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Trabajos de Investigacion

EFECTIVIDAD DEL MUESTREO PARA DETECTAR
PREVALENCIA DE ENFERMEDADES PODALES EN
GANADO LECHERO DEL PARTIDO DE TANDIL

Confalonieri O!, Passucci JA?, Rodriguez EM3,
West M2, Tapia MO*, Soraci A*

! Area de Semilogia Depto. de Clinica; 2 Area de Epidemiologia Basica. Depto. SAMP;
3 Area de Bioestadistica. Depto. SAMP?, Area de Toxicologia. Depto. FisFarVet.
Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad
Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires

RESUMEN: Las enfermedades podales del ganado lechero, producen importantes pérdidas
econdémicas. Fue evaluada la efectividad de un muestreo para estimar la prevalencia de
enfermedades podales, comparando dicho estimador con el pardmetro obtenido al revisar
todos los animales. De una poblacién de 12132 se muestrearon 369 animales en 24 tambos
en Tandil, durante 2005, estratificados segtin tamario. El método de seleccion fue al azar
simple para las vacas en ordenie y en forma sistemdtica para las vacas secas. El estimador
y el pardmetro de la prevalencia de enfermedades podales en general y de pietin en particu-
lar, fueron comparados mediante el test binomial. La prevalencia muestral de enfermedades
podales fue 2.168% (IC95% 0,94-4,23), y el parametro fue 2,703%, respecto al pietin, el esti-
mador fue 0.813% (IC95% 0,17-2.36) y el parametro 0,668%. En ambos casos la diferencia
no fue significativa (P>0.05). El miembro mds afectado fue el posterior derecho tanto en la
muestra como en la poblacién (46,95% y 62.,% respectivamente). El grado de claudicacion 3
fue el mas frecuente tanto en la poblacion (60,37%), como en la muestra (75%). Los paramet-
ros de prevalencia estdn incluidos dentro de los intervalos de confianza de los estimadores,
validando la metodologia de muestreo empleada.

Palabras clave: muestreo, enfermedades podales, prevalencia, ganado lechero.

EFFECTIVENESS OF SAMPLING TO DETECT PREVALENCE
OF FOOT DISEASES IN DAIRY CATTLE OF TANDIL COUNTY

ABSTRACT: Foot diseases of dairy cattle produce significant economic losses. We evaluated
the effectiveness of a sampling to estimate the prevalence of foot diseases. We compare the
estimator with the parameter obtained by reviewing all animals. A sample of 369 animals was
taken from a population of 12132 animals, in 2005 year and we considerer startes according
animals size. The selection method was simple random for milking cows and dry cows in a
systematic way. The estimator and the prevalence parameter of foot diseases in general and
digital dermatitis in particular, were compared using the binomial test. The sample prevalence
in foot diseases was 2,168% (95% CI 0.94 - 4.23), and the parameter was 2,703%, compared
with the digital dermatitis, the estimator was 0.813% (95% CI 0.17 - 2. 36) and the parameter
0.668%. In both cases the difference were not significant (P> 0.05). As well in sample and in
population the most affected member was right back (46.95% and 62.5% respectively). Clau-
dication 3 degree was the most common in the population (60.37%) as in the sample (75%).
We conclude that the prevalence parameters are included within the confidence intervals of
the estimators, validating the sampling methodology employed.

Key words: sampling, foot diseases, prevalence, dairy cattle.
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0. Confalonieri y col.

INTRODUCCION

Las enfermedades podales afectan a los bo-
vinos, particularmente al ganado lechero y cuya
incidencia varia relacionandose con caracteris-
ticas propias de los animales, con el clima y la
topografia, entre otras. Estas patologias producen
pérdidas econémicas importantes, traducidas en
pérdida de peso, disminucion de la produccion
lactea, disminucion de la actividad sexual y au-
mento del nimero de animales eliminados de los
rodeos (1, 2).

Una de las formas de obtener informacién
respecto a la prevalencia de una enfermedad en
una poblacion es por medio de la realizacion de
un muestreo. Como ventaja fundamental de la
utilizacién del mismo, es el mejorar la calidad de
la informacion recabada y la disminucion en los
costos. Por el contrario, dentro de las desventa-
jas de utilizar dicha herramienta, figuran el no
conocer el total de la poblacion y el que debe ser
realizado por un especialista. Una muestra es
representativa, no s6lo cuando posee un tamano
adecuado, sino que también, que el método de
seleccion sea el correcto, de manera que todas
las caracteristicas de la poblaciéon estén repre-
sentadas de forma adecuada.

El objetivo del presente estudio fue deter-
minar el grado de efectividad del muestreo para
la deteccion de la prevalencia de enfermedades
podales en tambos del partido de Tandil a través
de comparar dichos resultados con los obtenidos
al revisar la poblacién.

MATERIALES Y METODOS

Durante el afio 2005, se estudié la preva-
lencia de enfermedades podales en vacas de 24
tambos del partido de Tandil, por medio de 2
estrategias diferentes: 1) muestreo estratificado
y probabilistico y 2) realizando un censo.

Los tambos fueron clasificados segun el
numero de vacas en:

Tambos chicos: menos de 150 vacas en
ordene

Tambos medianos: entre 150 y 500

Tambos grandes: entre 501 y 1000

Megatambos: mas de 1000

Para la primera estrategia se procedio
a calcular el tamafo muestral de la siguiente
manera:

Determinacion del tamafio muestral

Al no contar con informacién basica sobre
prevalencia de enfermedades podales en la zona
a estudiar fue considerado el escenario mas des-
favorable asumiendo una prevalencia (P) del 50%
de animales pretendiéndose un error maximo del
10% y una confianza del 95% (3). La cantidad de
animales a muestrear fue de 384.

La cantidad de animales a muestrear por
establecimiento se asigné en forma proporcional
el tamano del mismo, tomando 5 animales en es-
tablecimientos chicos, 16 animales en medianos
o grandes y 22 en los megatambos (Tabla 1).

Tabla 1. Cantidad de animales segiin el tamano del establecimiento y cantidad de animales a

muestrear

Table 1. Number of animals depending on the size of the establishment and number of animals sampled

Tipo de tambo N° % N° N° animales a N° animales a
animales* establecimientos muestrear por muestrear
a muestrear establecimiento
Chicos 1394 5 4 5 20
Medianos 8937 32 8 16 128
Grandes 9358 34 8 16 128
Mega 8155 29 5* 22 110
Total 27.844 100 25 386

* Extraido de las planillas de la Sociedad Rural de Tandil

Forma de seleccion de la muestra

Una vez determinado el nimero de animales
a muestrear en cada establecimiento se procedi6
a la seleccion de los mismos, muestreando tanto
vacas en ordefie como vacas secas, pero la meto-
dologia utilizada para cada grupo fue diferente.
En el grupo de vacas en ordefie, fue realizado un
muestreo al azar simple utilizando una tabla de
numero aleatorios. Una vez obtenidos los nume-
ros de los animales a muestrear, se procedi6 a la
eleccion de los mismos, de acuerdo al orden en
el cual ingresaban a la sala de ordeiie, para no
perturbar el trabajo diario dentro de la misma,

** So6lo hay 5 megatambos

por ejemplo para un establecimiento chico los
numeros fueron 64, 35, 128, 15 y 85. En este
ejemplo se muestrearon los animales que fueron
ordefiados en el 15°, 35°, 64°, 85° y 128° lugar.
Dentro del grupo de las vacas secas, se realizé un
muestreo sistematico, aprovechando los trabajos
rutinarios realizados con este grupo de animales,
obteniéndose la informacion en la medida que los
mismos pasaban por la manga.

Para la segunda estrategia, se procedi6 a
revisar todos los animales con enfermedades po-
dales presentes en los 24 establecimientos mues-
treados, siendo 12132 vacas el total de animales

6 AnaLEcTA VETERINARIA 2008; 28 (2): 5-8

ISSN 0365-5148



que conformaban la poblacién en estudio.

Posteriormente a partir de los datos del
muestreo se estimé la prevalencia de enferme-
dades podales y el intervalo de confianza del
95% y a partir de la informacion del censo fue
calculado la verdadera prevalencia poblacional
(parametro).

Para comparar ambas prevalencias, se rea-
liz6 un test para igualdad de proporciones, test
binomial (4). Igualmente se procedi6é a comparar
la prevalencia de pietin entre el valor estimado
y el parametro.

Ademas se compararon entre ambos grupos
las siguientes variables: miembro afectado, grado
de claudicacion y pezuna afectada.

RESULTADOS

Por razones ajenas al disefio de la muestra
es que so6lo se muestrearon 369 animales distri-
buidos en 24 tambos, lo cual determina que el
error aceptado o precisiéon fue del 10,2 % de la
prevalencia.

De los 369 animales revisados en la mues-

Muestreo en enfermedades podales

tra, el 2,168% (8/369) de los mismos tenian
enfermedade podales. El intervalo de confianza
binomial exacto del 95% de dicho estimador fue
0,94 — 4,23. De los 12132 animales que compo-
nian la poblacion, 328 presentaron enfermeda-
des podales, que representa una prevalencia del
2,703%. El test binomial no detecté diferencias
significativas (p>0.05) entre ambas proporcio-
nes.

Dentro de las enfermedades podales, se
determiné la prevalencia de pietin en ambos
grupos. En el muestreo la prevalencia fue del
0,813% (8/369) con un intervalo de confianza
binomial exacto del 95% que va entre 0,17 y 2,36.
La prevalencia de pietin en la polacién fue del
0.6676% (81/12132). El test binomial tampoco
detect6 diferencias significativas (p>0.05) entre
ambas proporciones.

En la tabla 2 se muestran las frecuencias
y los porcentajes de miembros afectados de en-
fermedades podales, tanto en el muestreo como
en la poblacién.

Tabla 2. Miembros afectados por enfermedades podales en animales de ganado lechero, en el mues-

treo y la poblacién. Tandil. 2005

Table 2. Members affected by foot diseases in animals of dairy cattle, in the sampling and population. Tandil. 2005

Miembro /s afectados Muestreo Poblacion
Frec. % Frec. %

Anterior Derecho - - 14 4.27
Anterior Izquierdo 1 12.50 25 7.62
Posterior Derecho 5 62.50 154 46.95
Posterior Izquierdo 2 25.00 109 33.23
Ambos posteriores - - 24 7.32
Los 4 miembros - - 2 0.61
Total 8 100 328 100

En la tabla 3 se muestran los grados de
claudicacién alcanzados por las patologias po-
dales, en el muestreo y la poblacién.

Tabla 3. Grado de claudicaciéon de las enferme-
dades podales en animales de ganado lechero,
seglin muestreo y poblacion. Tandil. 2005

Table 3. Degree of claudication of foot diseases in animals

dairy cattle, according to sampling and population Tandil.
2005

Grado de Muestreo Poblaciéon
claudicacién Frec. % Frec. %

1 - - 3 0.91
2 2 25 73 22.26
3 6 75 198 |60.37
4 - - 51 15.55
Sin especificar - - 3 091
Total 8 100 | 328 100

DISCUSION

Los parametros de prevalencia estan in-
cluidos dentro de los intervalos de confianza de
los estimadores correspondientes, no encontran-
dose diferencias significativas en las proporciones
de enfermedades podales.

Por ultimo, se presentan los resultados ob-
tenidos, segin pezuna afectada por enfermedades
podales en animales de tambo, seglin muestreo
y poblacion.

Tabla 4. Pezuna afectada por enfermedades
podales en animales de ganado lechero, segin

muestreo y poblacion. Tandil. 2005
Table 4. Hoof affected by foot diseases in animals ganado le-
chero, according to sampling and population. Tandil. 2005

Pezuiia afectada Muestreo Poblacién
Frec. % Frec. %
Lateral - - 125 |38.11
Medial 1 12.5 40 12.20
Ambas 3 27.5 35 10.67
Sin especificar 4 50 128 | 39.02
Total 8 100 | 328 100

El miembro mas afectado por las mismas
fue el miembro posterior derecho con un 46,95%
en la poblacién y un 62,5% en la muestra.

Respecto al grado de claudicacién, en la
poblacién el grado 3 fue el que tuvo mayor pro-
porcion, con un 60,37% y en la muestra el mismo
fue de 75%.
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Por ultimo y al comparar la/s pezuia/s
afectada/s, encontramos que en la poblacion la
mas afectada es la lateral, mientras que en la
muestra son ambas pezunas.

Los resultados obtenidos a partir de la
muestra para detectar animales con patologias
podales fue representativo de lo que ocurre en la
poblacién, validando la metodologia de muestreo
empleada.
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PUESTA A PUNTO E INTERPRETACION DE LA ASPIRACION
CON AGUJA FINA EN EL DIAGNOSTICO DE HIPERPLASIA
PROSTATICA Y PROSTATITIS CRONICA CANINA

Gonzalez G!', Maffrand C!, Guendulain C!,
Otegui F!, Gobello C?

! Universidad Nacional de Rio Cuarto
2 Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata

RESUMEN: La hiperplasia prostdtica benigna (HPB) y sus complicaciones infecciosas son las
enfermedades prostdticas mds prevalentes en perros de edad avanzada. Aunque la biopsia
ofrece el diagndstico definitivo, la aspiracién con aguja fina (AAF) con guia ecogrdfica es una
herramienta rdapida y segura para el diagnoéstico citolégico presuntivo de las alteraciones
prostdticas. El objetivo del presente trabajo fue poner a punto la técnica de AAF prostdtica
ecodirigida y la interpretacién del material obtenido en casos de HPB y prostatitis crénica
(PC). Se evalué ecogrdficamente y se aspiré por via transabdominal ecodirigida la préstata
de 45 caninos. Se tomaron muestras para estudio histopatolégico en 16 de los animales.
El estudio ecografico reveld 21 casos de glandulas normales y 24 de HPB (12 con quistes)
mientras que el citolégico 27 y 15 de los mismos grupos e incluso detecté 3 casos de PC que
fueron corroborados por histopatologia. Esta ultima revelé también 4 prostatas normales y 9
HPB. Debido al procedimiento de AAF del tejido prostdtico, tres animales (6.7 %) presentaron
hematuria, que en todos los casos fue autolimitante. Este estudio sugiere un acuerdo entre
la citologia y el diagnéstico histopatoldgico en la HBP y la prostatitis crénica, lo que califica a
la AAF ecodirigida como una maniobra diagnéstica ttil para la evaluacién de enfermedades
no supurativas, no neopldsicas de la glandula prostdtica del perro.

PALABRAS CLAVES Perro- prostata — aspiracion por aguja fina- citologia

FINE TUNING AND INTERPRETATION OF NEEDLE
ASPIRATION BIOPSY IN THE DIAGNOSIS OF BENIGNE
PROSTATIC HYPERPLASIA AND CHRONIC PROSTATITIS
IN THE DOG

ABSTRACT: Benign prostatic hyperplasia (BPH) and its infectious complications are very
prevalent diseases in the aging dog. Although biopsy offers the definitive diagnosis, ultrasound
guided-fine needle aspiration (US-FNA) cytology is a safe and quick tool for the presumptive
diagnosis of prostatic conditions. The aim of this study was to fine tune the technique and
interpretation of US-FNA in cases of BPH and chronic prostatitis (CP). The prostate of 45 dogs
were transabdominal ultrasounded and aspirated. Tissue for histopathological diagnosis was
also carried in 16 dogs. Ultrasound examination presented 21 cases of normal gland and 24
cases of BPH (12 with cysts) while cytology showed 27 and 15 cases of the same groups and
even detected 3 cases of CP that were corroborated by histopathology. This last technique
also revealed 4 normal and 9 hyperplastic glands. Three animals (6.7%) presented transient
hematurya. This study suggests an agreement between cytology and histopathologic diagnosis
of BPH and chronic prostatitis which guarantees the use of US-FNA in the evaluation of non
suppurative, non- neoplastic diseases in the canine prostate.

KEY WORDS Canine - prostate- fine needle aspiration - citology
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INTRODUCCION

La prostata es la tnica glandula sexual
accesoria del macho canino, se localiza con pre-
dominio en el espacio retroperitoneal, caudal a
la vejiga y se relaciona con el recto dorsalmente
y con la sinfisis pubica y la pared abdominal
ventralmente (1). En términos generales, las
enfermedades prostaticas pueden clasificarse
como neoplasicas, infecciosas u hormonales; la
hiperplasia prostatica benigna (HPB) es la entidad
que se presenta con mayor frecuencia (2,3).

La HPB se caracteriza por un desarrollo
anormal del tejido glandular y una irregularidad
en el tamano y forma de los acinos prostaticos.
@ Mas del 80% de los caninos enteros mayores
de S anos exhiben hiperplasia y el volumen de la
glandula de esos animales es 2.6 veces mas gran-
de que en perros normales de igual peso (5,6).
La hiperplasia glandular suele acompanarse de
alteraciones quisticas mas o menos importantes
(7,8).

La prostatitis crénica (PC) es una infecciéon
prolongada en el tiempo, que puede ser asintoma-
tica y solo ser descubierta luego del diagnéstico
de infecciones urinarias recurrentes. La Esche-
richia coli es el organismo aislado con mayor
frecuencia (9). La inflamacién cronica puede
causar fibrosis y variaciones en la consistencia
pero sin aumento de tamafio, aunque, en casos
de presentar colectas (quistes y/o abscesos) su
tamafio puede aumentar. A la ecografia se ob-
serva un aumento marcado de la ecogenicidad,
focal o difusa y puede estar acompanada de areas
anecoicas de distintos tamafios que representan
abscesos, lo que impide diferenciarla de la HPB
o la neoplasia (10).

La ecografia es 1til para detectar cambios
en el parénquima de la glandula y diferenciar le-
siones soélidas de cavitarias, sirve como guia para
realizar las aspiraciones y biopsias, minimiza la
morbilidad y asegura la coleccién de muestra
en la enfermedad localizada." No obstante, el
examen ecografico en la HPB no permite emitir
un diagnéstico certero, tampoco distinguirla de
la prostatitis crénica o de ciertas lesiones tumo-
rales, por lo que es indispensable la citologia y/o
biopsia para confirmar el diagnéstico (12,13).

La aspiraciéon con aguja fina (AAF) tiene
varias ventajas para el diagndstico de las enfer-
medades prostaticas por ser una técnica rapida,
segura, poco invasiva; el principal objetivo de
esta técnica de diagnéstico es obtener un numero
significativo de células intactas que reflejen la
composicién de una lesion focal o generalizada.
(14) A pesar de ello tiene limitaciones especificas,
por ejemplo, esta contraindicada en prostatitis
supurativa o en abscesos prostaticos ya que un
amplio numero de bacterias pueden ser sembra-
das a lo largo del trayecto de la aguja; también
esta técnica puede proveer insuficiente material

para el diagnoéstico y las lesiones pequefias pue-
den no ser detectadas. Las complicaciones de
la aspiracion son raras, ocasionalmente ha sido
observada una hematuria transitoria (15).

La histopatologia de las enfermedades pros-
taticas contintia siendo la mejor prueba diagnos-
tica, ya que, tanto la arquitectura del tejido como
cada detalle, puede ser valorado (16,17). Con
frecuencia la biopsia es usada para verificar un
diagnostico tentativo de la AAF. Estudios previos
demostraron una correlacién de la citologia con
la histopatologia del 80% en el adenocarcinoma
y de un 75 % en las prostatitis (18). No obstante,
por distintas razones que incluyen las econoé-
micas, anestésicas entre otras, la biopsia no es
frecuentemente realizada en muchas situaciones
clinicas.

