térmico de los espermatozoi-
des (20).

Mediante IA con semen fresco se podra ob-
tener descendencia cuando no es posible realizar
servicio natural por diferentes causas pudiendo
ser aprovechados estos animales como reproduc-
tores. Esta préactica no debe ser llevada a cabo
cuando la imposibilidad del servicio se relacione
con problemas de transmision hereditaria.

IA con semen refrigerado

Mediante el agregado de diluyentes, el se-
men puede ser refrigerado y de esta manera con-
servado y transportado. Las bajas temperaturas
disminuyen las tasas metabdlicas del espermato-
zoide y prolongan su longevidad (27). Los dilu-
yentes protegen a las membranas del espermato-

Inseminacion artificial en caninos

zoide del dafio causado por los cambios de tempe-
ratura, proveen energia y mantienen estables el
pHy la osmolalidad (28, 29). Los antibidticos agre-
gados a los diluyentes evitan la proliferacién bac-
teriana, en especial en los que contienen yema de
huevo (30).

Para la conservaciéon de semen a 4 °C han
sido usados diferentes diluyentes. Dentro de los
mas utilizados se encuentra el tris-buffer con el
agregado de 20 % de yema de huevo (TYH) y dilu-
yentes compuestos por yema de huevo y crema o
leche descremada (12, 13). Algunas experiencias
realizadas in vitro encuentran mejor conservacion
del semen en TYH (30, 31). Con la utilizacién de
tris-buffer con el agregado de 20 % de yema de
huevo como diluyente se han obtenido tasas de
prefiez de 62,5 % (24). Se han logrado buenos
resultados in vitro almacenando y conservando
semen canino diluido en MR-A® (Kubus SA, Es-
pana) -yema de huevo a 4 y 15 °C (31, 32).

Las mejores tasas de prefiez obtenidas utili-
zando semen refrigerado se lograron con diluyen-
tes realizados con tris/yema de huevo (62,5 %) y
yema de huevo/crema (51,1 %) (25).

Para la refrigeracién se colecta la fraccién
espermatica del semen y se la mezcla con el dilu-
yente elegido, el cual debe encontrarse a la tem-
peratura del semen en el momento de la dilucién.
Entre semen y diluyente debe respetarse una re-
lacién 1:3 o 1:4, una proporcién excesiva de di-
luyente tendra influencias negativas sobre la mo-
tilidad. El semen asi preparado puede refrigerar-
se a 4 °C y utilizarse para IA lograndose tasas de
prefiez aceptables durante las primeras 24-48 h.
Previo a la IA el semen refrigerado debe alcanzar
lentamente la temperatura ambiente (14, 25).

La utilizacién de semen refrigerado con di-
luyentes protectores como el tris-buffer con el agre-
gado de 20 % de yema de huevo permite conser-
var espermatozoides con buena capacidad fecun-
dante por un periodo de tiempo suficiente para
trasladar el semen e inseminar animales ubica-
dos en localizaciones geograficas distantes. Esto
hace posible la IA de una hembra con el semen de
un macho que se encuentre en otra provincia u
otro pais limitrofe o cercano con minimo gasto y
baja complejidad de manejo. De esta manera se
amplian las posibilidades de uso de un reproduc-
tor, permitiendo la comercializacién de semen y
facilitando el intercambio genético entre diferen-
tes establecimientos. La simplicidad de manejo del
semen refrigerado y su bajo costo, lo convierten
en una excelente opcién para nuestro pais.
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IA con semen congelado

La congelacién de semen canino es un pro-
cedimiento que no puede realizarse en la practica
veterinaria diaria ya que requiere equipos espe-
ciales y personal especializado en el area (12, 13,
19, 33, 34). Sin embargo el uso de semen conge-
lado puede implementarse respetando algunas
normas basicas manejo y descongelado del mis-
mo.

Mediante la congelacién es posible el uso del
semen de un macho cuando este ya no puede ser
usado como reproductor, inseminar una hembra
que se encuentre en una localizacién geografica
distante y almacenar semen en épocas en las cua-
les el reproductor no sea requerido para servicios.
Asi mismo un banco de semen puede constituir
un importante reservorio genético para la cinofilia
y la conservacioén de razas en las que la poblacion
pueda disminuir drasticamente en el futuro.

El semen canino puede congelarse en pasti-
llas o pajuelas de 0,5 0 0,25 ml. Las pastillas, di-
ficiles de identificar, se usan ocasionalmente a di-
ferencia de las pajuelas que son preferidas por su
mas facil identificacién y mejor manejo en el des-
congelado (11, 35, 36).

Controles periédicos del termo de almace-
namiento que aseguren un volumen de nitrégeno
que permita una buena conservaciéon del semen y
una reducida exposicion del mismo a temperatu-
ra ambiente fuera del nitrégeno durante el mane-
jo de pajuelas o pastillas permitira conservarlo en
buenas condiciones para su posterior uso.

Cada tipo de almacenamiento (pastillas, pa-
juelas) requiere diferentes condiciones de descon-
gelado. Las pastillas se descongelan a 37 °C utili-
zando usualmente solucién salina de cloruro o ci-
trato de sodio como diluyente. Las pajuelas de 0,5
ml se descongelan en bafio térmico a 37 °C du-
rante 1 minuto o a 75 °C durante 6 segundos,
mientras que las minipajuelas (0,25 ml) deben des-
congelarse a 75°C durante 5 segundos (13, 34).

La mayoria de los autores logran mejores
resultados utilizando inseminacién intrauterina
(mediante laparotomia, laparoscopia o cateteris-
mo cervical) para el uso de semen congelado (24,
37). Los porcentajes de prefiez obtenidos con el
uso de inseminacion intrauterina varian entre 60%
y 90 % (14, 16, 35, 37, 38). Los resultados obte-
nidos por los diferentes autores son muy varia-
bles, esto puede explicarse por la variabilidad exis-
tente entre diluyentes, envasado y metodologia de
congelacion y descongelacién utilizadas (Tabla I).

Por otra parte, la técnica de inseminacion intrau-
terina utilizada varia con la disponibilidad de
material, equipos y entrenamiento de cada espe-
cialista (24, 37, 38). Nothling informa buenos re-
sultados (87,5 % de prefiez) con el uso de IA in-
travaginal mediante el agregado de fraccién pros-
tatica al semen luego del descongelado (39). Has-
ta el momento, esta experiencia no ha sido repro-
ducida por otros autores con éxito. El tamaro de
camada promedio alcanza valores entre 2,8 y 5,4
utilizando IA transcervical (38, 40, 41), 4,8 me-
diante la aplicacion de IA intrauterina quirdrgica
(40) y 4,6 IA vaginal (42). Los resultados obteni-
dos en IA con semen congelado (porcentaje de pre-
fiez y tamarfo de camada) son inferiores a los ob-
tenidos en IA con semen fresco, sin embargo son
lo suficientemente buenos, como para estimular
su uso en especial cuando un reproductor es real-
mente valioso.

El uso de semen con bajo porcentaje de es-
permatozoides viables al descongelado y las fallas
en la determinacién del momento de mayor fertili-
dad son dos factores criticos cuando se trabaja
con semen congelado (43, 44, 45, 46).

El proceso de congelacion - descongelacion
resulta en una reducida fertilidad comparada con
la del semen fresco. Se ha comprobado que esto
resulta de una combinacién tanto de pérdida de
viabilidad como de dafio de la poblacién esperma-
tica sobreviviente. Se estima que entre el 40 y 50%
de la poblacién de espermatozoides no sobrevive
al proceso de congelacion - descongelacion. Por
otro lado, parte de la poblaciéon de espermatozoi-
des que sobreviven habran sufrido dafios que los
convierten en incapaces de fecundar (43). Por lo
tanto la IA debe ser realizada con un nimero de
espermatozoides vivos y competentes al descon-
gelado, suficientes para obtener una alta proba-
bilidad de fertilizacién. Es por esto que debe con-
siderarse un protocolo de criopreservacion que no
so6lo logre una gran poblaciéon de sobrevivientes
sino también la integridad de las células que la
conforman (15). En el perro se estima que 200 X
10°¢ espermatozoides viables al descongelado son
necesarios para obtener tasas aceptables de pre-
nez (5).