El objetivo del presente trabajo fue poner
a punto la técnica de AAF prostatica ecodirigida
y la interpretacion del material obtenido en ca-
sos de HPB y PC en el Servicio de Ecografia y de
Analisis Clinicos de la Facultad de Agronomia y
Veterinaria de la UNRC.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron 45 caninos adultos, prove-
nientes de la perrera municipal, cuyas edades
oscilaban entre 1 y 14 anos y sus pesos entre 9
y 40 kg. Inicialmente se clasificaron los animales
por ecografia (Eckhoson SONO ACE, Seoul, Co-
rea, tranductor convex de 5y 6,5 Mhz) de acuerdo
a la ecogenicidad, volumen y morfologia de la
glandula prostatica como normales, con HPB o
con hiperplasia prostatica quistica (HPQ).

Se consideré una glandula ecograficamen-
te normal aquella con textura granular media,
uniforme, con una delgada capsula hiperecoica,
de forma circular o eliptica al corte longitudinal
y bilobulada (forma de mariposa) y simétrica, al
corte transversal (19,20). Contrariamente, una
glandula con HPB se defini6 como aquella asi-
métrica con parénquima hiperecoico o hipoecoi-
co, aunque, mantuviera la arquitectura normal
(10,11,13). Cuando la HPB se acompanaba de
quistes dentro del parénquima se la denomind
HPQ (19,20).

Inmediatamente después los caninos
fueron sedados con maleato de acepromacina
(Acedan®, Holliday) 0,5-1 mg/kg via im y co-
locados en decubito dorsal sobre la camilla. La
piel a nivel del area inguinal se prepar6é como
un campo quirdargico aséptico. El transductor
del ecografo se ubic6 a un lado del prepucio y la
aspiracién ecodirigida de la glandula prostatica la
realiz6é la misma persona. Con una mano guiaba
el transductor y con la otra la aguja de puncién.
Se utilizaron agujas espinales con estilete de 6-15
cm de longitud. La aguja se introdujo en forma
perpendicular al haz de ultrasonido dirigida hacia
la préstata y se controlé su avance en la pantalla
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del monitor. Una vez lograda la posicién deseada
dentro de la glandula, se retir¢ el estilete, se aco-
plo una jeringa de 20 ml y se movilizé la aguja
en distintos sentidos aplicando presién negativa
reiteradas veces (21,22).

Con el material obtenido se realizaron por
deslizamiento en forma inmediata los extendidos
en portaobjetos, en nimero variable dependiendo
de la cantidad de material y se colorearon con la
tincion de May Grunwald Giemsa. Cada prepa-
rado fue observado en 10xy 100x con inmersion
y de acuerdo a la celularidad observada se lo
clasific6 como normal, con HPB o con PC segiin
Zinkl (23).

En aquellos casos que se visualizaron quis-
tes intraprostaticos se los aspir6 para su estudio
citologico y cultivo de bacterias aerdbicas. El
liquido aspirado fue centrifugado a 1000 rpm en
una citocentrifuga durante 10 min, se tom6 una
gota del sedimento se realiz6 un frotis que se
fij6 al aire y se tifi6 con May Grunwald-Giemsa
(21,22). Cuando el material fue muy viscoso se
coloco una gota de solucion fisiologica entre dos
portaobjetos y cuando la misma se extendio a
su diametro maximo, se separaron de modo que
quedaron dos extendidos (23). Cada muestra fue
observada como se explicé anteriormente.

En 16 de los animales se tomaron, ade-
mas, muestras para su estudio histopatolégico,
las que se fijaron en formalina y colorearon con
hematoxilina-eosina de acuerdo a técnicas pre-
viamente descriptas (21,23).

RESULTADOS

El estudio ecografico de los 45 animales
revel6 21 casos normales, 12 con HPB y 12 con
HPQ (Tabla 1). Ningtin caso de prostatitis cronica
pudo ser detectado por este método.

En 2 casos (4,4 %) la celularidad aportada
por la aspiracion fue insuficiente para la clasifi-
cacion del preparado ya que solo se observaban
eritrocitos y escasos neutroéfilos. En estos casos
se repitié la aspiracion obteniéndose material
suficiente en esta segunda oportunidad.

En las prostatas citolégicamente normales
las células epiteliales observadas fueron ctuibicas,
columnares y escasas transicionales. Las células
epiteliales cubicas se encontraban aisladas en
grupos, eran de tamano pequenio o medio, con
nucleo redondo o ligeramente oval, y de ubicacion
central o periférica. El citoplasma de estas células
era ligeramente basoéfilo con aspecto finamente
granular y ocasionalmente vacuolizado. Cuando
las células aparecian agrupadas no siempre se
distinguieron los bordes citoplasmaticos (Figura
1). Las células columnares resultaron mas ci-
lindricas, con nucleo redondeado o ligeramente
oval ubicado en la porcién basal. El citoplasma
era levemente baséfilo y en algunas células se
observaron pequenas vacuolizaciones en el borde

Citologia diagndstica de la préstata canina

Tabla 1: Resultados de los estudios ecograficos,
citolégicos, bacteriologicos e histopatolégicos

prostaticos, realizados en 45 caninos machos.
Table 1: Ultrasonographic, cytological, histopathological and
bacteriological prostatic findings in 45 male dogs.

Canino Ecografia Citologia Histopatologia Cultivo
1 normal normal no se realizé no se realizé
2 HPQ HPB no se realiz6 negativo
3 HPQ HPB no se realizo negativo
4 HPQ normal Normal negativo
5 HPQ normal no se realizé positivo
6 HPB HPB HPB no se realizé
7 normal normal no se realizo no se realizo
8 HPB HPB no se realizo no se realizo
9 HPQ HPB HPB negativo
10 HPQ PC PC/HPQ positivo
11 HPQ HPB HPB negativo
12 HPQ HPB no se realizo negativo
13 normal normal no se realizé no se realizé
14 normal normal no se realizé no se realizé
15 HPQ PC PC/HPQ positivo
16 HPB normal no se realizo no se realizo
17 HPB normal no se realizé no se realizé
18 normal normal no se realizé no se realizé
19 HPB HPB no se realizé no se realizé
20 normal normal no se realizo no se realizo
21 normal normal no se realizo no se realizo
22 normal normal no se realizé no se realizé
23 normal normal no se realizé no se realizé
24 HPB HPB no se realizé no se realizé
25 HPQ PC PC/HPQ positivo
26 normal normal no se realizé no se realizé
27 normal normal no se realiz6 no se realizé
28 normal normal no se realizé no se realizé
29 normal normal no se realizo no se realizo
30 HPQ HPB HPB negativo
31 normal normal no se realizé no se realizé
32 normal normal normal no se realizé
33 normal normal no se realizo no se realizo
34 normal normal no se realizé no se realizé
35 normal normal normal no se realizé
36 normal normal no se realizé no se realizé
37 HPB normal HPB no se realizo
38 HPB HPB HPB no se realizé
39 normal normal HPB no se realizé
40 HPB HPB HPB no se realizé
41 HPB HPB BPB no se realizé
42 HPQ HPB no se realizo positivo
43 normal normal normal no se realizé
44 HPB normal no se realizé no se realizé
45 HPB HPB no se realizé no se realizé

HPB: Hiperplasia prostatica benigna HPQ: Hiperplasia pros-
tatica quistica PC: Prostatitis crénica

basal y granulaciones acidofilas en el apical, rela-
cionadas posiblemente con la actividad secretoria
de las mismas (Figura 2).

En las prostatas con diagnostico citologico
de HPB se observaron cambios poco evidentes,
como celularidad escasa a moderada, citoplasma
basoéfilo y ligeramente granular. Los ntcleos eran
redondeados, de localizacion excéntrica en la
mayoria de los casos y rara vez fueron observa-
dos nucleolos. La relacion nucleo/citoplasma se
encontr6o aumentada con respecto a la préostata
normal. En algunos extendidos se observé un
incremento en el niumero de células epiteliales,
aumento en la basofilia y marcada vacuolizacién
citoplasmatica (Figuras 3 y 4). En un solo caso se
observo la presencia de un cuerpo amilaceo, de
aspecto homogéneo, fuertemente eosinofilico.

En las PC se observé junto a la presencia
de neutrofilos, un incremento de mononuclea-
res, linfocitos y macréfagos. En algunos casos,
los macréfagos presentaban eritrofagocitosis o
hemosiderina como un indicador de la actividad
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Fig. 1: Células epiteliales, con nucleos ligera-
mente ovales, excéntricos y citoplasma acidoé-
filo.

Fig. 1. Epithelial cells, with slightly oval, eccentric nuclei and
acidophilic cytoplasm.H&E 600x

Fig. 2: Glandula prostatica normal con células
columnares con nucleos periféricos y abundante

citoplasma. May Griinwald 1000x
Fig.2: Normal prostate with columnar cells with peripheral
nuclei and abundant cytoplasm. May Grinwald. 1000x

= E

Fig.3: Células epiteliales dipersas y en colgajos.

May Grunwald 200x.
Fig. 3: Dispersed and grouped epithelial cells.

Fig. 4: Colgajo de células epiteliales con marcada

basofilia citoplasmatica. H&E 1000x
Fig. 4: Groups epithelial basophilic cells. H&E 1000x

Fig. 5: Racimo de células epiteliales con cito-
plasma basofilo y macrofagos (flechas). May

Grunwald. 1000x
Fig.5: Cluster of epithelial cells with citoplasmatic basophilic
and macrophages (arrows). May Grinwald. 1000x

reparativa de estas células frente al proceso infla-
matorio y diapédesis de eritrocitos (Figura 5).

El liquido obtenido de los quistes fue ace-
lular y negativo al cultivo en 7 casos (58,3 %). Al
concentrarlo, la citologia no difirié practicamente
de la glandula normal, se visualizaron unas pocas
células epiteliales, escasos neutréfilos y algunos
desechos celulares. En los casos que el cultivo
del liquido aspirado resulté positivo, 5 de los 12
casos, (41,6%) 2 fueron a Staphylococcus aureus,
2 a Escherichia coliy 1 a Proteus sp y la poblacion
bacteriana en todos los casos fue >100.000/ml.

Del total de 45 caninos a los que se les
realiz6 AAF, solo 3 (6,7 %) presentaron hematu-
ria autolimitante durante 3 dias posteriores a la
misma. La presencia de células transicionales
en el extendido de uno de los casos hace supo-
ner que se atravesé accidentalmente la uretra
prostatica.
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DISCUSION

Como era de esperar, la visualizacién eco-
grafica de la préstata previa al estudio citologico
fue de gran utilidad en la evaluacion del parén-
quima y la deteccién de anormalidades locales o
difusas para su posterior aspiracion. Incluso, es
importante hacer notar, que el diagnéstico de las
formas quisticas dependié casi exclusivamente
de esta técnica.

La escasa celularidad es una limitante
conocida de la AAF (1, 15, 23), en este estudio
no resulté ser un gran inconveniente ya que se
presenté en un escaso porcentaje de pacientes
y fue facilmente solucionado con una segunda
aspiracion.

El porcentaje relativamente alto de falsos
negativos de la AAF para el diagnéstico de HPB
puede deberse a que las alteraciones citologicas
fueron sutiles comparadas con los de préstata
normal. Este hallazgo concuerda con la bibliogra-
fia que sefiala que la citologia es menos efectiva
en enfermedades hiperplasicas no neoplasicas
(18,24). En cambio la PC resulté mucho mas facil
de diagnosticar debido al hallazgo constante de
células tipicas de la inflamacion.

La evidencia citologica de inflamacién se
correlacioné en todos los casos con la infeccién
prostatica diagnosticada por el cultivo (1, 24).
Solo en 2 casos en que la citologia informé nor-
malidad, el cultivo fue positivo, esto refuerza la
idea que el liquido aspirado de un quiste siem-
pre debe ser cultivado. La poblacion bacteriana
hallada coincide con la informada por la biblio-
grafia (1, 2) para la prostatitis cronica séptica,
hallandose cultivos puros para un determinado
microorganismo.

La Unica complicacion de la AAF fue la
aparicion de hematuria leve en un bajo porcen-
taje de animales en los que no hubo que realizar
ningun tratamiento.

El acuerdo encontrado entre AAF y biopsia
para el diagnéstico de esas condiciones anorma-
les de la prostata esta en linea con lo publicado
previamente (75%) para los desordenes prosta-
ticos caninos (15).

Este estudio con 45 animales ha permitido
familiarizarnos con la técnica e interpretacion de
AAF ecodirigida, la que demostr6 ser segura e
incluso tener una buena correlacién con la histo-
patologia para el diagnéstico de la HPB y PC.

Estos estudios garantizaran en el futuro
el uso de la AAF ecodirigida como una maniobra
diagnéstica inicial para la evaluacién de enfer-
medades no supurativas, no neoplasicas de la
glandula prostatica del perro.
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PREVALENCIA Y DETECCION DE FACTORES DE RIESGO DE
PATOLOGIAS PODALES Y SU INFLUENCIA EN LA
PRODUCCION LACTEA EN BOVINOS DE LA CUENCA LECHERA
MAR Y SIERRAS DE TANDIL

Confalonieri OE!, Soraci AL?, Passucci JA3,
Rodriguez EM3, Becaluba HM*, Tapia MO?
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Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires

RESUMEN: Las patologias podales que afectan a los bovinos, tienen particular importancia
en el ganado lechero. Ante la falta de antecedentes en rodeos de la Cuenca Lechera Mar y
Sierras, fue realizado un estudio para determinar la prevalencia, su clasificacion y detec-
tar factores de riesgo como también la implicancia de las mismas en la produccién ldctea.
Fueron examinados 24 tambos pertenecientes a dicha cuenca entre marzo y diciembre del
2005.El test de locomocion de Sprecher, D. J. y col.(1997), fue utilizado para determinar
el grado de claudicacion .El efecto de dichas patologias en la produccién fue evaluado por
medio de ANOVA y el andlisis de riesgo uni y multivariado mediante regresioén logistica. La
prevalencia poblacional de enfermedades podales fue de 2,71 %. Las principales patologias
diagnosticadas fueron dermatitis interdigital, dermatitis digital y laminitas crénica. Los ani-
males con mayor produccioén fueron los mds afectados ( p<0,05). El andlisis de riesgo detecté
que la no utilizacion de toros mejoradotes de patas y el tipo de suelo del establecimiento “no
deseado” fueron factores de riesgo significativos para la presentacién de patologias podales
(p<0,05), evidenciando la componente ambiental ( tipo de suelo) y genética ( aplomos) de
estas patologias.

Palabras clave: patologias podales, dermatitis digital, laminitis , factores de riesgo, ganado
lechero.

PREVALENCE AND DETERMINATION OF RISK FACTORS OF
HOOF PATHOLOGIES AND THEIR INFLUENCE IN MILK
PRODUCTION IN TANDIL MAR Y SIERRAS BASIN

ABSTRACT: In order to determine the prevalence of lameness, the type of the lesions and
degree of cow's lameness a study was carried out in 24 dairy farms. The farms were visited
once each between March and December, 2005. In each visit all the cows milked at the time
of the visit were observed during locomotion. In lame cows all four feet were examined. The
degree of lameness was scored according to Sprecher et al.,1997 scoring of dairy cattle.
The mean total prevalence was ( 2,71 %). The three most frequent lesions were interdigital
dermatitis, digital dermatitis and chronic laminitis. In the area of Mar y Sierras dairy basin
in Tandil. The univaried risk analysis detected that use of semen of bull improvers of feet
and the kind of soil of the establishment are significant risk factors for the development of
hoof pathologies.

Key words: hoof. diseases, digital dermatitis, laminitis, risk factors, dairy cattle.
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INTRODUCCION

Las patologias podales son enfermedades
que afectan a los bovinos, particularmente al
ganado lechero, generando diferentes grados de
dificultad en la locomocion. Esta situacion impi-
de el logro de un pastoreo efectivo. Los animales
caminan y se alimentan menos, permanecen mas
tiempo echados, pierden peso, disminuyen su
produccion lactea (entre 20y 50%) (1, 2) y calidad
(disminucién de materia grasa y de proteina) y
por ende se afecta la eficiencia reproductiva y el
manejo general del rodeo lechero, representando,
junto con otras problematicas reproductivas y
de mastitis, las principales causas de reposicion
en los tambos. Ademas y desde el punto de vista
econdémico, estas patologias incrementan los
costos terapéuticos, como asi también, el tiempo
y la mano de obra capacitada requerida. No de-
bemos olvidar que la importancia de las cojeras
radica en su efecto sobre el bienestar animal
(3). En el toro las lesiones podales, disminuyen
tanto la cantidad como la calidad del semen, y
ademas cuando las lesiones en las extremidades
posteriores son suficientemente importantes, el
animal renuncia a la monta debido intenso dolor
que ello ocasiona, resultando no apto para la
reproduccion (4).

Un aspecto involucrado en la presenta-
cion de estas patologias esta relacionado con el
tipo de instalaciones y manejo de los animales,
tipo de suelo y patio en sala de ordefo, (suelos
abrasivos), caminos adyacentes al tambo (secos
y entoscados) , higiene (acimulo de materia fecal
en los pisos de antesala y post-sala de espera),
medidas de profilaxis (uso de pediluvios) a los
que se ve enfrentada la vaca durante su vida
productiva (5, 6, 7).

La disminucion de la produccion de leche
diaria comienza antes que la afeccion podal se
haya diagnosticado clinicamente y exigiendo
varios meses post-tratamiento para recobrar los
valores iniciales de produccion, en el mejor de
los casos (2). El reconocimiento precoz de una
determinada patologia podal (aplicando los con-
ceptos del escore de locomocién (8), favorece la
pronta recuperacion del animal, minimizando
significativamente las mermas en la produccion
lactea.

Podemos resaltar que estas patologias
representan un problema mundial fuertemente
vinculado con las exigencias de incremento en
la produccién lechera (9). En un relevamiento
realizado en Uruguay, sobre 14 tambos durante
el afio 1995, fueron encontrados entre el 7y 20%
de animales afectados por diferentes grados de
cojera (10). En Argentina, estudios realizados
(11), durante un periodo de 17 meses y sobre
establecimientos lecheros de las provincias de
Buenos Aires y Santa Fé, mostraron una pre-
valencia inicial de 23 % y una prevalencia final

de 4.5 % sobre un total de 4621 animales. Los
costos anuales de los rodeos de vacas lecheras
afectadas por patologias podales muchas veces
son subestimados en nuestro pais. Estudios rea-
lizados en Inglaterra, Canada y Estados Unidos
arrojan un costo anualizado por vaca afectada
de U$S 389 (12).

Ante la falta de antecedentes acerca de la
prevalencia de patologias podales en los rodeos
lecheros de la Cuenca Lechera Mar y Sierras,
particularmente en explotaciones de la zona de
Tandil, se ha considerado importante realizar un
estudio que permita determinar la prevalencia, la
clasificaciéon de las mismas, el grado de claudica-
cion de los animales afectados, la influencia sobre
la produccion lactea y detectar posibles factores
de riesgo que favorezcan su presentacion.

MATERIALES Y METODOS

Fueron examinados 24 tambos pertene-
cientes a la Cuenca Lechera Mar y Sierras en el
periodo comprendido entre marzo y diciembre de
2005. Los tambos fueron seleccionados en base al
interés de los propietarios por acceder al estudio.
Atendiendo las sugerencias provenientes de la
Comision Nacional de Control Lechero, se esta-
blecieron 4 categorias de tambos: megatambos
(mas de 1000 animales); tambos grandes (entre
500 y 1000 animales); tambos medianos (entre
150 y 500 animales) y tambos chicos (menos de
150 animales). De las 12.132 vacas pertenecien-
tes a los 24 establecimientos lecheros, fueron
muestreadas 486 vacas registrando la edad, el
numero de lactancias, los dias de lactancia y la
produccién de leche diaria. El test de locomocion
(8), fue utilizado para determinar el grado de clau-
dicaciéon de alguno de los miembros y la conse-
cuente presencia de patologias podales, en todos
los animales de los 24 establecimientos. Este test
clasifica a la locomocion de las vacas lecheras
observando el animal parado y caminando, con
especial énfasis en la postura de su espalda. A
partir de estas observaciones se determina un
escore de claudicacién como manifestaciéon se-
cundaria del dolor. En la tabla 1 se muestran los
escores y la descripcion de cada uno.