En la clinica reproductiva, el semen conge-
lado es usado frecuentemente en Estados Unidos,
ocasionalmente en Europa y muy raramente en
Sud América; sin embargo la aplicacién de esta
biotecnologia se encuentra en amplio desarrollo.
La congelaciéon de semen canino aplicando meto-
dologias que permitan obtener porcentajes acep-
tables de espermatozoides viables al descongela-
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do hara posible introducir esta biotecnologia en
nuestro medio. Si bien el proceso de congelacion
de semen canino requiere un moderado costo,
equipamiento, infraestructura y entrenamiento del
operador, su utilizacion mediante IA puede ser
aplicada en la practica diaria mediante el uso de
técnicas de IA intrauterinas sencillas (IA quirtrgi-
ca) que no requieren mas entrenamiento que el
necesario para realizar una ovariectomia, practi-
ca de rutina en el ejercicio profesional diario.

Inseminacion artificial en caninos

Técnicas de inseminacion

En el servicio natural el macho realiza la
eyaculacion dentro de la vagina de la hembra. En
la IA el depésito del esperma en el tracto genital
femenino puede realizarse dentro de la vagina o
dentro del cuerpo del utero dependiendo de la
calidad del semen y del uso de semen fresco, refri-
gerado o congelado.

Cuanto mas alto en el tracto genital femeni-
no sea realizada la inseminacién, menos esper-

Tabla I: Porcentajes de prefiez en la perra obtenidos realizando IA con

semen congelado

Table I. Bitch pregnant rate in artificial insemination with frozen semen

Autor Volumen Técnica Porcentaje | tamaifio promedio
de pajuela de IA de preiiez de la camada
Silva 1996 0,5 ml IAUL 60 SD
Nothling 1997 0,25 ml 1AV 100 9
Nothling 1993 0,25 ml IAVCFP 92,9/100 93
frac. prost IAVSFP 60 10.7

Fastard 1984 0,5ml TAUT 64-69 SD
Fosberg 1995 0,5ml 1AV 40-80 4

IAUN 83-91 54
Fontbone 1993 0,5ml 1AV 52,6 42

IAUT 73,6 5.5
Wilson 1993 0,5ml TIAUT 80 5

inseminacioén artificial vaginal: IAV; inseminacién artificial vaginal con fraccién prostatica: IAVCFP

inseminacién artificial vaginal sin fraccién prostatica:

IAVSFP; inseminacion artificial uterina

laparoscépica: IAUL ; inseminacion artificial uterina cateter noruego: IAUN; inseminacién artificial
uterina transcervical: IAUT; no se informa el dato en el trabajo de referencia: SD

matozoides necesitaremos para lograr la fertiliza-
cion (44). Esto fue demostrado claramente en los
ovinos, especie en la cual la IA intrauterina re-
quiere una dosis inseminante 10 veces menor que
la cervical posterior (43).

Cuando se trabaja con semen fresco se uti-
liza IA intravaginal, reservando la via intrauterina
cuando se trabaja con semen hipospérmico. La IA
intravaginal es una técnica sencilla que se aplica
también con semen refrigerado. Cuando se traba-
ja con semen congelado la IA es usualmente in-
trauterina (16, 24, 37), aunque algunos autores
obtienen buenos resultados con IA intravaginal
(38).

Inseminacion artificial intravaginal
En la IA intravaginal el semen sera deposi-
tado en la vagina craneal la hembra mediante un
catéter de longitud acorde al tamarfio del animal.
La vagina de la hembra canina es de una longitud

apreciable (10 a 12 cm en una Beagle de 10 kg de
peso), y varia enormemente con la raza conside-
rada. Es asi que el tamafio de los catéteres tam-
bién tendra gran variacion.

El catéter se introducira a través de los la-
bios vulvares, evitando la fosa del clitoris, dirigién-
dose primero hacia dorsal para luego dirigirse
hacia craneal adecuandose a la anatomia de la
hembra canina. Una vez que el catéter se encuen-
tra en el fondo de la vagina, el semen es impulsa-
do a través de él mediante una jeringa y deposita-
do en vagina craneal. Luego el catéter es retirado
y la hembra es mantenida 10 a 15 minutos con el
tren posterior sobreelevado (26).

La totalidad del material utilizado debera
estar estéril, libre de sustancias que alteren la via-
bilidad espermaética y precalentado a 37 °C para
evitar alterar la calidad del eyaculado (29).
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Inseminacion artificial intrauterina

La inseminacién artificial intrauterina pue-
de realizarse depositando el semen en el utero, a
través de la cateterizacion de cérvix o inoculdndo-
lo directamente en el cuerpo o cuernos uterinos
en forma quirtrgica. La eleccion de la técnica de-
pendera de la calidad y tipo de semen utilizado,
como se traté anteriormente, y de los equipos dis-
ponibles.