DIAGNOSTICO Y CLASIFICACION DE
LAS LESIONES

Los animales que presentaron algiin grado
de claudicacion fueron separados del rodeo y
llevados a la manga para realizar una exhaustiva
inspeccién de sus miembros (incluyendo las pe-
zufias) y diagnosticando el tipo de lesién presente.
Para la clasificacion de las afecciones podales se
utilizo la siguiente clasificacién internacional:
a) ENFERMEDADES PRIMARIAS, como son la
Laminitis, la Dermatitis Interdigital, la Derma-
titis Digital, el Flemén Interdigital o Panandizo.
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Tabla 1. Descripcién de los Escores de locomocion segiin Sprecher y col.1997.

Table 1. Locomotion Scores according to Sprecher et al . 1997.

Scores | Condicién clinica  Descripcion

1 Normal

2 Cojera leve

3 Cojera moderada

4 Cojera

5 Cojera severa

pararse.

Se para y camina con postura de la espalda plana.
Su paso es normal.

Se para con postura de la espalda plana, al caminar
la postura de la espalda es arqueada.

Su paso es un poco anormal.

Se para o camina con postura de espalda arqueada.
Pasos cortos con una o mas patas.

Se para o camina con postura de espalda arqueada.
Pasos cortos con una o mas patas.

Una o mas patas descansan del peso.

Espalda arqueada. El animal se niega a soportar peso
en alguna pata, puede negarse o costarle mucho

b) ENFERMEDADES SECUNDARIAS, que estan
relacionadas con alteraciones del corion y con
la consiguiente alteracion del tejido corneo rela-
cionado. Suelen ser secundarias a las Laminitis,
entre las que se encuentran: Contusién, Hemo-
rragia, Ulcera, Separacion de la Linea Blanca,
Fisura de Talon e Hiperplasia Interdigital y c)
COMPLICACIONES, como: Abscesos (de Taléon
y Retroarticulares), Tendinitis, Artritis Séptica,
Osteomielitis, Infecciéon en Vaina Tendinosa y
Pododermatitis Séptica Generalizada.

Toda lesion diagnosticada clinicamente fue
registrada en una ficha individual incluyendo los
datos del propietario, del establecimiento, fecha
de la visita, nimero de caravana del animal ,
raza, edad (a través de su respectiva ficha de na-
cimiento y control lechero), produccion de leche,
numero de lactancias, tipo de servicio, distancia
recorrida hasta la sala de ordefie, cantidad de
ordenes diarios, grado de claudicacion, miembro
y pezuna afectada, tipo de lesion encontrada y
la ubicacién de la misma. Ademas junto con los
antecedentes de cada animal se llevo a cabo una
encuesta predial, con el objeto de caracterizar las
condiciones edilicias del establecimiento lechero,
el estado de los accesos a la sala de orderie, las
condiciones de los pisos de la misma y de los
corrales de espera y de post-ordenie y el suelo de
los potreros donde pastorean los animales como
asi también los datos sobre el manejo y el lugar
de alimentacion de los mismos (13).

Respecto al tipo de suelo del establecimien-
to el mismo fue categorizado en “deseable” en

aquellos casos donde el mismo era permeable y
“no deseable” cuando era o muy seco o directa-
mente inundable. Ademas se consideraron los
establecimientos que usaban para reproduccién
semen proveniente de toros que mejoraban los
aplomos o que no lo hacian.

ANALISIS ESTADISTICO

La variable producciéon de leche diaria,
obtenida a partir de los datos del control lechero
oficial, fue analizada mediante un Analisis de
Variancia (ANOVA) contemplando en el modelo,
la edad, el niumero de lactancias, el estableci-
miento y la presencia o no de patologias podales.
De acuerdo al momento de la lactancia en que
se encontraban las vacas, las mismas fueron
agrupadas en dos categorias: una con los ani-
males que se encontraban en los primeros tres
meses de lactancia (1¢, 2%, 3°) y una segunda
categoria con las vacas con cuatro o mas meses
de lactancia. Para el analisis fue utilizado el
procedimiento PROC GLM del SAS V9.1.3. La
estimacion del riesgo (OR) fue realizada mediante
regresion logistica univariada y multivariada, con
el procedimiento PROC LOGISTIC del SAS (14).

RESULTADOS

La tabla 2 muestra el nimero de vacas
observadas en cada tambo, teniendo en cuenta
el estado fisiologico-productivo de las mismas y
la cantidad de tambos muestreados, agrupados
por su tamano.

Tabla 2. Numero de tambos y cantidad de vacas, segiin tamano del establecimiento.
Tabla 2. Number of dairy farms and numbers of dairy cows according to stablishment size.

Tamano del Tambos Vacas
Establecimiento cantidad  En ordefne  secas total
Megatambos (méas de 1000 vacas) 4 3464 1534 4998
Tambos grandes (500 y 1000 vacas) 4 2143 885 3028
Tambos medianos (150 y 500 vacas) 12 2731 1030 3761
Tambos chicos (menos de 150 4 018 127 345
vacas)

Total 24 8556 3576 12132
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La prevalencia poblacional de enfermedades
podales fue de 2.71%, las principales patologias
observadas fueron: dermatitis interdigital, derma-
titis digital y laminitis crénica, con prevalencias
de 0,81%, 0,69% y 0,54%, respectivamente.

En la tabla 3 se detallan todas las patolo-
gias diagnosticadas.

Tabla 3. Distribucién de las patologias podales

presentadas en la poblacion.
Table 3. Distribution of Of. Pathologies observed.

Patologia Frecuencia %
Dermatitis interdigital 98 29.79
Dermatitis digital 84 25.53
Laminitis cronica 66 20.06
Doble suela 36 10.94
Flemon coronario 19 5.78
Ulcera podal 12 3.65
Fractura de muralla 9 2.73
Erosion talones 2 0.61
Exongulacion traumatica 2 0.61
Limax 1 0.30
Total 329 100

Los miembros mas afectados fueron los
posteriores, el derecho en un 46.95% el izquierdo
en un 33.23% y un 7,32% en ambos.

En la tabla 4 se muestran los promedios y
su error estandar (e.e) de la produccion de leche
diaria, la cantidad de lactancias y la edad de las
vacas con y sin patologias podales, agrupadas
segun el periodo de su lactancia.

La mayoria de los animales se encontraban
en el primer tercio de la lactancia y durante esta
etapa no se observaron diferencias significativas
entre el grupo de animales con y sin patologias
podales (P>0.05). En las vacas que se encon-
traban en la segunda parte de su lactancia (4
meses 0 mas) se observo que la produccion de
leche diaria fue estadisticamente diferente entre
el grupo de animales con patologias podales y
las sanas (P=0,0005), mostrando que las vacas
enfermas tenian una mayor produccion. Estos
animales generalmente presentan un tamano de
ubre mayor y concuerda con la elevada propor-
cion de miembros posteriores afectados. También

fueron significativamente diferentes la cantidad
de lactancias y la edad (P=0.0156 y P=0.0027
respectivamente).

Por otra parte, en relacion a la manifes-
tacion clinica de las lesiones encontradas, un
60,37% presentaron una claudicacion de grado
3, lo que representa una claudicacion moderada,
que inhabilita a los animales a desarrollar su acti-
vidad productiva en el tambo. Las claudicaciones
de grado 2 fueron encontradas en un 22,26%.

El analisis de riesgo univariado detect6 que
la no utilizacion de semen de toros mejoradores
de patas y el tipo de suelo “no deseado” del esta-
blecimiento, fueron factores de riesgo significa-
tivos para la presentacion de patologias podales
(P<0.05) (tabla 5).

La “No utilizacién de toro mejorador de
patas” fue detectado como un factor de riesgo,
observando que en los establecimientos que no
usan toros mejoradores de patas, hay 1.91 ve-
ces mas chance de que se presenten patologias
podales, que en aquellos que si utilizan toros
mejoradores. (OR=1.91, Li=1.53, Ls=2.39). Para el
tipo de suelo, el cociente de chance estimado fue
de OR=2.20 (Li=1.73, Ls=2.80), por lo tanto en los
establecimientos que tienen suelos no deseables
(o muy secos o inundables) hay 2.20 veces mas
chance que se presenten patologias podales, que
en aquellos que tienen suelos permeables.

Cuando se analizaron las variables en
forma conjunta (multivariada) ambos factores
siguen siendo factores de riesgo, los contrastes,
teniendo en cuenta ambos factores resultaron
significativos (P<0.05). En los establecimientos
con suelo no deseable y que no usan toros mejo-
radores, las vacas tienen 2.58 veces mas chances
de presentar patologias podales que en los esta-
blecimientos con suelo deseable y toro mejorador
de patas. Aun cuando en los establecimientos es
utilizado semen de toros mejoradores de patas,
las vacas que es encuentran expuestas a suelos
secos o inundables tienen mas chance (OR=1.89)
de presentar patologias podales que aquellas que
se encuentran sobre pisos deseables. Por tltimo,
cuando se comparo6 el uso de toros mejoradotes
y los suelos no son deseables, se observé que el

Tabla 4. Promedio y error estandar de la produccién de leche diaria, nimero de lactancias y

edad, para cada etapa de la lactancia, segun la presencia o no de patologias podales.
Table 4. Mean and estandar desvietion of daily milk production, lactancy, and age, for each different lactancies according

to the presence or absence of hoof Pathologies.

Etapa de la Sanas Enfermas P valor
Lactancia N Media e.e. N Media e.e.
1° al 3° mes
Produccién diaria| 217 20.91 0.5 210 19.63 0.4 0.9204
Cantidad lactancias| 217 3.20 0.1 210 2.38 0.1 0.6419
Edad (en anos) | 217 5.73 0.1 210 4.6 0.1 0.1341
4° mes o mas
Produccion diaria| 41 20.51 0.9 18 23.68 1.2 0.0005
Cantidad lactancias| 41 2.98 0.9 18 2.67 0.3 0.0156
Edad (en afios) | 41 5.13 0.3 18 4.75 0.33 0.0027
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Tabla 5: OR estimadas para el factor “ Usa o No toros mejoradores de patas” y tipo de suelo del

establecimiento.

Table 5. O R estimate for the factor use or no use of bull improvers of feet and kind of soil of the establishment.
tor Con patologia Sin patologia OR LC95%
ivariados
No usa toro mejorador 142 (4.1) 3353 (95.9%)

Si usa toro mejorador 187 (2.2%) 8450 (97.8%) 1.91 1.53-2.39
Suelo no deseable 236 (3.6%) 6320 (96.4%)

Suelo deseable 93 (1. 7%) 5483 (98.3%) 2.20 1.73-2.81
Itivariados (Contrastes)

:lo no deseable y toro no 138 (4.1%) 3209 (95.9%)

jorador

:lo deseable y toro mejorador 89 (1.6%) 5339 (98.4%) 2.58 1.97-3.38
:lo no deseable y toro mejorador 98 (3.1%) 3111 (96.9%)

:lo deseable y toro mejorador 89 (1.6%) 5339 (98.4%) 1.89 1.41-2.53
:lo no deseable y toro no 138 (4.1%) 3209 (95.9%)

jorador

:lo no deseable y toro mejorador 98 (3.1%) 3111(96.9%) 1.37 1.05-1.78

no usar semen de toros mejoradores aumenta la
chance de presentar patologias en 1.37 veces.

DISCUSION

Este trabajo representa el primer estu-
dio sobre prevalencia de lesiones podales en la
Cuenca Lechera Mar y Sierras, involucrando un
importante nimero de animales examinados.
La prevalencia poblacional de enfermedades
podales encontradas fue de 2,7%. Dicho valor
difiere con los establecidos (15, 16) en Uruguay y
Chile, cuyos rangos fueron del 11 al 21%y 9,1%
respectivamente.

Otros estudios realizados en nuestro pais
(11), durante un periodo de 17 meses y sobre
establecimientos lecheros de las provincias de
Bs. As. y Santa Fé, mostraron una prevalencia
inicial de 23,3% (1071 vacas) y una prevalencia
final de 4,5% (207 vacas) sobre un total de 4621
animales.

Existen otros autores que han llevado
adelante estudios de prevalencia en otras partes
del mundo mostrando diferentes porcentajes: (9)
16,7%, (17 y 18), sefialan prevalencias entre un
8 aun 15%, (19 y 20) de un 7% para Australia
y Nueva Zelanda. Estas variaciones en preva-
lencias se relacionan fuertemente con anos y
lugares en que se realizan los estudios, disefio
experimental para la toma de datos, cantidad
de establecimientos muestreados y diferentes
patologias estudiadas.

Las patologias podales mas frecuente-
mente encontradas en los muestreos, fueron la
Dermatitis Interdigital y la Dermatitis Digital,
29,8% y 25,5% respectivamente. Dichos valores
son semejantes a los expresados (6), pero mayor
al establecido con una prevalencia de Dermatitis
Interdigital de un 13,5% en un estudio realiza-
do en Belo Horizonte(21). En la Universidad de
Tennessee ( U.S.A.) (5) determinaron valores

mayores de 37,4% para la Dermatitis Digital.
Estas patologias han sido clasificadas como las
de mayor problematica en produccién lechera
(6). Sin embargo, estos hallazgos difieren en
tipo y porcentaje con los estudios en Chile (16),
quien destaca que la patologia mas observada
es la Deformacién Cronica de la pezufia con un
porcentaje del 19,8% del total de las patologias
podales encontradas. Otros trabajos sefialan a
la Laminitis y Pezufia en Tijera con prevalencias
del orden de 3 a 5 %, (22y 23).

Las claudicaciones de grado 2, clasificadas
como claudicaciones leves, fueron observadas en
un 22.26%, coincidiendo con lo expresado (16).

En nuestro trabajo, los miembros mas
afectados fueron los posteriores, particularmente
el derecho con un 46.95% de patologias y luego
el izquierdo con un 33.23% de lesiones podales.
En este sentido, estos resultados concuerdan
con la mayoria de los autores. (16, 21, 24, 25,
26, 27 y 28).

Coincidimos con lo que expresa (9) en
cuanto a que las patologias podales son un pro-
blema fuertemente vinculado a las exigencias de
incremento en la producciéon lechera porque en
nuestro trabajo, en el lote de vacas que se en-
contraban en la segunda parte de su lactancia (
4 meses o mas ),se observo que la produccién de
leche diaria fue estadisticamente diferente entre
el grupo de animales con patologias podales y las
sanas mostrando que las vacas enfermas en la
segunda etapa de la lactancia (a partir del 4to.
mes) tenian una mayor produccién. Esto podria
estar relacionado a que los animales mas produc-
tores, sean mas propensos a dichas patologias
ya que al aumentar la produccion disminuiria la
rusticidad. Ademas, las diferencias comienzan
a ser detectadas, recién a partir del 4to. mes de
lactancia, donde la merma de produccion se hace
mas evidente.
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Surgen como factores de riesgo para la pre-
sentacion de lesiones podales, el tipo de piso no
deseable (muy duro o inundado) y la no utiliza-
ci6én de semen de toros mejoradores de patas.

De acuerdo a los resultados obtenidos
a partir de este estudio consideramos que es
muy importante educar a los productores de la
industria lechera para que no desestimen la uti-
lizacion de toros mejoradores de patas, al igual
que el tipo de suelo del establecimiento y que le
asignen a las patologias podales la importancia
que realmente tienen, en la produccion, repro-
duccién y por sobre todas las cosas en el confort
y bienestar animal. De esta manera se lograra
disminuir los costos de produccién, aumentar
la productividad del sector y competir con los
mercados internacionales.
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CARACTERIZACION DE SECUENCIAS DEL VIRUS DE LA
ARTERITIS EQUINA OBTENIDAS DIRECTAMENTE DE
MUESTRAS DE SEMEN DE EQUINOS SEROPOSITIVOS

Metz GE!, Serena MS!, Diaz S?, Echeverria MG?

Catedra de Virologia, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata,
1 Becarios del CONICET, %Investigadores del CONICET, IGEVET CCT-LA PLATA

Resumen: Arteritis Viral Equina (AVE) ocasiona infecciones, en su mayoria subclinicas, pero
puede causar abortos y enfermedad respiratoria. Los ORF5 y ORF6 del virus codifican las
proteinas de envoltura GP5 y M cuya interaccién es critica para la infectividad y expresién
de determinantes antigénicos del virus. Existe un solo serotipo de AVE, aunque hay variabi-
lidad entre aislamientos de regiones geogrdficas diferentes, sobre todo a nivel del ORF 5. En
Argentina se realizaron 5 aislamientos en 2001, 2002 y 2007. En este trabajo se caracteri-
zan y comparan entre si nuevas secuencias de virus de arteritis obtenidas de muestras de
semen de archivo con las 5 cepas Argentinas. En el andlisis de identidad, se evidencia que
las secuencias LPO2/R, LP0O2/C, LPO2/P, LT-LP-ARG, RO-LP-ARG y RZ-LP-ARG resultaron
las mads similares entre si (99%) mientras que las secuencias RO-LP-ARG y LT-LP-ARG tienen
100% de identidad. En el drbol filogenético, todas las secuencias a excepcion de LPO1 for-
man un tnico cluster. La secuenciacion de esta porcién del genoma permite determinar las
caracteristicas moleculares de las cepas circulantes en Argentina, aunque en estudios futuros
deberia determinarse si estas variaciones son responsables de las diferencias de tropismo,
antigenicidad y virulencia de las cepas.

Palabras claves: arteritis viral equina — RT-PCR- semen- secuencias ORF 5

RT-PCR IN SEMEN SAMPLES BELONGING TO POSITIVE
HORSES TO EQUINE ARTERITIS VIRUS: ANALYSIS OF
NEW ARGENTINEAN SEQUENCES

Abstract: Equine arteritis virus causes subclinical infections characterized by respiratory
disease, abortion or pneumonia. The interaction of proteins GP5 and M, codified on ORF 5
and 6, respectively, is critical for infectivity. Only one serotype of EAV is described although
variations between isolates from different geographic regions exist. In Argentina 5 EAV
strains were isolated in 2001 (LPO1 strain) in 2002 (LPO2/R, LPO2/C and LP02/P) and in
2007 (LT-LP-ARG strain). In this work we compare and characterize new sequences of EAV
obtained from 3 archive semen samples together with the Argentinean strains. LPO2/R,
LP0O2/C, LPO2/P, LT-LP-ARG, RO-LP-ARG and RZ-LP-ARG showed 99% homology by se-
quences identity, meanwhile RO-LP-ARG and LT-LP-ARG have 100% identity. Phylogenetic
tree analysis identified one cluster including LPO2/R, LPO2/P, LPO2/C, LT-LP-ARG, RO-LP-
ARG, RZ-LP-ARG and KB-LP-ARG. The results obtained allowed us to determine molecular
characteristics between the Argentinean strains. Further studies will be needed in order to
determine if the variations found are responsible for antigenicity, tropism and virulence.