Inseminacion artificial intrauterina

transcervical

La IA intrauterina puede realizarse median-
te la cateterizacion del cuello uterino con catéte-
res de 20 a 50 cm de longitud y 0,5 mm de didme-
tro, con la punta protegida por una cubierta de
nylon (catéter Noruego).

Con la hembra en estacién, el operador fija
el cérvix entre sus dedos a través de la pared ab-
dominal, con la otra mano introduce el catéter
hasta la region del cuello, retira la cubierta de
nylon y penetra el cuello uterino para depositar el
semen en el cuerpo del ttero. No es necesario se-
dar al animal, pero el operador necesita entrena-
miento previo para realizar correctamente la téc-
nica (24).

La cateterizacion del cuello puede realizarse
visualizando el cérvix con ayuda de un endosco-
pio (16). Este método permite al operador visuali-
zar el cuello facilitando la maniobra de cateteriza-
cién uterina. La hembra no necesita sedacion, el
operador requiere cierto entrenamiento y el equi-
pamiento posee un costo considerable.

Inseminacion artificial intrauterina
quirurgica

Puede realizarse mediante laparotomia, con
anestesia general o epidural. Se deposita lenta-
mente el semen en el cuerpo o cuernos uterinos
mediante una jeringa y una aguja calibre 21, con
el bisel hacia arriba y una inclinacién de 45 °C.
Es una practica sencilla pero el namero de inse-
minaciones es limitado y deben extremarse las
medidas para evitar infecciones (14, 47). También
puede realizarse mediante laparoscopia, técnica
utilizada rutinariamente en ginecologia humana.
Sin embargo, el costo de los equipos hace que esta
técnica halla sido utilizada sélo ocasionalmente
(48).

CONCLUSIONES

Si bien la IA con semen fresco es una préac-
tica usada rutinariamente en la reproduccioén de
pequenos animales, no ocurre lo mismo con la A

con semen criopreservado (refrigerado o congela-
do). Sin embargo, el continuo estudio de los facto-
res que posibilitan una mejor criopreservacion de
semen relacionados con los procesos de refrigera-
do, congelado y descongelado, posibilitaran en el
futuro la aplicacioén frecuente de esa biotecnolo-

gia.

La utilizacién de diluyentes que permitan
conservar el semen canino a 4 °C, logrando altos
porcentajes de espermatozoides vivos con motili-
dad progresiva e integridad acrosémica durante 2
a 5 dias, hara posible el traslado de semen a dife-
rentes puntos de nuestro pais e incluso a paises
limitrofes o cercanos. Esto evitara el traslado de
animales para la realizacién de servicio natural,
disminuyendo los costos y esfuerzo que esto im-
plica. Es importante destacar que el proceso de
refrigeracién de semen canino es de bajo costo y
facil realizacién, pudiendo implementarse con mi-
nimo equipamiento y moderado entrenamiento del
operador. Por otro lado el semen refrigerado pue-
de utilizarse realizando IA intravaginal, técnica
poco costosa y de baja complejidad. La implemen-
tacion de técnicas de refrigeracion de semen e in-
seminacién artificial con semen refrigerado en
nuestro pais permitira a los médicos veterinarios
de practica privada brindar un nuevo servicio,
aumentar sus ingresos y mejorar su practica dia-
ria.

Procesos adecuados de dilucién, eleccién
correcta del buffer y crioprotectores, tiempo sufi-
ciente de equilibrio, curvas apropiadas de conge-
lado y descongelado, determinaran un porcentaje
reducido de células con membrana espermatica
daflada y una mayor sobrevida de los espermato-
zoides en el tracto genital femenino. La conserva-
cién de la integridad estructural y de la fisiologia
espermatica forman parte de los factores que per-
miten altos porcentajes de prefiez y tamafio de
camada mayores. Con el desarrollo de la criopre-
servacion de semen junto con la determinaciéon
exacta del momento de mayor fertilidad de la hem-
bra y una adecuada técnica de IA, esta biotecno-
logia brindara grandes posibilidades en el futuro.

Por otra parte, la congelacién de semen ca-
nino aplicando metodologias que permitan obte-
ner porcentajes aceptables de espermatozoides
viables al descongelado hara posible introducir
esta biotecnologia en nuestro medio. Si bien el
proceso de congelacion de semen canino requiere
un moderado costo, equipamiento, infraestructu-
ra y entrenamiento del operador, su utilizacién
mediante IA puede ser aplicada en la practica dia-
ria mediante el uso de técnicas de IA intrauteri-
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nas sencillas (IA quirtdrgica) que no requieren mas
entrenamiento que el necesario para realizar una
ovariectomia, practica de rutina en el ejercicio pro-
fesional.
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INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

La revista ANALECTA VETERINARIA s una publicacién
semestral de la Facultad de Ciencias Veterinarias de
la Universidad Nacional de La Plata, Argentina. Esta
destinada a la difusién de trabajos cientificos en el cam-
po de las Ciencias Veterinarias, generados en esta
Unidad Académica y en otras instituciones. Asimis-
mo, reflejard las actividades académicas de postgrado,
de extension y de Educacion a Distancia que se desa-
rrollan en esta Casa de Estudio. El idioma oficial es el
Esparfiol aunque se aceptaran trabajos en Inglés que
seguiran el mismo esquema més abajo detallado.

ANALECTA VETERINARIA seguird los "Requerimientos
uniformes" para la presentacién de manuscritos en
revistas biomédicas segun la quinta edicién de 1997
(International Committee of Medical Journal Editors.
Uniform requirement for manuscripst submitted to
biomedical Journals. N Engl J Med 1997; 336:309-15).
Una traduccién de estos requerimientos pueden ser
recuperados en INTERNET en la direccién electrénica:

http://www.medvet.unlp.edu.ar/

ANALECTA VETERINARIA puede ser recuperada gratui-
tamente en INTERNET en formato pdf (Adobe Acrobat
Reader®) que permite su impresién tal como aparece
en la copia final incluyendo gréaficos y tablas. La mis-
ma se encuentra en la direccién electrénica http://
www.medvet.unlp.edu.ar/publicaciones. La Revista
consta de las siguientes secciones:

I-.-Trabajos de investigacion, II.-Articulos de re-
visién, III.-Comunicaciones breves IV-Informacién ins-
titucional y V. Cartas al editor.

Normas Generales de Redaccién

Los manuscritos deberan ser enviados para su
publicacién al Comité editorial en Idioma Espafol o
Inglés. Deberan enviarse por triplicado en hoja tama-
fio A4 (210 x 297 mm), numeradas correlativamente y
escritas a doble espacio, simple faz, con un margen de
4 cm a la izquierda y no menor de 2 cm en el derecho.
Debera enviarse ademds una copia en disquete (MS-
Word 2000® o Word Perfect 8.0); dos de las copias no
deberan contener el nombre de los autores no su filia-
cién cientifica. Los autores deben retener una copia de
todo el material enviado inclusive fotografias ya que
no se aceptara responsabilidad por dafo o pérdida de
trabajos.

Las fotografias en blanco y negro podran ser in-
cluidas en numero no mayor a 3 por articulo. Otras
inclusiones de fotografias en blanco y negro o en color
tendran un cargo extra y estaran a cargo de los auto-
res. Las versiones electrénica y en CD-ROM de la re-
vista podran contener fotografias color sin costo para
los autores. La inclusién de fotografias color en el ma-
terial impreso debera ser expresamente solicitado al
editor. El material enviado estara listo para su repro-

duccién, podran enviarse fotografias o graficos en for-
mato TIF, CRD, JPG, GIF o BMP. El costo de cada arti-
culo sera de $ 50 (equivalente a U$S 50) hasta 7 hojas
(publicadas) y $ 10 (equivalente a U$S 10) por cada
hoja adicional que debera ser abonado por los autores
indefectiblemente antes de su publicacion.