Key Words: equine viral arteritis - RT-PCR- semen samples- ORF 5 sequences
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INTRODUCCION

Arteritis Viral Equina (AVE) es una enfer-
medad caracterizada por trastornos respiratorios
en adultos, abortos y neumonia en potrillos [1]. Si
bien la mayoria de la infecciones son subclinicas,
un alto porcentaje de los padrillos se transforman
en portadores persistentemente infectados que
eliminan virus en semen por periodos variables
[2]. El genoma del virus de la Arteritis Equina
(VAE) esta formado por una molécula de ARN
de polaridad positiva de aproximadamente 12,7
kb que incluye 9 marcos abiertos de lectura
(ORF), que codifican entre otras, 7 proteinas
estructurales, denominadas E, GP2, GP3, GP4,
GP5, M y N, localizadas en los ORF 2 ay 2 b, 3,
4, 5, 6, y 7 respectivamente [3]; [4]. A excepcion
de la proteina N, las demas estan localizadas en
la envoltura viral, de las cuales, las principales
son: la GP5, glicoproteina mayor de la envoltura,
y la proteina M. Ambas forman un heterodimero
unido por puentes disulfuro resultando critica
su interaccioén para la infectividad y la expresion
de los determinantes antigénicos de la particula
viral [5]; [6]. Aunque existe un solo serotipo de
VAE, se ha informado que existe variabilidad
entre aislamientos de distintas regiones geogra-
ficas mediante la comparacién de las secuencias
que codifican principalmente para las proteinas
M, N y GP5 [7]; [8]. Esta variabilidad existente
en la poblacion viral, podria ser la responsable
de la diferencias en el tropismo, antigenicidad y
virulencia entre las distintas cepas aisladas. En
Argentina, el primer aislamiento de VAE denomi-
nado LPO1 se realiz6 en 2001 [9], mientras que
en el 2002 se realizaron 3 nuevos aislamientos
denominados LPO2/R, LPO2/Cy LP02/P. La cepa
aislada en el 2001 como las aisladas en el 2002
provenian de dos establecimientos distintos,
ambos con alta prevalencia de anticuerpos pero
sin signos clinicos aparentes de enfermedad [10].
La cepa LT-LP-ARG fue un nuevo aislamiento
realizado en 2007 y estudios previos demuestran
que podria ser la linea parental que dio origen al
resto de las cepas Argentinas [11]. Las evidencias
experimentales muestran que las cepas aisladas
en Argentina tienen diferente patrén de neutra-
lizacion ya que la cepa de referencia Americana
CVDLS, utilizada en los test diagnésticos por
nuestro laboratorio, es neutralizada en menor
medida por antisueros heterologos (Echeverria,
comunicacién personal).

Se describe en la bibliografia que el VAE es
relativamente sencillo de obtener a partir de la
inoculacién de cultivos celulares con muestras de
semen de padrillos serolégicamente positivos. De
no ser posible recuperar viriones de las muestras
inoculadas, debido a la pérdida de infecciosidad
por dificultades en la toma de la muestra, su
almacenamiento y/o su transporte, se acepta la
deteccion de ARN viral como diagnoéstico positivo

de AVE [12].

Se describe al ORF 5 como uno de los
mas variables del genoma de VAE y es por ese
motivo que es uno de los mas estudiados para
hallar diferencias entre las cepas [12]; [13]; [14].
Asimismo en el ORF 5 se identificaron 3 regiones
variables comprendidas entre los aminoacidos 61
y 121 (V ), entrelos 141y 178 (V,) y entre los 202
y 222 (V,) [7]. Los datos que se presentan en este
estudio caracterizan y comparan entre si secuen-
cias de VAE obtenidas a partir de muestras de
semen de archivo, de animales seropositivos con
aislamiento viral negativos, de padrillos localiza-
dos en los dos Haras de donde fueron aisladas
las primeras cepas virales en nuestro pais.

MATERIALES Y METODOS
MUESTRAS DE SEMEN DE ARCHIVO:

Se analizaron 8 muestras de semen per-
tenecientes a 8 padrillos positivos a AVE, que
llegaron a nuestro laboratorio entre 2000 y 2002.
En el momento de arribo, las muestras fueron
procesadas para aislamiento viral, resultando
negativas de acuerdo a la metodologia interna-
cional. De estas 8 muestras de semen, 4 de ellas
denominadas PT, TF, LN y RO pertenecian a pa-
drillos alojados en el Haras A, mientras que las 4
restantes pertenecian a los padrillos RZ, CD, KB
y PL alojados en el Haras B. Ambos Haras estan
situados en la Provincia de Buenos Aires y poseen
animales de salto y otros deportes. En ambos
establecimientos se determiné una alta prevalen-
cia de anticuerpos contra AVE, pero los equinos
no presentaron signos clinicos detectables. Sin
embargo, las cepas virales anteriormente descrip-
tas fueron aisladas de ambos establecimientos:
LPO1 del Haras A mientras que LP0O2/P, LPO2/R
y LP02/C del Haras B.

CEPAS VIRALES ARGENTINAS:

Las secuencias de las 5 cepas virales ais-
ladas en Argentina utilizadas en este estudio
comparativo fueran registradas en el banco de
datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Genbank/) bajo los siguientes ntiimeros de ac-
ceso: LPO1 (DQ435439); LPO2/R (DQ435440);
LP02/C (DQ435441); LPO2/P (DQ435442); LT-
LP-ARG (EU622859) [10]; [11].

EXTRACCION DE ARN VIRAL Y
RT-PCR:

Las muestras de semen se descongelaron
del archivo y centrifugaron a 10.000 rpm para
obtener al menos 500 ul de plasma seminal.
El ARN total fue extraido con Trizol (Invitrogen
Corporation), de acuerdo a las especificaciones
del fabricante, y luego fue precipitado con iso-
propanol y resuspendido en agua. Cinco (5) ul
de ARN fueron usados para sintesis de ADNc,
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mediante el agregado de transcriptasa rever-
sa (MMLV Moloney Murine Leukemia Virus) y
hexameros al azar (retrotranscripcion). Para la
amplificacién por PCR a partir del ADNc, se uti-
liz6 el siguiente par de primers especifico para el
ORF 5: GL105F 5’ GCTGACGGATCGCGGCGT-
TATT 3’ (posicion 11250-11271), y GL673R 5’
ATAGTGGGCCTACCTGGGACTAA 3’ (posicion
11840-11818). Se realizaron 35 ciclos de 94° C
457, 60° C 1’y 72 °C, 90” [15]. Cada producto
de PCR fue examinado en geles de agarosa al 2
%, teniidos con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y
observados bajo luz ultravioleta.

SECUENCIACION:

Previamente, los productos de PCR fueron
purificados por precipitacién con polietilenglicol
(PEG 20%, NaCl 2,5 mM), y cuantificados en gel
con estandar de peso molecular conocido. Se rea-
liz6 secuenciacion directa, utilizando el siguiente
par de primers internos: CR2 5’ GCCAATTTGCT-
GCGATATGATGA 3’ (posicion 11272-11294), y
EAV32 5" TGGGCCTACCTGGGACTAACAAC 3’
(posicién 11836-11814) [14]. Ambas cadenas de
cada amplicon fueron secuenciadas en forma
automatizada por el método dye-terminator en
equipo Mega BACE™ 1000 en el Servicio de Se-
cuenciacion del IGEVET (FCV-UNLP).

ANALISIS FILOGENETICO:

El analisis de las secuencias se realizd
con programas disponibles en la web: CLUSTAL
W [16] y por medio del programa MEGA version
4 [17] y DNAstar, se construyeron los arboles
filogenéticos por el método de Neighbor Joining
[18] usando el test de “bootstrap” con 1000 ite-
raciones [19].

RT-PCR en semen de equinos positivos a AVE

RESULTADOS
EXTRACCION DE ARN Y RT-PCR:

Usando como molde ARN extraido de cada
una de las muestras analizadas, se realiz6 la
sintesis de ADNc, con los cuales se realizé la PCR
con los primers GL105F y GL673R obteniendo un
producto de 591 pares de bases, con las mues-
tras RO, KB y RZ. La obtencién del producto del
tamano esperado luego de la amplificacion, per-
mitié corroborar la presencia de ARN especifico
de VAE en las muestras de semen analizadas
(Figura 1).

FIGURA 1: amplificacién de ORF 5 parciales (591
pb) a partir de ARN de semen de padrillos RO,
RZ y KB. Las cepas de VAE Argentinas LPO1 y

LT-LP-ARG fueron utilizadas como control.
FIGURE 1: PCR products of partial ORF 5 (591 bp) obtained
from semen of stallions RO, RZ and KB. The Argentinean LPO1
and LT-LP-ARG strains were used as control.

591 pb

1= LPO1; 2= LT-LP-ARG; 3=RO; 4=RZ; 5=KB; L marcador
de 100 pb

TABLA 1: Porcentajes de identidad nucleotidica (diagonal superior) y ami-
noacidica (diagonal inferior) sobre un total de 519 nucleétidos y 172 aminoa-
cidos respectivamente, y entre las secuencias del ORF 5 de los aislamientos
Argentinos del VAE. Los valores de identidad se calcularon mediante el

programa CLUSTAL W

TABLE 1: Pairwise nucleotide identity (upper right) and amino acid (lower left) from a total of
519 and 172 respectively, of 8 Argentinean EAV based on ORF 5 sequences. The identity was

obtained using CLUSTAL W

LPO1

LPO1 94,6 95,0 95,2
LPO2/R 95,9 99,2 99,0
LPO2/C 96,5 98,3 99,4

LPO2/P 96,5 98,3 98,8
LT-LP-ARG 96,5 99,4 98,8 98,8
RO-LP-ARG 96,5 99,4 98,8 98,8
RZLP-ARG 96,5 98,8 98,3 98,8
KB-LP-ARG 9438 97,7 97,1 97,1

LPO2/R LPO2/C LPO2/P LTLP-ARG ROLPARG RZ-LPARG KB-LP-ARG

95,2 952 94,6 94,4
99,4 994 99,2 98,7
99,4 99,4 99,2 98,7
99,2 99,2 99,0 98,5

100,0 99,4 99,2
100,0 99,4 99,2
99,4 994 98,7
98,3 98,3 97,7
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FIGURA 2: Arbol filogenético que muestra las re-
laciones entre las secuencias argentinas del Virus
de Arteritis Equina (VAE). Los nimeros sobre las
ramas indican los valores del test de Bootstrap
(con 1000 iteraciones) y 2 parametros de Kimura
para ese nodo. La cepa americana NC0O02532 fue

utilizada como grupo externo (OG)

FIGURE 2: Phylogenetic tree showing the relationships among
ORF 5 Argentinean EAV nucleic acid sequences. Numbers
on branchs indicate Bootstrap values (1000 iterations) and
Kimura-2 parameters. American NC002532 strain was used
as outgroup
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ANALISIS DE SECUENCIAS:

La secuencia completa del ORF 5 compren-
de 768 nucleétidos (posiciones 11146 -11913 del
genoma viral). La secuenciacién con los primers
internos permitié obtener un fragmento de 519
nucleo6tidos dentro del ORF 5. En el analisis se
observaron solamente sustituciones nucleotidi-
cas, sin deleciones ni inserciones. Las secuencias
de nucleotidos de los productos del ORF 5 de
cada una de las muestras de semen analizadas
en este estudio fueron registradas en la base de
datos GenBank (www.ncbi.nih.gov/Genbank) con
los siguientes numeros de acceso: RO-LP-ARG
EU622862; RZ-LP-ARG EU622861; KB-LP-ARG
EU622860. Del analisis de nucleétidos de la
tabla 1 puede observarse que sélo alrededor del
6% de los sitios son variables entre secuencias
(que involucran 29 cambios nucleotidicos en
total). Sin embargo, las secuencias de LPO2/C y
LPO2/R sélo difieren en 3 posiciones de nucleo6-
tidos. La identidad de mas del 99% entre pares
de secuencias evidencia que los aislamientos
LPO2/R, LPO2/C, LPO2/P, LT-LP-ARG, RO-LP-
ARG y RZ-LP-ARG como los mas similares entre
siy que las secuencias RO-LP-ARG y LT-LP-ARG
tienen 100% de identidad. LPO1 presenta la ma-
yor divergencia entre todas (menos del 96%). Las
mayores diferencias ocurren entre la cepa LPO1
y el resto de las secuencias Argentinas (Tabla 1).
La traduccién a aminoacidos (172 de 255 tota-
les) reflej6 que las sustituciones nucleotidicas
involucraron 9 cambios de aminoacidos dentro

de las regiones variables, (~5%) entre las cepas
Argentinas y las nuevas secuencias descriptas.
Siete de estos cambios ocurren dentro de la region
V,, mientras que 1 ocurre en la V, y el ultimo en
la V..

Las diferencias y similitudes entre las se-
cuencias analizadas se reflejan en el arbol filo-
genético de la Figura 2. Las secuencias LPO2/R,
LP02/P, LP02/C, LT-LP-ARG, RO-LP-ARG, RZ-
LP-ARG y KB-LP-ARG forman un mismo cluster
(Bootstrap =100%) mientras que LPO1 queda
separada de este grupo.

DISCUSION

En este estudio comparamos el ORF 5
parcial de la glicoproteina GPS5 de 3 nuevas
secuencias de VAE con las 5 cepas aisladas en
Argentina con anterioridad [10]. El analisis de las
secuencias parciales del ORF 5 mostr6 que las
diferencias observadas correspondieron a varia-
ciones de nucleétidos puntuales. Los valores de
identidad y las relaciones filogenéticas entre las
secuencias, confirmaron que LPO1 es diferente
del resto de las cepas Argentinas. Este padrillo
podria haberse infectado con anterioridad al
arribo a nuestro pais. Nuestros resultados siguen
confirmando que las secuencias Argentinas perte-
necen al grupo Europeo. Es importante remarcar
que la secuencia RO-LP-ARG fue obtenida de
un padrillo del Haras A, de donde fue aislada
la primer cepa Argentina en 2001 (LPO1) [9] ¥
que las secuencias RZ-LP-ARG y KB-LP-ARG se
obtuvieron de padrillos localizados en el Haras
B, de donde fueron aisladas las cepas del grupo
LPO2 [10]. A pesar que todavia ocurren brotes de
AVE en el mundo, generalmente no se evidencian
signos clinicos, aiin cuando se registra una alta
prevalencia de anticuerpos. Como ocurre en otros
lugares, en nuestro pais se ve la misma situacion
y se postula que las cepas circulantes hoy en dia
son de reducida virulencia [20]; [21].

Si bien las muestras de semen fueron
conservadas en forma adecuada, el aislamiento
viral no fue posible en nuestras condiciones de
laboratorio a pesar de haber resultado positivas
por RT-PCR. Esto si bien indica la presencia ARN
viral no implica que el mismo necesariamente sea
infectivo [15]. La cepa LT-LP-ARG fue obtenida de
un testiculo de un padrillo ingresado a nuestro
pais con anterioridad a 1998, importado de Eu-
ropa, positivo por serologia a AVE del cual no se
conocian mas datos, ni el lugar de alojamiento,
ni la realizacién de pruebas bioloégicas en otros
laboratorios de referencia en Argentina [11]. Sin
embargo, esta situacién no parece influir, ya que
el transito de animales de deporte entre distintos
establecimientos es muy frecuente.

Elvalor de identidad estimado para las se-
cuencias LT-LP-ARG y RO-LP-ARG es del 100%.
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Si bien no hay datos preliminares que relacionen
a los animales, sobre la base de la secuencia
analizada, corresponderian al mismo equino, a
pesar de provenir teéricamente de distintos ani-
males localizados en distintos establecimientos.
Cabe determinar si existen diferencias entre las
secuencias LT-LP-ARG, RO-LP-ARG y LPO2/R
(de la cual difieren en solo tres posiciones de
nucleétidos que derivan en un Unico cambio de
aminoacido) a nivel de otra porcién del ORF 5 o
de otros ORFs.

La evidencia experimental muestra que
las cepas aisladas en Argentina tienen diferente
patrén de neutralizaciéon y que la cepa de refe-
rencia Americana CVDLS, utilizada en los test
diagnoésticos por nuestro laboratorio, es neutrali-
zada en menor medida por antisueros heterélogos
(Echeverria, comunicacion personal).

La secuenciacion de esta porcioén de geno-
ma permite determinar las caracteristicas mo-
leculares de las cepas circulantes en Argentina,
aunque en estudios futuros deberia determinarse
si las variaciones halladas son responsables de
diferencias de tropismo, antigenicidad y virulen-
cia de las cepas.

Si bien los datos aportados son relevantes
en cuanto a la diferenciacién de las cepas Ar-
gentinas del virus, estamos abocados a estimar
las relaciones filogenéticas sobre la base de la
secuencia parcial del ORF 5, estudio que per-
mitira establecer el probable origen de las cepas
Argentinas de VAE.
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Comunicacion breve

BIOTIPOS Y SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE
PASTEURELLA MULTOCIDA SUBESPECIE MULTOCIDA
AISLADAS DE PULMONES DE CERDOS DE LA
PROVINCIA DE BUENOS AIRES

MOREDO F", VIGO G!, LEOTTA G?

1 Catedra de Microbiologia, 2 Laboratorio de Diagnéstico e Investigaciones Bacteriolégicas
Facultad de Ciencias Veterinarias

RESUMEN: Se estudiaron 37 aislamientos de Pasteurella multocida subespecie multocida ob-
tenidas entre los anios 2004 — 2007, a partir de pulmones de cerdos de la provincia de Buenos
Aires, con diagnéstico de neumonia, con el objeto de determinar sus biotipos y la sensibilidad
antimicrobiana frente a ampicilina, florfenicol, estreptomicina, enrofloxacina, tetraciclina y
fosfomicina, utilizandose el método de difusién en agar. Los biotipos se determinaron en
funcién a la fermentacion de arabinosa, dulcitol, sorbitol, trehalosa, xilosa y lactosa y a la
produccion de indol. El 83,8 % de los aislamientos fueron biotipo 3 mientras que el 16,2 %
biotipo 2. Todos los aislamientos fueron sensibles a ampicilina y florfenicol, el 94,6 % a en-
rofloxacina y fosfomicina, el 83,8 % a tetraciclina y el 48,6 % a estreptomicina. Se demostré
que en pulmones de cerdos con neumonia predomina el biotipo 3 de Pasteurella multocida.
Ademads, se detectaron aislamientos resistentes a tetraciclina, enrofloxacina y estreptomicina.
En los establecimientos de produccion porcina, deberia reconsiderarse la utilizacion de los
antimicrobianos en forma preventiva, para evitar la diseminacién de la resistencia presente
e inclusive la aparicién de nuevos fenotipos resistentes de Pasteurella multocida.

Palabras claves: Pasteurella multocida, biotipos, sensibilidad antimicrobiana, cerdos.

BIOTYPES AND ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY OF
PASTEURELLA MULTOCIDA SUBSPECIES MULTOCIDA ISOLATED
FROM PNEUMONIC LUNGS FROM PIGS OF BUENOS AIRES PROVINCE

ABSTRACT: Thirty-seven Pasteurella multocida subspecies multocida isolates, obtained
between 2004—- 2007 were studied, from lungs of pigs with pneumonia lesions, with the pur-
pose to determine biotypes and antimicrobial susceptibility against ampicillin, florphenicol,
streptomycin, enrofloxacin, tetracycline and phosphomycin using the agar diffusion method.
The biotypes were determined according to the fermentation of arabinose, dulcitol, xilose and
lactose and indol production. 83.8 % of isolates were biotype 3 while 16.2 % biotype 2. All
isolates were sensible to ampicillin and florphenicol, 94.6 % to enrofloxacin and phosphomy-
cin, 83.8 % to tetracycline and 48.6 % to streptomycin. Although, for epidemiological studies
we must have most strains, the information obtained until now indicates the predominance
of Pasteurella multocida biotype 3 in pigs with lung lesions of pneumonia, the appearance of
resistance against tetracycline and enrofloxacin and the increase against streptomycin. In pig
farms, it must reconsider the utilization of preventive antimicrobial to avoid the dissemination of
resistance and inclusive the appearance of new Pasteurella multocida resistant phenotype.