Las unidades de medida se expresaran siguien-
do las normas del Sistema Internacional de Unidades.
El material enviado serd analizado para su publica-
cién por el Comité Editorial, el que lo sometera a con-
sideraciones del referato externo. El1 Comité Editorial
informara al autor del trabajo de las correcciones y/o
recomendaciones sugeridas por el evaluador y deter-
minaré en funcién de ello la aceptaciéon o rechazo del
mismo. Se deja constancia que el hecho de recibir un
trabajo no conlleva la obligacién de su publicacién por
parte de ANALECTA VETERINARIA. Una vez aceptado el tra-
bajo se enviara a los autores la "prueba de galera" para
su correccion, la que debera ser devuelta en un plazo
no mayor de 15 dias, la falta de respuesta luego del
plazo estipulado se entendera como una aceptacion
de la misma. El envio de un trabajo a ANALECTA VETERI-
NARIA deberd realizarse con el consentimiento de todos
los autores. En todos los casos se tomard como fecha
de remisién la del timbre postal correspondiente.

La falta de cumplimiento de cualquiera de las
normas implica la devolucién del trabajo para su ade-
cuacién. La Facultad no se hace solidaria con las opi-
niones vertidas en los trabajos, siendo los autores los
Unicos responsables. Tampoco se hace responsable ni
respalda la publicidad incluida en la revista.

Normas Particulares de Redaccion:
1.Trabajos de Investigacidon:

No deberan exceder de 30 paginas, incluyendo 25 citas
bibliograficas. Deberan ser inéditos y estaran organizados de
la siguiente manera.

a)Titulo: sera breve, preciso y reflejara el contenido del traba-
jo. A renglon seguido se indicara el nombre y apellido (s) del
autor (ambos en minuscula), acomparnados de sus grados aca-
démicos mas importantes, separando los autores por una coma.
A renglén seguido se sefialard el nombre de la institucion, ca-
tedra o laboratorio a la que pertenece, asi como su direccién
postal, namero de fax, y direccion electrénica si la posee. Cuan-
do haya mas de un autor que pertenezca a diferentes institu-
ciones, catedras o laboratorios, las mismas seran identifica-
das con un numero arabigo superindice, después del apellido.
Agregar un titulo resumido de un maximo de 40 caracteres
(considerar espacios y simbolos como caracteres).

b)Resumen: sera redactado en castellano y en inglés (abstract)
incluyendo ademas en este ultimo caso el titulo en idioma in-
glés. El resumen deberd sintetizar los objetivos principales del
trabajo, la metodologia empleada, los resultados mas sobresa-
lientes y las conclusiones que se hayan obtenido. No superara
en espariol las 200 palabras y las 400 en inglés.

c)Palabras clave: al finalizar el resumen y el "abstract” en ren-
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glén aparte, deberan consignarse palabras clave, cinco como
maximo, colocandolas bajo el titulo Palabras clave o "Key Words"
segun corresponda.

d)Introduccién: se senalaran los antecedentes sobre el tema,
citando la bibliografia mas relevante y especificando claramente
los objetivos y el fundamento del trabajo.

e)Materiales y Métodos: toda técnica nueva debera detallarse
para facilitar su comprensién. Se evitard pormenorizar sobre
métodos ya experimentados, citdndose los materiales utiliza-
dos en la realizacion del trabajo. En los casos en que el disefio
experimental requiera una evaluacion estadistica, se indicara
el método empleado.

f)Resultados: se presentaran en forma clara, ordenada y bre-
ve.

g)Discusion: incluira la evaluacién y la comparacion de los re-
sultados obtenidos con los de otros autores, indicando las re-
ferencias bibliogréficas correspondientes. Las conclusiones
deberan sustentarse en los resultados hallados, evitando todo
concepto vago o condicional.

h)Agradecimientos: colaboraciones, ayuda técnica, apoyo finan-
ciero, etc. deberan especificarse en agradecimientos. Estas
personas deberdn conceder su permiso para ser nombradas.

i)Bibliografia: debera escribirse en hoja aparte ordenada se-
gun aparece en el texto y numerada correlativamente con
numeros arabigos, contendra todas las citas mencionadas en
el texto teniendo en cuenta el siguiente formato:

Autores: Apellido, seguido por las iniciales del/los auto-
res separados del siguiente autor por coma. Titulo: completo
del trabajo en el idioma en que fue publicado. Nombre de la
revista o publicacién donde aparece el articulo abreviada de
acuerdo al "US National Library of Medicine (NLM)" que usa el
Index Medicus (http://www.nlm.nih.gov). En forma seguida el
ano de publicacidén; en forma continuada el namero de volu-
men de la revista, seguido de coma y el nimero de la revista
(si lo posee), dos puntos, seguido del numero de paginas de
inicio y terminacién del trabajo. Ej.