Key words: Pasteurella multocida, biotypes, antimicrobial susceptibility, pigs.
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INTRODUCCION

Pasteurella multocida es un miembro de la
familia Pasteurellaceae, cocobacilo gram nega-
tivo, habitualmente se tifle de manera bipolar
con la coloracién de Gram. La mayoria de las
cepas forman capsula. Es anaerobio facultativo
y desarrolla en medios de cultivo enriquecidos;
no lo hace en agar Mac Conkey, no produce
hemodlisis ni requiere la presencia de los factores
de crecimiento Vy X. Es oxidasa positivo, inmovil,
indol positivo y ureasa negativo (6). P. multocida
presenta tres subespecies seguin su capacidad de
utilizar trehalosa, dulcitol y sorbitol: P. multocida
subsp. multocida, P. multocida subsp. septica y
P. multocida subsp. gallicida (3). La pasteurelosis
es considerada una enfermedad zoonética, cuyo
reservorio principal son los animales domésticos
y silvestres. En cerdos, se asocia a diversos pro-
cesos infecciosos como rinitis atréfica, neumonia
enzodbtica y complejo respiratorio porcino. Estas
enfermedades tienen un alto impacto econémico
ya que el sistema de cria de los cerdos es inten-
sivo (7). El principal método para el control de
estas enfermedades es el manejo sanitario; sin
embargo, en los criaderos de cerdos se utilizan
antimicrobianos de manera preventiva. Hasta el
presente, en Argentina solo se realiz6 un trabajo
que informa acerca de los biotipos y la sensi-
bilidad antimicrobiana que presenta P. multocida
frente a los antimicrobianos de uso masivo en
granjas productoras de cerdos (4). El objetivo
del presente trabajo fue determinar los biotipos
y los patrones de sensibilidad antimicrobiana de
aislamientos de P. multocida subsp. multocida,
obtenidas a partir de pulmones de cerdos con
lesiones de neumonia.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 37 aislamientos de P. mul-
tocida subsp. multocida, obtenidos entre los
anos 2004 y 2007, provenientes de pulmones de
cerdos con lesiones neumonicas. Los animales
pertenecian a granjas de cria intensiva de la
provincia de Buenos Aires. Las lesiones se obser-
varon como hallazgos de frigorifico. Las muestras
de pulmones se sembraron en agar sangre base
(DIFCO) adicionado con 5 % de sangre desfibri-
nada de carnero; se incubaron a 37 °C durante
24 horas. Los aislamientos se identificaron por
sus caracteristicas tintoriales, morfologicas y
bioquimicas (2, 3, 4). La identificacion de sub-
especie se realizé en funcién a la capacidad de
utilizar trehalosa, dulcitol y sorbitol (3, 6). Para
determinar los biotipos se estudié la produccion
de indol y la fermentacién de arabinosa, dulcitol,
sorbitol, trehalosa, xilosa y lactosa (4).

La determinacion de la susceptibilidad
antimicrobiana se realiz6 segtiin las recomenda-
ciones del NCCLS (actualmente CLSI) (1,5), por
el método de difusion en agar. Se probaron los

siguientes antimicrobianos de uso habitual en
granjas de produccioén porcina: ampicilina 10 ug
(AMP) (Britania), estreptomicina 10 ug (S) (Oxoid),
tetraciclina 30 pg (TET) (Britania), enrofloxacina
S ug (ENR) (Oxoid), fosfomicina 50 ug (FOS)
(Bedson) y florfenicol 30 pug (FFC) (Vetanco). La
interpretacion de los resultados se realizo en base
alos documentos M31-A2 (5) teniendo en cuenta
los valores definidos para P.multocida y M100-
S15 (1) teniendo en cuenta los valores definidos
para Enterobacteriaceae. Como cepa control se
utiliz6é Escherichia coli ATCC 25922.

RESULTADOS

De los 37 aislamientos de P.multocida mul-
tocida, 31 (83,8 %) pertenecieron al biotipo 3 y
seis aislamientos (16,2 %) al biotipo 2 (Tabla 1).

Todos los aislamientos de fueron sensibles
a florfenicol y ampicilina; uno presenté resisten-
cia a fosfomicina, dos a enrofloxacina, cinco a
tetraciclina y nueve a estreptomicina (Tabla 2).
Nueve aislamientos presentaron resistencia a
un antimicrobiano, uno frente a dos y dos frente
a tres antimicrobianos; estos ultimos fueron
obtenidos a partir de pulmones provenientes
de una misma granja y en un mismo momento.
Los aislamientos resistentes a enrofloxacina y
tetraciclina se aislaron en 2007. El patron de
resistencia a estreptomicina se diferenci6 segiin
el ano de aislamiento. En 2004, no se observaron
aislamientos resistentes. En 2005 y 2006 la
resistencia a estreptomicina fue de 18,2 y 14,3
respectivamente. Durante el afio 2007, la resist-
encia a este antimicrobiano fue de 46,1 %.

DISCUSION

Los aislamientos de P. multocida biotipo
3 (83,8 %) encontradas, coinciden con trabajos
previos en los cuales se estudiaron cepas aisla-
das durante los afios 2000 y 2002 (4). Por lo cual
concluimos, que el biotipo 3 de P. multocida es
el mas frecuentemente encontrado a partir de
pulmones de cerdos con lesiones de neumonia
enzootica. En segundo lugar se encontraria el
biotipo 2.

Los resultados obtenidos mediante la uti-
lizacién de las pruebas de sensibilidad antimi-
crobiana, coinciden en parte con los hallados por
Leotta y col (4). En ambos trabajos no se observo
resistencia a ampicilina y florfenicol. En el caso
de los aislamientos resistentes a enrofloxacina
y tetraciclina, fueron aislados durante el ano
2007.

Analizando los resultados obtenidos en
este trabajo, observamos que en 2004 no se
observaron aislamientos resistentes a estrepto-
micina, en 2005 y 2006 se aislé un promedio de
16 % y en 2007 el 46 % la presentaron. Estos
movimientos de la resistencia podrian estar di-
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Tabla 1. Biotipos de 37 aislamientos de Pasteurella multocida multocida obtenidas de pulmones de

cerdos con lesiones de neumonia.

Table 1. Biotipes of 37 Pasteurella multocida isolates obtain from pigs lungs with pneumonia le-

sions.
Caracteristicas bioquimicas Biotipo
2 3
Produccion de indol + +
Fermentacion de:
Arabinosa -
Dulcitol -
Sorbitol + +
Trehalosa + -
Xilosa + +
Lactosa -
N=37 6 (16,2 %) 31 (83,8 %)

Tabla 2. Susceptibilidad antimicrobiana de aislamientos de Pasteurella multocida multocida obte-
nidas de pulmones de cerdos con lesiones de neumonia (1).
Table 2. Antimicrobial susceptibility of Pasteurella multocida isolates obtain from pig lungs with

pneumonia lesions.

Antimicrobiano Sensible S. intermedia Resistente
Ampicilina 37 (100) 0 0
Estreptomicina 18 (48,6) 10 (27) 9 (24,3)
Tetraciclina 31 (83,8) 1(2,7) 5(13,5)
Enrofloxacina 35 (94,6) 0 2 (5,4)
Fosfomicina 35 (94,6) 1(2,7) 1(2,7)
Florfenicol 37 (100) 0 0

1: los valores expresados corresponden a la cantidad de aislamientos; entre paréntesis se

expresa en porcentaje.

rectamente relacionados con la utilizacion del
antimicrobiano en las granjas de producciéon
porcina. Es interesante mencionar que es uno
de los antimicrobianos utilizados con mayor
asiduidad en los granjas productoras de cerdos
de la Republica Argentina.

Si bien, para estudios epidemiolégicos se
deberia contar con un mayor nimero de cepas,
la informacién obtenida hasta aqui indica el
predominio del P. multocida biotipo 3 en casos
de cerdos con lesiones pulmonares de neumonia
enzodtica, la aparicién de resistencia frente a

tetraciclina y enrofloxacina y el incremento fr-
ente a estreptomicina. En los establecimientos
de produccion porcina, deberia reconsiderarse la
utilizacién de antimicrobianos en forma preven-
tiva, para evitar la diseminacion de la resistencia
presente e inclusive la aparicién de nuevos feno-
tipos resistentes de P. multocida.
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EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE LA LINEA TUMORAL
HUMANA A549 EN LAS CEPAS DE RATONES
INMUNODEFICIENTES BALB/cAn-nu Y C57BL/6 nu

Cagliada P, Milocco S, Carriquiriborde M, Maschi F,
Ayala M, Carbone C

Catedra de Animales de Laboratorio y Bioterio.
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata.

Resumen. El desarrollo de modelos animales capaces de reproducir enfermedades humanas
permite realizar estudios sobre las caracteristicas, la prevencién y el tratamiento de las mis-
mas. Desde 1962, se utiliza el stock de ratones inmunodeficientes N:NHI(S)-nu (nude) para
transplantes de tumores de otras especies, inclusive de origen humano. En el Bioterio de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata (UNLP) se producen
estos ratones inmunodeficientes desde 1995. Para evitar la alta variabilidad genética que
presentan los stocks y lograr resultados mds uniformes y reproducibles, en el ano 2003 se
incorporé el gen nu para obtener las cepas BALB/ cAn-nu y C57BL/ 6-nu, mediante la incorpo-
racién del gen nude. El objetivo de este trabajo fue evaluar el crecimiento de la linea tumoral
A549 de adenocarcinoma de pulmén humano en estos ratones endocriados. Se utilizaron 60
ratones divididos en 3 grupos de 20 animales y se inocularon con una suspension de células
de la linea A549. Las mediciones para la evaluacion del crecimiento tumoral realizadas diari-
amente durante 15 dias arrojaron los siguientes resultados: en el grupo control N:NIH(S)-nu,
y en la cepas C57BL/6-nu y BALB/cAn-nu hubo crecimiento tumoral, siendo mds rdpido
en esta ultima. Al realizar la necropsia no se encontraron metdstasis en ningun animal. Se
concluyé que las cepas C57BL/ 6-nu y BALB/ cAn-nu son adecuadas para mantener la linea
tumoral A549 de adenocarcinoma de pulmén humano, reuniendo las ventajas de los animales
endocriados.

Palabras claves: ratones inmunodeficientes, crecimiento tumoral, linea A549

ASSESSMENT OF THE HUMAN TUMOR LINE A549
GROWTH IN IMMUNODEFICIENT MICE STRAINS
BALB7 cAn-nu AND C57BL/6-nu

Abstact. The development of animal models which reproduce human diseases allows to
study their characteristics, prevention, and treatment. Since 1962, N:NHI(S)-nu stock (nude)
is used as an animal model for other species or even human tumor transplantation. In the
Laboratory Animal Facility at the National University of La Plata, nude mice are reared since
1995. In order to avoid the high genetic variability of the stocks, and to achieve reliable and
reproducible results, in y 2003 BALB/cAn-nu and C57BL/6-nu strains were obtained by
introducing the nude gen into BALB/c and C57BL/ 6 strains. The objective of this study was
to evaluate the human lung adenocarcinoma tumor line A549 growth in the above mentioned
mice strains. Sixty mice divided into 3 groups of 20 animals each were inoculated with a
suspension of A549 cells. The tumor growth was daily evaluated for 15 days. Tumors grew
in N:NIH(S)-nu (control), C57BL/6-nu and BALB/cAn-nu mice strains. In the BALB/cAn-nu
mice tumors grew faster. The gross anatomy did not show metastasis in any cases. It was
concluded that BALB/ cAn-nu and C57BL/6-nu mice are suitable for the maintenance of the
tumor line A549, counting with the advantages of inbreed animals.

Key words: immunodeficient mice, tumor growth, A549 cell line
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INTRODUCCION

Uno de los temas de mayor importancia
dentro de la ciencia de los animales de laboratorio
es el desarrollo de modelos animales capaces de
reproducir enfermedades humanas que sirvan
para realizar los estudios e investigaciones co-
rrespondientes a la enfermedad, sus caracteris-
ticas, prevencion y tratamiento.

Desde 1894, se utilizan ratones para la
investigacion sobre el cancer, especialmente para
estudiar los procesos de crecimiento tumoral,
metastasis y nuevas terapias. A partir de 1921,
se comenzaron a utilizar cepas endocriadas que
tenian predisposicion para el crecimiento de
tumores transplantados de la misma especie.
En 1962, y como consecuencia de una muta-
cion espontanea, se obtuvo un stock de ratones
inmunodeficientes N:NIH(S)-nu (nude) que se
transformé en una importante herramienta para
los estudios oncolégicos, ya que se pudieron ino-
cular con tumores procedentes de otras especies,
inclusive de origen humano, lo que permitié el
estudio in vivo de los mismos (1, 2).

Estos animales surgen por una mutaciéon
espontanea y recesiva asociada a la ausencia
de pelo, disgenesia gonadal y aplasia del timo,
caracteristica que produce numerosos defectos
del sistema inmunolégico debido a deficiencias
cuantitativas y funcionales de los linfocitos T. La
falla en el desarrollo del timo produce un ntime-
ro reducido de células T maduras por lo que los
individuos homocigotas recesivos no rechazan
tejidos alogénicos ni xenogénicos (2, 3).

El descubrimiento de que los tumores hu-
manos podian crecer en ratones nude produjo
una gran revolucion en el campo de la ciencia.
Esta mutacion espontanea condujo a designar
al raton nude como el primer modelo animal
de inmunodeficiencia. Desde entonces, ha sido
ampliamente utilizado en la investigacion de los
factores reguladores del crecimiento de los tumo-
res transplantados y de las metastasis.

Desde 1995, en el Bioterio de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional
de La Plata se producen bajo estrictas barreras
sanitarias ratones inmunodeficientes del stock
nude (2, 4, 5). Debido a su condiciéon de exocria-
dos, estos ratones presentan grandes ventajas con
respecto a la resistencia los factores ambientales
y microbiolégicos, ademas de su alta performance
reproductiva. Sin embargo, cuando se utilizan en
las investigaciones, su alta variabilidad genética
hace que se deban considerar en la experiencia
mayores variables inherentes a los individuos.
Por esta razon en el afno 2003 se comenzaron a
producir bajo las mismas condiciones macro y
microambientales dos nuevas cepas de ratones
inmunodeficientes mediante la incorporacion de
genes nude a las cepas BALB/cy C57BL/6; estas
son: BALB/cAn-nuy C57BL/6-nu (6, 7).

La linea celular A549 fue iniciada en 1972
por Giard a partir de un explanto de adenocarci-
noma de pulmén humano. En los tltimos afios,
esta linea celular se ha estudiado intensamente
y Se conoce que expresa genes para mucinas
respiratorias humanas, P53, citoqueratinas, si-
tios de unién para estrogenos tipo I y II y otros
antigenos. Por lo tanto, resulta de fundamental
importancia contar con un modelo animal para
estudiar la expresién antigénica del tumor en
distintos érganos.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el
crecimiento de la linea A549 de adenocarcino-
ma de pulmo6n humano en ratones de las cepas:
BALB/cAn-nuy C57BL/6-nu.

MATERIALES Y METODOS
ANIMALES

Se utilizaron 60 ratones machos de 6 a 8
semanas de edad libres de patégenos especificos
(SPF): 20 ratones de la cepa N:NHI(S)-nu (grupo
A control), 20 de la cepa BALB/cAn-nu (grupo
B) y 20 de la cepa C57BL/6-nu (grupo C) todos
provenientes del Bioterio de la Facultad de Cien-
cias Veterinarias de la UNLP. Los animales se
mantuvieron en una cabina aisladora con macro
y microambiente controlados: temperatura media
24 °C, humedad relativa 55%, 15 a 20 recam-
bios de aire totales por hora y un fotoperiodo de
12 horas luz/oscuridad. Todos los animales se
alojaron en cajas de 30 x 20 x 14 cm de policar-
bonato autoclavables, con reja superior de acero
inoxidable y tolva para colocar el alimento, lecho
de viruta de madera estéril, alimento comercial
(Cooperacion®) y agua de bebida en bebederos
individuales autoclavados ad libitum; en niimero
de 4 animales por caja (8, 9).

LINEA TUMORAL

La linea celular A549 se cultivé en monoca-
pas en frascos plasticos con medio de cultivo Ham
F12 (Gibco BRL®, USA) suplementado con suero
fetal bovino al 10% (GEN Argentina®), glutamina
2 mM (Merck®), aminoacidos no esenciales (Non
essential aminoacids solution N°M7145 Sigma®),
vitaminas (Mem vitamins solution N°M6895 Sig-
ma®), gentamicina 50 ug/mL y anfotericina B 1,5
ul/mL (antibiotic/antimycotic solution N°A9909
Sigma®) en estufa a 37 °C con 5% de CO,,.

ESTUDIOS DE TUMORIGENICIDAD

Los 3 grupos de ratones (A, By C) se aneste-
siaron con una mezcla de ketamina/xilacina (80-
100 mg/kg + 10 mg/kg) intraperitoneal, luego se
inocularon por via subcutanea en la piel laxa del
dorso con una suspension de células viables de
la linea tumoral A549, en una concentracion de
25 x 10* en 200 pl de solucion salina de Hank’s.
Se realizaron mediciones diarias con un calibre
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para verificar el crecimiento tumoral, controlando
forma y tamano.

A los 15 dias post inoculaciéon, todos los
ratones se sacrificaron con anestesia inhalatoria
(CO,/0,: 80/20 %) (10). Se realizo la necropsia
examinando macroscopicamente los 6rganos,
para detectar la aparicion de metastasis. En los
animales que presentaron crecimiento tumoral
se procedio a la extraccion de los tumores. Una
fraccion de los mismos se colocéd en una solucion
de formol al 10% y otra se almacené a -70 °C
para realizar estudios posteriores. Todos estos
procedimientos fueron realizados siguiendo las
recomendaciones internacionales del Concejo
Canadiense (CCAC) para el Cuidado y Uso de
ratones en investigaciones cientificas sobre el
cancer (9, 11).

RESULTADOS

A la necropsia no se encontraron metasta-
sis en ningun animal. Hubo crecimiento tumoral
en el grupo control N:NIH(S)-nu, y en las cepas
en estudio C57BL/6-nuy BALB/cAn-nu. Obser-
vandose en esta ultima un desarrollo mas rapido
del tumor.

DISCUSION

Las cepas C57BL/6-nu y BALB/cAn-nu
producidas y mantenidas en el Bioterio de la
Facultad de Ciencias de la UNLP son adecuadas
para mantener la linea A549 de adenocarcinoma
de pulm6n humano. Estos animales por su condi-
cion de endocriados presentan la ventaja de tener
menos variables individuales, por lo que los re-
sultados que se obtengan a partir de experiencias
realizadas en ellos seran mas uniformes y com-
parables, ademas de contribuir con el principio
de reduccién del nimero de animales establecido
por Russel y Burch!2. Asimismo, debido a que la
velocidad de crecimiento tumoral fue mayor en
la cepa BALB/cAn-nu que en la C57BL/6-nu,
estos modelos animales se podran adecuar a las
necesidades del los protocolos experimentales en
cuanto al tiempo de desarrollo tumoral.
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Resumen: El Zn resulta esencial como mineral traza por su rol estructural, catalitico y regula-
torio de la actividad celular. Las funciones mds comprometidas durante su carencia serian la
expresion génica, la defensa antioxidante del organismo y el consumo de alimento. Los forrajes
y granos pueden no cubrir los requerimientos del animal cuando crecen en suelos carentes o
se destinan a categorias de altos requerimientos. Su absorcién es intestinal y aqjustada a las
necesidades del animal, no posee depdsito orgdnico especifico y se elimina especialmente
por materia fecal. Sus requerimientos son discutibles y variables, aumentando en lactancias
intensas o ante situaciones de estrés. Las pérdidas productivas por esta carencia se deberian
a fallas inmunolégicas, menores ganancias de peso, fallas reproductivas y mayor incidencia
de lesiones podales, probablemente en este orden. En Argentina existen varios antecedentes
de su diagndstico y de respuestas positivas a su suplementacion, pero lamentablemente ni
las zonas de carencia ni sus consecuencias han sido claramente caracterizadas, lo cual per-
mitiria mejorar los planes sanitarios en esas regiones. Momentdneamente resultaria adecuado
intensificar su diagnéstico y contemplar suplementaciones que aseguren 30 ppm de Zn para
animales en crecimiento, con aumentos estratégicos de su aporte en situaciones de estrés,
como partos, destetes, ingresos a feedlot o lactancia exigentes.

Palabras Clave: Zinc, bovinos, minerales.

METABOLISM AND ZINC DEFICIENCY IN CATTLE

Abstract: Zinc is an essential trace mineral due to its structural, catalytic and regulatory roles.
Gene expression, antioxidant defenses and food intake are the most affected functions dur-
ing Zn deficiency. Forage and grains produced on deficient soils may not reach the animals’
requirements, especially in categories with high needs. Intestinal Zn absortion is regulated by
the animals needs, there is no organic storage of Zn and its elimination occurs through feces.
Zn requirements are controversial and variable, they increase during peak lactation and stress.
Productive losses due to Zn deficiency include, in a decreasing order, immunological failure,
low growth rates, reproductive failure and high incidence of foot diseases. In Argentina, there
are reports of diagnosis and treatment-related response, although neither the deficiency areas
nor their consequences have been characterized, which would improve sanitary control. In
the present situation, it would be useful to improve diagnosis along with a supplementation
program of 30 ppm in growing animals, with an strategic increases during stress situations
such as calving, weaning, feedlots income and demanding lactations.

Key words: zinc, cattle, minerals.
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INTRODUCCION

El Zn es un microelemento esencial para
la salud del bovino. Su carencia genera proble-
mas sanitarios asociados a fallas inmunitarias,
reproductivas, de crecimiento y de integridad de
la piel y pezufias. Lamentablemente la deficiencia
de Zn no ha sido claramente caracterizada ni en
Argentina ni en el resto del mundo. Esto imposi-
bilita hacer un diagnéstico certero de la carencia,
establecer fehacientemente los requerimientos
por categoria para prevenirla y fundamental-
mente reconocer su incidencia subclinica, la cual
seguramente genera pérdidas muy superiores
a las causadas por la presentacién clinica de la
carencia.

La propuesta de este trabajo es llegar a
comprender los riesgos productivos de la defi-
ciencia de Zn, analizando su metabolismo, los
requerimientos establecidos para las diferentes
categorias, las posibilidades de diagnoéstico, las
consecuencias de su carencia y los antecedentes
en Argentina (1, 4).

METABOLISMO DEL ZN EN LOS BO-
VINOS

FUNCIONES DEL ZN EN EL ORGANIS-
MO

El Zn resulta esencial como mineral traza
por su rol estructural, catalitico y regulatorio
de la actividad celular. Por un lado el Zn actta
estabilizando proteinas, de modo de mantener
su conformacién espacial y actividad normal.
En este sentido entre el 3 y el 10 % de las pro-
teinas asociadas al genoma y mas de 300 en-
zimas son metaloproteinas dependientes de Zn
(5). Asumiendo que estas funciones enzimaticas
y la expresion génica pueden alterarse ante la
carencia, resulta entendible la posible variedad
de consecuencias en la salud animal (6).

Las enzimas dependientes de Zn cumplen
multiples funciones y estan actuando en vias
metabdlicas vitales. En este sentido la Cobre-Zinc
superoxido dismutasa (Cu-Zn SOD) es una de las
principales enzimas del sistema antioxidante del
organismo (7). La fosfatasa alcalina se encarga
de liberar grupos fosfatos de moléculas mas
complejas (8). La anhidrasa carbénica se encarga
de interconvertir acido carbénico en diéxido de
carbono, manteniendo la respiracion celular y el
equilibrio acido-base del organismo (9). Enzimas
presentes en la secrecion pancreatica, como las
carboxipeptidasas A y B son dependientes de
Zn en su funcionamiento, y estan encargadas
de degradar las proteinas del alimento desde
su extremo carboxilo terminal (10). Las colage-
nasas son metaloproteinasas asociadas con la
remodelacién tisular (11). La piruvatocinasa es
una enzima Zn dependiente que participa en la
glucodlisis y su actividad es un paso limitante

Metabolismo del Zn en bovinos

modulado por la insulina. Si bien no existen re-
sultados en bovinos, su actividad se ve afectada
durante la carencia de Zn en ratas (12). Cabe
agregar aqui que la propia secrecion de insulina
desde las células B del pancreas es dependiente
de Zn, por lo cual se asume que existe un com-
promiso del metabolismo energético del animal
durante la deficiencia (13). Otras hormonas de
gran importancia en la regulacién metabdlica
también se ven afectadas durante la carencia de
zinc, como las hormonas tiroideas que ajustan el
metabolismo basal (14), el factor de crecimiento
semejante a la insulina tipo 1 (IGF-1) que media la
actividad de la hormona del crecimiento (15), y el
neuropéptido Y que liberado desde el hipotalamo
modula el apetito del animal (16).

El Zn es requerido para la division y la
diferenciacion celular, siendo determinante para
la sintesis de ADN (15) y para la induccion de
ciclinas de ARNm en las fases G1, S y G2 del
ciclo celular (18).

Se le adjudica al Zn la capacidad de aumen-
tar la resistencia del organismo a intoxicaciones
por metales téxicos como mercurio (Hg), cadmio
(Cd), cobalto (Co) y Cu. Esto se debe a que el Zn
es un potente inductor de la sintesis de meta-
lotioneina (MT), una proteina aniénica con alta
capacidad quelante de los citados metales (5).
La MT es un péptido de 69 aminoacidos de los
cuales 20 son cisteinas, las cuales le aportan su
capacidad quelante. Posee dos subunidades, una
subunidad alfa responsable del efecto de reten-
cién y detoxificaciéon de metales, y una subunidad
beta con capacidad de intercambio de metales
(18). La MT ha sido objeto de multiples estudios y
actualmente se sabe que cumple otras funciones,
como antioxidante, mediadora en procesos in-
flamatorios y de regeneracion celular (19, 20).

Los niveles de zincemia se asocian en forma
directa a aumentos o disminuciones en la coagu-

labilidad sanguinea (21).

FUENTES DE ZN

Los forrajes poseen generalmente entre 25
y 50 ppm (MS) de Zn, con valores promedio de 34
ppm (MS). Los granos poseen valores semejantes,
pero con altas concentraciones en las capas exter-
nas, lo cual aumenta su aporte en subproductos
ricos en ellas. Tanto los forrajes como los granos
poseen como principal condicionante de su con-
centracion de Zn el aporte del suelo, por lo cual
suelos carentes estableceran zonas de carencia.
La leche aporta una concentracion equivalente
a la del alimento (30 a 40 ppm), siendo cuatro
veces superior en el calostro (22).

ABSORCION
El Zn es absorbido principalmente en el
intestino delgado (23). Se considera que la efica-
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cia de absorcién esta ajustada a las necesidades
del organismo (24, 25, 26, 27). Debido a que el
principal factor de interferencia en la absorcion
del Zn dietario en todas las especies es el acido
fitico, y este es inactivado por la flora ruminal, el
coeficiente de absorcion del Zn en rumiantes es
alto, con informes del 30 al 45 % en dietas con 40
y 17 ppm (MS) respectivamente (24), de alrededor
del 50 % en terneros y vacas con dietas deficientes
(17 ppm - MS) (21), y del 60 al 70 % tanto desde
forrajes como de granos (22). Cuando el ternero
es lactante y no posee un rumen funcional sufre
las interferencias propias de los monogastricos,
como ocurre con el uso de proteinas de soja en
los sustitutos lacteos, los cuales aportan fitatos
que reducen la absorcion del Zn (28).

Las Fuentes de Zn podrian condicionar su
absorcion. Kincaid y col (29) compararon Zn-lisi-
nay Zn-metionina con 6xido de Zn, y evaluando
las variaciones de zincemia y reserva hepatica
encontraron mayor disponibilidad con las fuentes
organicas que con el 6xido, pero emplearon 300
ppm (MS) de cada fuente, valor muy superior al
sugerido para la categoria de terneros Holstein
de 6 semanas. Cuando se suplement6 una dieta
base que poseia 28 ppm de Zn con 20 ppm adi-
cionales, ya sea como sulfato o como proteinato,
las fuentes no diferenciaron las zincemias pero
los sulfatos generaron una mayor concentracion
hepatica de Zn (30). Esto coincide con Cao y
col (31) que no encuentran diferencias entre el
sulfato de Zn y diferentes fuentes organicas en
corderos. A pesar de lo expuesto existen informes
a favor del empleo de fuentes organicas. Spears 'y
Kegley (32) lograron mayores ganancias de peso
adicionando con 25 ppm dietas de novillos en
terminacién, pero a su vez el aumento tendi6 a
ser mayor (p: 0,10) para el proteinato que para
el 6xido. Existen numerosos informes de mejores
resultados cuando la suplementacion se hace
con fuentes organicas de zinc, disminuyendo la
incidencia de mastitis y laminitis, (33), mejorando
la resistencia de la pezuna (34), mejorando la
produccién lechera (35) y elevando el indice de
prefiez (36). Resulta también cierto que varios
autores no encontraron ventajas en el empleo
de fuentes organicas sobre las inorganicas, ya
sea evaluando ganancias de peso, conversion
alimenticia y consumo voluntario en novillos en
terminacién (37); como tampoco cuando se evalu-
aron estos parametros y la respuesta inmune
en vaquillonas en feedlot (38). Estas diferencias
entre autores y las razones por las cuales suelen
hallarse ventajas en el uso de fuentes organicas
no esta aclarado, pero podria tratarse de diferen-
cias en el metabolismo ruminal y tisular de estas
fuentes mas que en variaciones de su coeficiente
de absorcién (39, 40, 41).

Una vez captado el Zn por la superficie apical
del enterocito es transferido a la sangre por la membra-

na basolateral por un transportador especifico (ZnT1),
cuya expresion aumenta ante estados de carencia de Zn
(18). En sangre viaja principalmente unido a albtimina
(85%) y el resto unido una a2-macroglobulina (14 %)
y aaminodcidos (1%) (42). Su captacion por los tejidos
ocurrirfa por distintos transportadores cuya expresion
seria también regulada por el balance celular de Zn
(18). Llama la atencién que el mecanismo de incorpo-
racioén a los tejidos involucre una numerosa y compleja
variedad de sistemas, que van desde cotransportes
con proteinas y aminodcidos como cisteina e histidina,
transportadores asociados a la transferencia de hierro y
una amplia variedad transportadores especificos (5).

DEPOSITO ORGANICO

El Zn no es depositado en un 6rgano en
particular. Los huesos y los musculos poseen
las mayores concentraciones, seguidos por el
higado y la piel. Cuando el aporte por la dieta
sobrepasa los requerimientos el Zn se acumula
en estos tejidos, mientras que durante un balance
negativo sus concentraciones van descendiendo
(5, 24, 30).

PERDIDAS ENDOGENAS

Existen tres vias de excrecion del Zn endégeno,
la digestiva, la renal y por leche. Las pérdidas diges-
tivas estdn determinadas por la descamacién celular
y las altas concentraciones de Zn en las secreciones
digestivas, especialmente la pancreatica y la intestinal
(24, 43). Sus concentraciones dependen del estatus de
Zn del animal, y posee un reaseguro de reabsorcion,
debido a que son secretadas desde el pancreas junto a
MT, proteina que estimula su reabsorcién en el yeyuno
(5). La eficacia de la reabsorcién es mayor en terneros
con deficiencia de Zn, lo cual demuestra que este es
otro mecanismo de regulacién de pérdidas endégenas
(26). La via renal tiene una importancia secundaria (44).
La concentracién de Zn en calostro es de alrededor
de 30 ng/ml mientras que en la leche oscila entre 3 y
5 ng/ml (45), y pueden variar con el aporte de Zn en
la dieta (46).

REQUERIMIENTOS

La multiplicidad de funciones, las dudas
sobre su metabolismo y la incapacidad de evaluar
consecuencias subclinicas de la deficiencia hace
que los requerimientos de Zn no sean claros. En
este sentido pareciera que concentraciones de
Zn en la dieta inferiores a 20 ppm de Zn (MS)
se asocian con la carencia (35, 47). El empleo
del método factorial para ajustar los requerim-
ientos lleva a establecer un requerimiento de 30
ppm (MS) en el alimento para animales de carne
(48), y del mismo valor para bovinos de leche,
a excepcion de la vaca en lactancia que posee
requerimientos mayores, anadiendo 24 mg por
kg de leche, llevando los requerimientos de un
animal de 650 Kg y 40 Kg de leche por dia a 63
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ppm de Zn (MS) (49). Nocek y col. (50) lograron
mejorar la performance productiva y reproductiva
en rodeos lecheros suplementando por encima
de los requerimientos del NRC (49). No resulta
extrafio encontrar sugerencias distintas, como de
19 ppm (MS) para terneros en crecimiento (51),
40 ppm (MS) para cualquier categoria (52) o de
50 a 75 ppm (MS) para animales de engorde a
corral (53).

LA ENFERMEDAD

El desarrollo de la carencia de Zn en bovinos
sigue una serie de fases comunes a otras carencias
minerales. Un animal expuesto a un balance nega-
tivo de Zn comienza a movilizarlo desde diferentes
tejidos, caracterizando la primera fase de carencia
llamada deplecién. Posteriormente descienden los
niveles en plasma, caracterizando la etapa de defi-
ciencia. Cuando el aporte de Zn a los tejidos es critico
comienzan a fallar las metaloenzimas especificas y las
funciones dependientes de Zn, caracterizando la etapa
de disfuncién. Producto de esta dltima aparecen las
consecuencias subclinicas y luego clinicas de la enfer-
medad (22) (Figura 1). Este esquema de la patogenia
de la deficiencia establece también las alternativas de
diagnéstico. La evaluacion de concentraciones de Zn
en tejidos seria de utilidad, pero resulta poco practica
por sumuestreo invasivo (54), salvo emplear muestras
de pelo o lana, pero que sin embargo no han ofrecido
resultados contundentes (30, 55). La evaluacién de
enzimas especificas puede resultar poco precisa o
demasiado tardia (30). Esperar por evidencias clinicas
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s6lo asegura que ya existieron dafios subclinicos de
la carencia (22). Ante esta situacién la evaluacién de
la concentracién plasmaética de Zn (zincemia) sigue
siendo la eleccién més comuin para evaluar el estatus
de unrodeo, especialmente en condiciones practicas ya
que su muestreo es sencillo y no invasivo, aunque po-
see limitaciones. Por un lado la zincemia es inestable,
descendiendo en respuesta a infecciones o estrés (18,
44,56, 57, 58). Por otro lado es un marcador indirecto
de la carencia, ya que su descenso no implica una
disfuncién sino simplemente una caida en los valores
circulantes a los cuales hay que tratar de asociar con
el riesgo de disfunciones. Existe un cierto acuerdo en
considerar normal a valores de zincemia superiores a
90 ng/ dl, mientras que concentraciones inferiores a 80
ng/dlindicarfan carencia, dejando un rango de estado
marginal entre ambas (47, 59).

Las consecuencias de la carencia de Zn
no estan aun bien definidas, pero aquellas que
se conocen y valoraron demuestran que se trata
de una deficiencia de alto riesgo productivo. Es
necesario en este sentido enfatizar los riesgos de
menores ganancias de peso (GDP), fallas inmu-
nolégicas, menor performance reproductiva y la
mayor predisposicion a enfermedades podales.
Todas ellas seran objeto de analisis en las si-
guientes secciones.

MENORES GANANCIAS DE PESO

Uno de los primeros signos de la carencia de
Zn en todas las especies es la disminucion en el
apetito. En bovinos se suma en forma incipiente

Nivel del indicador

" L1
Zn-tejidos
Zn-plasma
CONSECUENCIAS
Zn-enzimas Subclinicas - Clinicas

e ——

Deplecion Deficiencia Disfuncion Enfermedad

>

Evolucion de la carencia (etapas)

Figura 1. Etapas de la deficiencia de Zn (Modificado de Underwood and Suttle, 1999).
Figure 1: Phases of Zn deficiency (Modified of Underwood and Suttle, 1999)
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una marcada disminucién en la eficacia alimenti-
cia (60). Por esta razén se puede suponer que la
baja ganancia diaria de peso (GDP) en animales
en crecimiento seria una secuela importante de la
carencia de Zn, ya sea por su efecto directo sobre
el ternero como por su efecto indirecto al reducir
la produccién lechera de la madre (59).

La menor GDP, ya sea por menor apetito
o por baja eficiencia alimenticia, es una secuela
preocupante en sistemas productivos de cria y
engorde. Lamentablemente este tema posee tanta
informacion sobre su riesgo potencial como dudas
en su confirmacién a campo. Por el lado experi-
mental, la pérdida de apetito es tan evidente en
especies de laboratorio que puede ser usado como
prueba de la falta de Zn en su racién (13). Antes
de la disminuciéon del apetito, se evidencia en
ratas un disturbio alimenticio por el cual los ani-
males deficientes tienden a consumir mas grasa
que hidratos de carbono, aparentemente como
una adaptacion metabélica a la menor actividad
de la piruvatocinasa, enzima Zn-dependiente de
accion central en el metabolismo de los azticares
y punto de regulacién de la insulina (12). Por otro
lado el control hormonal del metabolismo se ve
afectado con disminucion de las hormonas tiroi-
deas (14). Si bien se les adjudica a la anorexia
y a la mala conversién alimenticia el bajo crec-
imiento, en realidad otros factores pueden estar
complicando su comprensién. En este sentido
ratones Zn deficientes disminuyen un 25 % su
crecimiento y los niveles de Zincemia en un 70 %
sin que aun se reduzca el consumo de alimento
(61). Por otro lado resulta llamativo que ratas que
ya presentan una reduccién en el consumo de
alimento, pero que son forzadas a comer, igual-
mente siguen perdiendo peso, postulandose como
posible causa una disminucién en el consumo
de agua (62). También se ha postulado que las
fallas en el crecimiento debidas al Zn se gener-
arian por una falla de la sefalizacién celular de
la IGF-1 (15), o bien por anorexia secundaria a
la inhibicién en la liberacién de neuropéptido Y
desde el hipotalamo (16).