1.Rodriguez-Vivas RI, Dominguez-Alpizar JL. Grupos
entomoldgicos de importancia veterinaria en Yucatan, México.
Rev Biomed 1998; 9 (1):26-37

En el texto del trabajo hacer referencia mediante nime-
ros arabigos entre paréntesis.
Si se tratase de trabajos publicados en libros:

Apellido y nombres en forma similar al indicado para
revistas periédicas. A continuacion el nombre del libro, edi-
cién, editorial, ciudad, pais entre paréntesis, seguidas del afio
de publicacién y paginas consultadas. Ej.

1.Plonat H. Elementos de Analisis Clinico Veterinario,
Ed. Acribia. Zaragoza (Espana), 1984; p.45-75

Las tablas se presentaran en hojas separadas y con ti-
tulos completos ubicados sobre el margen superior y numera-
dos con numeros arabigos, deberd incluirse ademas el titulo
en inglés. Los graficos se presentaran también en hojas sepa-
radas pero con titulos explicativos ubicados al pie de los mis-
mos y numerados consecutivamente con ndmeros romanos de-
biéndose incluir ademas el titulo en inglés. Las tablas, grafi-
cos o fotos se adjuntaran al final del manuscrito debiéndose

indicar en el texto la posicion correspondiente "insertar" tabla
N° o grafico N° o foto N°. Las fotografias deberan remitirse con
la numeracion en el reverso escrito con lapiz (o pegar una eti-
queta de papel) de acuerdo a su secuencia en el texto, asi como
también indicarse el titulo y el autor del trabajo y cudl es la
parte superior de la misma. El tamarfio debera ser de 10 por 15
cm, pudiendo reducirse en la publicaciéon por lo que se sugiere
la buena calidad del detalle que se quiera resaltar. Cada foto
debera ser acompariada de una breve resena explicativa de la
misma en espariol y en inglés.

II. Articulos de Revision

Versaran sobre temas relevantes incluyendo una revi-
sion bibliografica adecuada y sus autores deberan tener ido-
neidad en los mismos. Estos articulos incluiran las siguientes
secciones: titulo, titulo en inglés, resumen, "abstract”, texto,
agradecimientos, bibliografia y la extensién de estos trabajos
no excederdn las cincuenta paginas y sesenta citas bibliogra-
ficas.

El autor no debera solamente realizar una recopilacién
bibliografica exhaustiva, sino que ademas debera hacer una
discusion critica sobre el tema considerado, destacando la tras-
cendencia actual y futura y los puntos sobre los que existan
diferencias de opinion.

III.Comunicaciones breves

Esta seccién estard destinada a la comunicacién de ha-
llazgos preliminares en trabajos de investigaciéon en marcha y
a la descripcién de nuevas técnicas (de laboratorio, quirirgi-
cas, de produccion), hallazgos clinicos exdticos o poco frecuen-
tes, etc. Su organizacion debera seguir el lineamiento general
indicado en el Item I. No deberan exceder las dos paginas in-
cluyendo no mas de 10 citas bibliograficas.

IV.Informacion Institucional

Esta seccion sera destinada a difundir todas aquellas
actividades o informaciones de la Facultad de Ciencias Veteri-
narias de la Universidad Nacional de La Plata que tengan una
relacion directa con los objetivos dispuestos para la presente
publicacion.

V.Cartas al editor

En esta seccién se incluirdn actualizaciones breves y co-
mentarios sobre articulos ya publicados. Las cartas (hasta 1000
palabras de texto) deberdn ser en formato carta y no se dividi-
ran en secciones. Las cartas comenzaran con una introduc-
cién breve sobre la relacion del tema. Incluir desarrollo de mé-
todos; referencias, en no mas de cinco; y figuras o ilustracio-
nes, en no mas de dos.

Correspondencia

Toda correspondencia dirigida a esta revista de-
bera realizarse a la siguiente direccion:

Sr. Director ANALECTA VETERINARIA

CC 296 (B1900AVW) La Plata, ARGENTINA
TEL/FAX: 0221-4257980

Desde el exterior: +54-221-4257980
E-mail: analecta@fcv.medvet.unlip.edu.ar
Web:www.medvet.unlp.edu.ar
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