Engle y col (60) demostraron que vaquil-
lonas Hereford x Angus de 200 kg consumiendo
una dieta con 17 ppm de Zn presentan en apenas
21 dias menores GDP, generada por una menor
eficacia alimenticia, sin afectar el consumo vol-
untario de alimento, al ser comparados con una
dieta que aportaba 40 ppm de Zn. Curiosamente
las concentraciones de Zn en plasma e higado no
reflejaron el problema. Mayland y col (63) encon-
traron menores GDP en terneros que consumen
menos de 20 ppm Zn, sin que esta misma situ-
acion afecte el peso o los indices reproductivos de
sus madres. Spears y Kegley (32) informaron que
novillos Hereford x Angus de 250 Kg presentaron
menores GDP con una dieta que aportaba 33 vs
58 ppm del control, pero sin afectar ni el consumo

ni la conversion alimenticia. Spears (39) informa
menores GDP en vaquillonas con 25 vs 49 ppm de
Zn,y en este caso las zincemias diferenciaron los
grupos. Otros investigadores han hallado difer-
encias en la GDP con dietas que aportaban 20
ppm de Zn al ser suplementadas con cantidades
crecientes de Zn, sin que las concentraciones en
plasma o pelo reflejaran claramente esta diferen-
cia (55). La suplementacion de dietas por encima
de las 40 ppm de Zn durante sus primeros tres
meses de vida no mejoro6 el crecimiento en terne-
ros Holstein (64). Todos estos resultados expre-
san el riesgo potencial de menores GDP cuando
la dieta aporta concentraciones insuficientes de
Zn, pero no permiten precisar el valor exacto de
riesgo. Un aporte limite tentativo para animales
en crecimiento seria entre 30 a 33 ppm de Zn
en la dieta, coincidiendo con los requerimientos
establecidos por NRC para razas de carne y de
lecheria respectivamente (48, 49). Por otro lado
las zincemias también pueden fallar al evidenciar
el riesgo de menores GDP, por lo cual posible-
mente el uso conjunto de las concentraciones
de Zn en plasma y en el alimento podria mejorar
el diagnéstico.

La carencia de Zn posee una incidencia re-
gional debido a que los suelos carentes condicio-
nan el crecimiento de forrajes que no cubren los
requerimientos. A pesar de ello no abundan los
trabajos de investigacion que caractericen zonas
de carencia y alerten sobre sus riesgos (65). En
Argentina existen antecedentes de carencia de
Zn, diagnosticada por bajas concentraciones en
forrajes (2, 3, 66, 67), por bajos valores de zince-
mia (68) o ambas (69). En este tiltimo trabajo los
autores evaluaron la respuesta a la suplement-
acion oral en 12 ensayos en Corrientes,, usando
mezclas con 6xido de Zn al 1%. Encontraron
mejoras en las GDP en 6 de ellos, con diferencias
promedio de 15,3 % y un caso de 44% a favor
del grupo suplementado. El mejor resultado se
observo en pastizales con menos de 20 ppm de
Zn. Pechin y col (3) sin embargo no encontraron
diferencias en las GDP en un ensayo de suple-
mentacion con novillos en La Pampa, donde los
forrajes aportaban entre 22 y 27 ppm de Zn.

CONSECUENCIAS INMUNOLOGICAS
DE LA CARENCIA DE ZN

Otra consecuencia seria de la carencia de
Zn es la menor resistencia a infecciones (70), de-
bido a fallas en la respuesta inmunitaria celular
(61) y humoral (71), con evidente compromiso de
los mecanismos de la inflamacién y las defensas
antioxidantes (72, 73).

Debido a que el Zn es movilizado en situa-
ciones estresantes la mayoria de los ensayos de
suplementacién se han realizado en animales
sometidos a destete, en ocasiones asociados a
otros factores estresantes como transportes pos-
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destete e incluso ingreso y adaptacién a feedlot
(44, 74).

Novillos cruza Hereford x Angus de 250
kg que recibieron una dieta con 17 ppm de Zn
mostraron menor respuesta a la inyeccién de
fitohemoaglutininas, pero no se diferenciaron
en la respuesta vacunal a IBR, comparados
con otro grupo que recibia 40 ppm de Zn (60).
En dos trabajos con novillos cruza al ingreso
a feedlot, aquellos alimentados con 90 ppm de
Zn respondieron mejor a un desafio con IBR,
mostrando menor disminucién y mas rapida re-
cuperacion del consumo voluntario, con menor
temperatura rectal ante la infeccién, al compa-
rarlos con aquellos que recibieron 30 ppm Zn
(57). Los mismos autores reproducen idénticos
resultados pero s6lo cuando la suplementacion
con Zn era como metionato y no como éxido (58).
Otros grupos reconocen diferencias a favor de la
suplementacién con Zn, especialmente como me-
tionato, cuando se trata de animales estresados
y desafiados con virus de IBR. En estos trabajos
las dietas control presentaban 25 y 42 ppm de

Metabolismo del Zn en bovinos

Zn, y fueron suplementadas para alcanzar los 51
y 71 ppm de Zn respectivamente (75, 76). Con-
trariamente, Galyeany col (74) redujeron en mas
del 50 % la incidencia de enfermedades respira-
torias en el ingreso a feedlot llevando la dieta de
30 a 100 ppm de Zn, aportado como metionato
o como sulfato, pero no obtuvieron resultados
cuando la suplementacién fue s6lo con 35 ppm
adicionales como metionato. En novillos cruza
Angus x Hereford, no se encontraron diferencias
ni en la respuesta inmune celular ni humoral
comparando dietas con 33 y 55 ppm de Zn (32).
Lo propio ocurri6 con la actividad inmunitaria in
vitro al comparar diferentes concentraciones (65
a 400 ppm de Zn) y fuentes (metionina, lisina y
oxido) en terneras Holstein (29). En Argentina,
Corbellini y col (1) evaluaron en vacas lecheras
la suplementaciéon de dietas marginalmente
deficientes (25 a 39 ppm) con 6xido de zinc y
zinc metionina (50 ppm), logrando disminuir la
incidencia de endometritis, problemas podales y
el recuento de células somaticas, pero sélo en el
grupo con zinc metionina.

Tabla 1: Ensayos de suplementacién con Zn evaluando la respuesta inmune de animales bajo con-

diciones de estrés.

Table 1: Zn supplementation trials evaluating immune response in animal under stress conditions

Cita Categoria Zn en respuesta tipo de respuesta
alimento inmune evaluada
Engle et al, Novillos cruza 17 vs. 40 ppm Positiva Respuesta vacunal a virus
1997 Hereford x de IBR y reaccién a
Angus de 250 kg fitohemoaglutininas
Chirace et Novillos ingreso 30 vs 90 ppm Positiva Mejor recuperacion al
al, 1991 (2 a feedlot desafio con virus de IBR
ensayos)
Chirace et Novillos ingreso 30 vs 90 ppm | Positiva sélo con Mejor recuperacion al
al, 1994 a feedlot metionato de Zn desafio con virus de IBR
Spears et al, Novillos ingreso 26 vs 51 ppm | Positiva s6lo con | Respuesta vacunal a virus
1991 a feedlot (214 metionato de Zn de IBR
kg)
Blezinger et Ingreso a feedlot | 42 vs. 71 ppm Positiva con Mejor recuperacion al
al, 1992 metionato de Zn desafio con virus de IBR
Galyean et Novillos ingreso 30 vs. 100 Positiva con Disminucién leve en
al, 1995 a feedlot ppm metionatos y enfermedades respiratorias
sulfatos (> 50%)
Corbellini y Vacas lecheras 25 vs 50 ppm Positiva con Disminucién en afecciones
col., 1995 metionato de Zn reproductivas y podales
y negativa con
oxido
Spearsy Novillos cruza 35vs. 55 ppm Negativa Respuesta inmune celular y
Kegley Angus x humoral
(2002) Hereford
Kincaid et al, Terneras 65 a 400 ppm Negativa Actividad inmunitaria in
1997 Holstein vitro
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Cuando todos estos resultados se evalilan
en conjunto surge la inquietud de identificar la
concentracion de Zn en la dieta que limite las
fallas inmunolégicas por Zn (Tabla 1). En este
sentido resulta evidente que los requerimientos
aumentan en situaciones de estrés, sobrepasan-
do aquellos propuestos para evitar menores GDP.
Igualmente tampoco es posible marcar un limite
claro entre concentraciones insuficientes y segu-
ras. Teniendo en cuenta que la maxima concen-
tracién que demostré ser insuficiente fue de 42
ppm de Zn (76), se puede sugerir sobrepasar este
valor para evitar riesgos, posiblemente tomando
como limite maximos los 65 ppm que resultaron
seguros incluso para pruebas inmunolégicas in
vitro (47).

CONSECUENCIAS REPRODUCTIVAS
DE LA CARENCIA DE ZINC

El parto es una situacion estresante, con
compromiso oxidativo del animal y disminuci6én
de la zincemia (56). El zinc resulta esencial para
la correcta respuesta inflamatoria, la capacidad
inmune y la integridad epitelial, incluso de la
glandula mamaria, por lo cual su carencia se
asocia con mayor incidencia de retenciones pla-
centarias y mastitis, aumento del recuento de
células somaticas en leche y desmejoramiento de
los indices reproductivos (77, 78). Varios trabajos
confirman estos riesgos. La suplementacion oral
con sales organicas e inorganicas de minerales
asociados a las defensas antioxidantes (Zn, Cu
y Mn) mejoraron los indices reproductivos en
rodeos de carne (36). Con los mismos minerales
mas el agregado de Co, y todos como sales organi-
cas, Ballentine y col (79) mejoraron la produccién
lechera y los indices reproductivos y redujeron la
incidencia de lesiones podales en vacas Holstein.
Muehlenbein y col (80) no lograron mejorar los
indices reproductivos en vacas Holstein suple-
mentadas con Cu en el periparto hasta que lo
administraron junto con Zn y lograron aumentar
la tasa de prefiez. Del mismo modo Campbell
y Miller (81) suplementando con 0,8 gr/dia de
Zn como sulfato o metionato en el preparto no
modificaron la incidencia de retenciones placen-
tarias en un rodeo Holstein, pero si redujeron el
intervalo parto-primer celo con ambas fuentes.
El mismo resultado se obtuvo en Argentina con
metionato de zinc, elevando su aporte de 25 a 50
ppm (1). Cuando la suplementacion no esta di-
rigida a corregir la carencia sino que se agrega por
sobre los requerimientos los resultados pueden
ser nulos o hasta negativos (88). En rodeos de
carne el riesgo por carencia de Zn en el posparto
parece menor, ya que dietas deficientes en Zn y
que reducian las ganancias de peso en terneros
no llegaron a afectar los indices reproductivos de
las madres (63). La diferencia de susceptibilidad
entre sistemas esta seguramente relacionado

con los mayores requerimientos generados por la
produccién lechera y el desequilibrante desafio
metabdlico del periparto y la lactancia (49).

CONSECUENCIAS PODALES DE LA
CARENCIA DE ZINC

El Zn cumple funcién catalitica, estruc-
tural y regulatoria de la queratinizacién a través
de sus metaloproteinas, pero ademas es necesario
para la correcta respuesta inmune (31, 83). Esto
explica la asociacién entre la carencia de Zn y la
mayor incidencia de lesiones podales en vacas
lecheras (84).

En trabajos originales la incorporacion de
2 a 3 gramos por dia de sulfato de zinc en vacas
lecheras preparto disminuyé la incidencia de
problemas podales (85). Basados en la idea que
las fuentes organicas del Zn evitan la interfer-
encias propias de fuentes inorganicas como el
sulfato (86) se intensificaron los estudios con fu-
entes organicas como Zn-metionina. Asi, estudios
conducidos en la Universidad de Illinois (USA)
demostraron que la suplementacién anual con
Zn-metionina reducia la incidencia de lesiones
podales en vacas en lactancia (87). Investiga-
ciones realizadas desde la Universidad de Kansas
(USA) indican que la suplementacién con 216
mg diarios de Zn, como Zn-metionina, redujo del
5,38 al 2,45 % la incidencia de lesiones podales
en novillos en pastoreo (88). Resultados similares
fueron obtenidos en la provincia de Buenos Ai-
res, donde el aporte de 3 gr diarios de oxido de
zinc durante el preparto y la lactancia de vacas
Holando no mejoré la prevalencia de afecciones
podales, pero si la suplementacién con 2 gr de
Zn-metionina durante igual periodo, logrando
disminuir esta prevalencia del 31 al 13.5% (35).

El auge de los suplementos minerales
organicos ha determinado que la mayoria de los
ensayos de suplementacion destinados a evaluar
el efecto protector del Zn sobre las afecciones po-
dales se haya hecho comparando fuentes organi-
cas e inorganicas y empleando varios minerales a
la vez, situaciéon que impide diferenciar el efecto
individual del Zn. De este modo la suplement-
acion desde los 21 preparto hasta los 250 dias
de lactancia con Zn junto a Mn, Co y Cu como
complejos de aminoacidos redujo la incidencia
de lesiones podales en vacas Holstein (79). La
misma comparacién llevé a Siciliano-Jones y
col (89) a los mismos resultados, pero ademas
obtuvieron con la suplementacién organica una
mejor performance de la lactancia, con mayor
producciéon de proteina y grasa al compararlos
con iguales concentraciones minerales aportadas
como sulfatos. Nocek y col (90) por el contrario,
no encontraron diferencias sustanciales entre
fuentes organicas e inorganicas de Cu, Zn, Mn y
Co sobre la prevalencia de lesiones podales du-
rante dos ciclos de lactancia, evaluadas incluso
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por encima y por debajo de los requerimientos
establecidos por NRC (49).

Resulta dificil concluir respecto a la im-
portancia del Zn en la prevencién de afecciones
podales, ya que si bien existen antecedentes que
respaldan su uso los resultados no son siempre
evidentes y estan impulsados por la incorporacion
de suplementos organicos al mercado mundial.
Podria concluirse que la respuesta terapéutica o
preventiva de la suplementacién con Zn estara
supeditada a la existencia de una carencia en
la dieta base y a evitar otras causas primarias
de lesiones podales, especialmente las acidosis
ruminal originada por exceso de grano en la
dieta (91).

CONCLUSIONES Y PROYECCION DEL
TEMA

El rol central del Zn en metaloenzimas esen-
ciales para la salud animal alertan sobre los riesgos
de su carencia en bovinos. Las funciones mas compro-
metidas serfan la respuesta inmune, la defensa anti-
oxidante del organismo, y el consumo de alimento. En
este sentido las pérdidas productivas por esta carencia
se deberfan a fallas inmunolégicas, menores ganancias
de peso, fallas reproductivas y mayor incidencia de
lesiones podales, probablemente en este orden. En
Argentina existen varios antecedentes de su diagnos-
tico y de respuestas positivas a su suplementacion,
pero lamentablemente ni las zonas de carencia ni sus
consecuencias han sido claramente caracterizadas, lo
cual permitiria mejorar los planes sanitarios en esas re-
giones. Momentaneamente resultaria adecuado inten-
sificar su diagnostico, basado en valores de zincemia
menores a 90 pg/dl y contemplar suplementaciones
que aseguren las 30 ppm de Zn para animales en cre-
cimiento, con aumentos estratégicos de su aporte en
situaciones de estrés, como partos, destetes, ingresos
a feedlot o lactancia exigentes.
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USO DE ANALOGOS DE GNRH EN EL CONTROL DE LA
REPRODUCCION INDESEADA CANINA
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Resumen: Los andlogos de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), que incluyen
agonistas y antagonistas, se sintetizaron por la sustitucién de aminodcidos en la molécula
original con el fin de obtener mayor potencia, duracion y efectividad. El objetivo de este articulo
fue hacer una revisién de los efectos farmacolégicos contraceptivos de este grupo de drogas
en los caninos domésticos. La administracion a largo plazo de agonistas funciona a través de
la regulacion negativa de los receptores hipofisiarios de la GnRH inhibiendo la produccion y
liberacién de gonadotropinas luego de un periodo de estimulacién inicial. Uno de los avances
mds importantes para los agonistas fue el desarrollo de formulaciones de liberacién lenta
que lograron suprimir en forma reversible las funciones reproductivas en machos y hembras
por periodos que exceden el afio con una tinica aplicacién. Contrariamente, los antagonistas
se unen a los receptores de GnRH bloquedndolos y compitiendo con la GnRH enddgena, de
forma que inhiben inmediatamente el eje gonadal, sin producir estimulaciéon inicial. Una
desventaja para el caso de los antagonistas, es que atn no se han podido desarrollar for-
mulaciones de depdsito. Existe un lugar prometedor para los andlogos de GnRH en el futuro
de la reproduccion canina. La efectividad, seguridad y reversibilidad de los andlogos estdn
reportadas, pero esta informacién es aun escasa. Queda trabajo por hacer para disponer
de formulaciones potentes, seguras y de liberacién prolongada que permitirdn su indicacién
masiva en situaciones prdcticas.

Palabras clave: Agonista de GnRH; Antagonista de GnRH; Perro; Contracepciéon

GNRH ANALOGS IN THE CONTROL OF THE UNDESIRABLE
CANINE REPRODUCTION

Abstract: The gonadotropin-releasing hormone (GnRH) analogs, which include agonists and
antagonists, have been produced by amino acid substitutions of the native GnRH molecule
to create greater potency and longer duration of effectiveness. The aim of this article was to
review the pharmacological contraceptive effects of these groups of drugs in the domestic dog.
Long-term administration of agonists functions through desensitization and down-regulation
of GnRH pituitary receptors inhibiting gonadotropin production and release after an initial
stimulation period. A significant advance in this aspect was obtained by the development of
slow-release formulations that have shown to reversibly suppress reproductive function in
male and female dogs for periods exceeding one year. Conversely, GnRH antagonists bind to
gonadotrope GnRH receptors and compete successfully with endogenous GnRH for occupancy,
thereby inhibiting the pituitary-gonadal axis immediately, without the undesirable initial stimu-
lation. A major antagonists” disadvantage is the present lack of long term delivery systems.
There is a promising place for both agonists and antagonist in future canine reproduction.
Effectiveness, security and reversibility are reported, but this information is still not enough.
Further work has still to be done to develop potent, safe and long-term release formulations
which would permit their wide application in clinical settings.

Key words: Dog; GnRH agonist; GnRH antagonist; Contraception.
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INTRODUCCION

La hormona liberadora de gonadotrofinas
(GnRH) es un decapéptido producido por el hipo-
talamo que actua sobre los receptores de GnRH
en la hipofisis. La GnRH es liberada de manera
pulsatil y posee una corta vida media de 2 a
5 minutos siendo rapidamente degradada por
proteasas. La GnRH estimula en la hipodfisis la
produccion y liberacion de las gonadotropinas fo-
liculoestimulante (FSH) y luteinizante (LH) que, a
su vez, van a actuar sobre las gonadas, regulando
la produccién de esteroides, la espermatogénesis,
el desarrollo folicular y la ovulacion (1, 2).

Los analogos de GnRH, agonistas y anta-
gonistas, se desarrollaron por sustituciones de
aminoacidos en la molécula original. Desde que
se descubri6 la composicion quimica de la mo-
lécula de GnRH en 1971, se sintetizaron mas de
3000 analogos (3, 4). La administracién oral de
estos analogos tiene muy baja biodisponibilidad
(en el orden del 0.1%) ya que son susceptibles
a la degradacién por peptidasas en el tracto
gastrointestinal, por lo que requieren adminis-
tracion parenteral (5, 6). Mas recientemente, se
comenzo a trabajar en la sintesis de antagonistas
no peptidicos que permiten su administracion
oral, no obstante, la alta especificidad de especie
de estos compuestos ha retrasado su desarrollo
farmaceéutico (7).

El interés por los analogos sintéticos esta
centrado en desarrollar modificaciones quimicas
en la molécula de GnRH para crear otras de ma-
yor potencia y vida media. Este objetivo se logré
incrementando la afinidad por los receptores
y disminuyendo la degradacion o eliminacion
de los compuestos. Asi se generaron potentes
agonistas por sustituciéon de dos aminoacidos
(posiciones 6 y 10) con potencias que superaron
200 veces la de la molécula original (4). Los cam-
bios estructurales introducidos fueron menores
para los agonistas y mas pronunciados en los
antagonistas, los cuales difieren bastante de la
molécula original.

Uno de los primeros problemas practicos
en presentarse con el uso de agonistas y anta-
gonistas fue la necesidad de frecuentes aplica-
ciones subcutaneas por periodos prolongados de
tiempo a fin de mantener su efecto. Un avance
importante, para el caso de los agonistas, en este
aspecto fue el desarrollo de compuestos de libe-
racion lenta, facilmente administrables en forma
intramuscular o de implantes subcutaneos, cada
3, 6 6 12 meses dependiendo de la formulacién
(8). En este aspecto, los antagonistas se encuen-
tran en desventaja ya que aun no se han podido
desarrollar formulaciones de deposito.

Por su parte, las primeras generaciones de
los antagonistas requerian también altas dosis
para mantener una adecuada supresion de los
receptores de GnRH (9) y su hidrofobicidad y so-

lubilidad eran limitadas induciendo la formacién
de nédulos en el sitio de inyeccion. Adicional-
mente, producian cuadros alérgicos localizados
y sistémicos con degranulacién de mastocitos,
liberacion de histamina y otros mediadores,
causando edema y reacciones anafilacticas (9,
10, 11). Todos estos problemas fueron superados
en su mayor parte con la aparicién de la tercera
generacion de antagonistas, como el teverelix,
abarelix, cetrorelix, ganirelix y acyline entre otros;
que demostraron ser bien tolerados en varias
especies incluso el perro (12, 13). En humanos
por ejemplo, solo se reportaron efectos leves y
transitorios en el sitio de inyeccion, tales como
eritema, prurito e hinchazén, de una duracion
no mayor de un par de horas (11, 14).

No se describieron cambios a nivel bioqui-
mico ni hematolégicos por efecto de los analogos
en ninguna especie (4). En un reporte en huma-
nos con el antagonista de tercera generacion,
acyline, administrado por un periodo prolongado
se describi6 solamente una leve disminucion del
hematocrito asociado al hipogonadismo (12).

Considerando la capacidad de los analo-
gos de GnRH de controlar segura y eficazmente
la reproduccioén, el objetivo de este articulo fue
hacer una revision de los efectos farmacolégicos
contraceptivos de este grupo de drogas en la
especie canina.

ACCIONES FARMACOLOGICAS
AGONISTAS

Los agonistas de la GnRH estimulan la
produccién y liberacién de gonadotropinas por la
hipéfisis, con una potencia mayor aunque varia-
ble segin los distintos compuestos. Paradéjica-
mente, cuando los agonistas son administrados
en forma prolongada producen una accion far-
macolégica “anti reproductiva o de esterilizacién
quimica”. Esto sucede por desensibilizacién de
los receptores de GnRH, lo cual resulta en una
regulacién negativa (15).

Esta desensibilizacién se logra de dos ma-
neras, por administraciéon del agonista de GnRH
en forma continua, o bien usando formulaciones
de agonistas de liberacion prolongada (9, 16). La
desventaja de la inhibicion del eje gonadal con
agonistas es esa liberacion inicial de gonadotro-
pinas (efecto “flare up”) antes de la desensibiliza-
cion. Esta puede inducir celo y ovulacién al inicio
del tratamiento pudiendo retrasar la supresion
gonadal por 7 a 14 dias (17).

ANTAGONISTAS

Los antagonistas actian por mecanismos
diferentes al de los agonistas. Estas moléculas se
unen a los receptores gonadotropos y compiten
con las moléculas endégenas de GnRH por ocupar
el receptor especifico de membrana (9). De esta
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manera no hay secrecion inicial de gonadotro-
pinas, y por ende, no se produce el indeseable
efecto de estimulacién inicial del eje (flare up;
11, 18). Por esta razén, la inhibicién gonadal se
obtiene mas rapidamente con antagonistas que
con agonistas (9). Después de la administracion
de antagonistas, la hipofisis sigue siendo sensible
a la GnRH endégena o a la administracién de
agonistas (18, 19). El grado y duracion del efecto
inhibitorio es dosis dependiente (20).

Datos recientes sugirieron que los trata-
mientos prolongados con antagonistas de GnRH
podrian conducir, también, a una regulacién
negativa de los receptores (4, 21). Finalmente, la
reversibilidad total de los efectos se reporto ex-
tensamente para ambos analogos (6, 22, 23, 24,
25). No obstante, luego del cese del tratamiento,
los antagonistas mostrarian una recuperacion
mas rapida de la hipéfisis y funcion gonadal que
los agonistas (8).

APLICACIONES DE LOS ANALOGOS
AGONISTAS

El desarrollo de formulaciones de liberacion
lenta de agonistas surgi6 de la imposibilidad
clinica de realizar aplicaciones diarias o colo-
car bombas de liberacién quirtrgicamente. La
administraciéon de agonistas de GnRH en sus
formulaciones de liberacion prolongada brinda
una supresion reversible de las funciones repro-
ductivas en machos y hembras por periodos que
exceden el afo (15, 23, 26, 27, 28, 29).

En un experimento inicial se trataron pe-
rras beagles en proestro con un implante subcu-
taneo a base de acetato de nafarelina, lograndose
la supresion en forma reversible de los ciclos
estrales por 18 meses (23). Cuando el mismo
protocolo se administré a perras en anestro, se
indujo un celo de una a dos semanas de duracion
después de comenzado el tratamiento, debido al
efecto estimulante inicial del agonista (23).

Mas recientemente se comenzé a trabajar
con implantes de liberacion prolongada a base
de acetato de deslorelina (Suprelorin®, Peptech
Animal Health, Sydney, Australia), colocados
a través de una inyeccidén subcutanea. Asi, se
probaron diferentes dosis de acetato de deslore-
lina implantando 52 perras en distintas etapas
reproductivas (gestaciéon, diestro y anestro). En
todos los casos se prolongé el intervalo interestro
con una duraciéon que fue independiente de la
etapa del ciclo estral en que fueron implantadas.
Un dato interesante fue que la dosis mas alta de
deslorelina prolong6 el intervalo interestro por
mas tiempo, superando en algunos casos los 27
meses. Las perras prehadas tuvieron un parto
normal, y otras seis que recibieron servicio en
el primer celo post implante quedaron prenadas
(28).

En un intento por evitar el efecto estimu-

Analogos de GnRH en reproduccion canina

lante inicial que producen los agonistas en perras
en anestro tratadas con deslorelina (6 mg sc), se
obtuvieron resultados exitosos administrando
acetato de megestrol (2.2 mg/kg/dia) durante 21
0 14 dias habiendo implantado el agonista el dia
7 6 14 del tratamiento, respectivamente (17).

Con un protocolo de megestrol (2 mg/kg)
de ocho dias, usado con el mismo propédsito, pero
comenzando cuatro dias antes de la implantaciéon
de la deslorelina, el estro post implante aparecié
en el 10 % de las 10 perras tratadas. Se realizo,
también, un seguimiento de tres de las hembras
con propositos de cria, y se revelo que el primer
ciclo estral espontaneo post tratamiento fue ano-
vulatorio, demostrado por las concentraciones
basales de progesterona (P,). Subsecuentemente,
las tres perras presentaron un ciclo ovulatorio
normal luego de un corto intervalo interestro (<
4 meses; 29).

Dos estudios clinicos tuvieron como obje-
tivo testear la eficacia de los tratamientos con
agonistas de liberacion prolongada para posponer
la pubertad en perras (30,31). En uno de ellos,
18 perras prepuberes de seis camadas se im-
plantaron aleatoriamente con deslorelina (9.4 mg
sc) o con un placebo a la edad de cuatro 6 siete
meses. Ninguna de las cachorras mas jovenes,
y todas las de mayor edad exhibieron celo post
implantacién una a dos semanas luego de la im-
plantacién (31). En el otro estudio veinte hembras
beagle preptuberes de cuatro a cinco meses de
edad, hermanas de camada, recibieron una im-
plantaciéon quirtrgica a base de azagly-nafarelina
(18 mg sc, Gonazon CR, Intervet Pharma R&D,
Beaucouze, Francia) o un placebo y se observaron
durante un ano. Las perras placebo alcanzaron la
pubertad a los 11.9 meses, mientras que ninguna
de las perras tratadas con el agonista manifesté
celo u ovul6 durante todo el tratamiento. No se
presentaron efectos colaterales relacionados al
peso corporal ni al crecimiento de los animales.
Luego de la remocién quirtirgica del implante,
las perras tratadas alcanzaron la pubertad de
forma no sincronizada, observandose ésta entre
los 18 y 22 meses de edad. En estas hembras se
hicieron seguimientos de la P, sérica en relacion
con la ovulacién demostrando que esta tlltima y el
cuerpo luteo se comportaron normalmente (30).

En un estudio inicial realizado en perros
machos, se administréo un agonista de GnRH
formulado en microesferas que proveia una li-
beracion diaria de 100-200 mg de la droga. Esto
caus6 un aumento temporario de la concentra-
cion de testosterona (T) plasmatica por unos
pocos dias, seguido por una disminuciéon de los
valores durante aproximadamente 150 dias. El
tamano de la prostata disminuy6 en paralelo con
los valores de T (32).

En otro ensayo en machos, afios mas tarde,
se utiliz6 acetato de leuprolide (1 mg/kg) micro-
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encapsulado en una Gnica inyeccién subcutanea
logrando una disminucién del volumen de eya-
culado. También se presentaron morfoanomalias
espermaticas dentro de las ocho semanas de
comenzado el tratamiento y el efecto persistio
por seis semanas. Endocrinoloégicamente hubo
un incremento inicial de los niveles plasmaticos
de Ty LH, seguidos por una declinacién de éstos
por debajo de los valores normales que persistio
por siete semanas. Veinte semanas post trata-
miento todos los perros retornaron a una normal
espermatogénesis (27).

En un estudio mas reciente, se implan-
taron 30 perros con diferentes dosis de acetato
de deslorelina (3, 6 y 12 mg). Once de ellos se
reimplantaron antes o después de terminado
el periodo de supresién testicular. En todos los
perros las concentraciones séricas de T declina-
ron a menos de 1 ng/ml en un promedio de 17
dias, y permanecieron alrededor de esos niveles
entre los tres meses y los 2.7 afnos. La duraciéon
del efecto supresor demostr6é ser dosis depen-
diente, habiendo a su vez variaciones entre los
individuos. Se retorné a las condiciones iniciales
de circunferencia escrotal, concentracion de T,
calidad seminal y fertilidad en todos los casos
(28). El uso del mismo implante en cinco perros
a dosis de 0.5-1 mg/kg revel6 una disminuciéon
significativa de la concentracién de Ty el tamarfio
prostatico por 32-48 semanas (33).

El mismo afo, se aplicaron implantes
conteniendo 6.6 mg de buserelina a seis perros
machos, la concentracion sérica de T y estradiol
aumentoé un 76.7 % por dos a cuatro dias y luego
descendi6 por debajo de niveles basales dentro
de los 15 dias de la implantaciéon continuando
en este nivel por 233 dias. El tamarfio testicular y
prostatico también se redujo en forma reversible,
y no se pudo recolectar semen a partir de los 21
dias después de la implantacién (34).

Se obtuvieron resultados similares en cua-
tro perros mestizos tratados con implantes sub-
cutaneos de deslorelina (6 mg). Las concentracio-
nes plasmaticas de T y LH fueron indetectables
después de 21 y 27 dias, el volumen testicular
cay6 un 35 % con respecto a los valores pre tra-
tamiento luego de 14 semanas, y no se pudieron
recolectar eyaculados hasta seis semanas post
tratamiento. Las concentraciones de T y LH se
recuperaron 44 a 51 semanas postratamiento
respectivamente, alcanzando el rango normal
después de las 52 semanas. Las caracteristicas
del semen se recuperaron por completo 60 se-
manas después de la implantacion, también la
histologia prostatica y testicular (35).

El acetato de deslorelina se encuentra ac-
tualmente comercialmente disponible en Austra-
lia, Nueva Zelanda y Europa como un dispositivo
de liberacion lenta conteniendo 4,7 y 9,4 mg en
una matriz biodegradable, con una eficacia de

seis y doce meses de duracién, respectivamente.
Sus aplicaciones se extienden a contracepcion,
hiperplasia prostatica benigna y comportamiento
anormal en el macho (36). Se demostro, también,
que la colocacion seriada de implantes en ma-
chos no causa efectos colaterales ni disminuye
la eficacia de la medicacion. Los perros se reim-
plantaron cuatro veces con acetato de deslorelina
4.7 mg consecutivas con intervalos de seis meses,
retornando a la normal esteroideogénesis luego
de terminado el tratamiento (31).

En un estudio realizado el afio pasado, se
distribuyeron 20 perros machos en 5 grupos, de
los cuales cuatro recibieron un implante de 6 mg
de deslorelina, mientras que el grupo control re-
cibié un implante placebo. Alos 15, 25,40y 100
dias post implantacion se les administr6 GnRH
natural, y un dia después, LH. Se observé que la
administraciéon de GnRH 15 dias post implante
provocéd un aumento significativamente menor de
LH y T comparado con el grupo control, y que,
directamente no hubo respuesta de estas hor-
monas cuando la GnRH se aplicé el dia 100 post
implante. La administraciéon de LH demostré un
patrén hormonal similar. Se explica lo ocurrido
por la desensibilizacién de los receptores no solo
de los gonadotrofos hipofisarios sino también de
las células de Leydig (37).

ANTAGONISTAS

Los datos concernientes al uso de los anta-
gonistas de GnRH en caninos son muy limitados.
El efecto de los antagonistas en estas especies
fue descrito por primera vez hace dos décadas
atras, cuando se encontraron disponibles los
primeros compuestos (15, 38). Asi en uno de los
primeros estudios, una inyeccién tnica (2 mg/kg)
o inyecciones diarias (300 ug/kg) durante 7 a 14
dias de un antagonista de segunda generacion, el
detirelix, suprimio6 la progresion del ciclo estral y
ovulacion en perras. El ciclo estral se pospuso por
23 +/- 1 dias (15). El mismo protocolo farmacolo-
gico interrumpié la fase Iitea media en hembras
caninas prefiadas y vacias. En las primeras, la
prefiez terminé por reabsorcién o aborto (38).

Luego de un intervalo de 20 anos, apare-
cieron algunos reportes en caninos describiendo
el efecto de antagonistas de tercera generacion,
como el acyline (39, 40). El acyline es un antago-
nista recientemente desarrollado, que demostroé
en otras especies, suprimir la concentraciéon de
gonadotrofinas durante dos semanas luego de
una Unica aplicacién (11, 12). El acyline ademas,
es mas potente y de mayor duracién que otros
antagonistas de tercera generacioén, como el Nal-
Glu, Nal-Lys, cetrorelix y teverelix (12, 41).

En una presentacion preliminar, se report6
el efecto del acyline (110 pg/kg sc) en seis perras
en proestro temprano (< de 3 dias de comenza-
do el ciclo) con el proposito de interrumpirlo. E1
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resultado fue una significativa disminucién del
tamafio y turgencia vulvar dentro de las primeras
36 horas después de la aplicacion. La descarga
vaginal se redujo a cantidades minimas y se torné
menos sanguinolenta en los primeros dos dias
post administracién. Por su parte, la citologia
vaginal vir6 rapidamente de proestro a diestro en
menos de una semana. Ninguna de las hembras
presenté comportamiento de estro en ningin
momento y tampoco ovulé, como lo demostré la
concentracion basal de P, 12 dias luego del tra-
tamiento. El retorno al ciclo estral ocurrié 19,7
+3,6 dias después de terminado el tratamiento. E1
primer ciclo postratamiento fue normal en todos
los casos (39).

En otro reporte de los autores, se aplicaron
dos dosis diferentes de acyline a 14 perras pre-
nadas con el propésito de inducir el aborto. Con
un disefio aleatorizado con grupo control se usé
una dosis baja (110 ug/kg sc) y otra alta (330
ug/kg sc) entre los 25 y 35 dias luego del primer
servicio. Con excepcion del grupo control, todas
las perras abortaron en un promedio de 7 + 1.9
y 6.4 = 1.3 dias pos tratamiento para la dosis
baja y alta, respectivamente. La concentracion
sérica de P, decliné en los grupos que recibieron
el acyline, independientemente de la dosis, no
sucediendo lo mismo con el grupo control, donde
se observaron niveles normales de P, durante todo
el estudio Ninguna de las perras presento efectos
colaterales asociados al tratamiento (13).

En estudios iniciales en perros machos, el
antagonista de segunda generacion detirelix (4 a 2
mg/kg), causé declinacion de la T sérica en forma
dosis y tiempo dependiente. Cuando se usé una
dosis de 100 ug/kg/dia se aboli6 totalmente la
espermatogénesis (15). Desafortunadamente, en
estos trabajos con antagonistas de las primeras
generaciones, no se informaron detalles sobre
efectos alérgicos en perros.

En un trabajo de los autores se probo el
efecto de una Uinica dosis (330 pg/kg sc) del
acyline sobre los parametros testiculares cani-
nos. Para este propésito, se trabajé con siete
perros con un disefio aleatorizado y con grupo
control. Los animales se estudiaron durante 8
semanas post aplicacion. Se observé, en el grupo
tratado con el antagonista, una disminucion de
la consistencia y el diametro escrotal durante
seis semanas post aplicacion, y la libido y erec-
ci6én declinaron en las primeras cuatro semanas
post tratamiento. También se vieron alterados
el volumen seminal, el recuento y la motilidad
espermatica, todos ellos pasaron a tener valores
significativamente bajos especialmente en la se-
gunda semana post tratamiento. Estos ultimos
parametros mostraron una creciente mejoria
hacia el final del estudio, unas ocho semanas
luego de la aplicacién del acyline. El niimero de
morfoanomalias se increment6 durante la cuarta
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y sexta semana post aplicacién. No se encontré
tampoco ningtn efecto colateral local ni sistémico
atribuido al tratamiento (13).

COMBINACION DE AGONISTAS Y AN-
TAGONISTAS

En presentaciones presentes de los autores
se combinaron un agonista y un antagonista en
el intento de evitar el efecto estimulante de los
agonistas en hembras en anestro. Para este fin
se aplic6 el antagonista en dos tiempos distintos
luego de la implantaciéon del agonista. Se utili-
zaron 15 perras en un disefo aleatorizado y con
grupo control, en donde un grupo recibié sélo el
implante de deslorelina (10 mg sc, DA) y los otros
dos la combinacién con acyline (330ug/kg sc)
simultaneamente (DA&ACY) o a las 48 horas de
aplicado el implante (DA&ACY+2). La respuesta
estral post implante ocurrié en todas las perras
excepto una (grupo DA&ACY+2), 5.0 £ 1.2, 10
1.0 y 24.2 + 11.7 dias después del tratamiento
para DA, DA&ACY y DA&ACY+2, respectivamen-
te. Aunque la respuesta estimulante por parte del
agonista no pudo evitarse, en los grupos tratados
con acyline hubo una tendencia a una aparicion
mas tardia de la misma (42).

DISCUSION

El control ex6geno de la reproduccién en
los caninos domésticos es de gran importancia
tanto en la poblacién de mestizos vagabundos
como en aquellos de razas puras. La esteriliza-
ci6én quirurgica resulta cara y poco practica para
su utilizacién masiva en animales sin duefo e
inadecuada para reproductores de criaderos, en
donde se necesita un control temporal de la ac-
tividad sexual. Por su parte, el control temporal
de la reproduccién (contracepcién) se lleva a cabo
en la actualidad con hormonas esteroideas, que
provocan innumerables efectos adversos en esta
especie (43).

En los ultimos 10 afios se comenzo a tra-
bajar en el desarrollo de analogos de la GnRH,
los cuales estan desprovistos de los efectos cola-
terales de los esteroides. La castracién quimica,
que estos compuestos provocan, tiene también
aplicacion en el tratamiento de enfermedades
hormono dependientes.

Estudios realizados en perros machos
confirmaron que la administracion periédica y
prolongada de agonistas de GnRH, resulta eficaz
y segura (31). En la hembra aun falta investigar
como se comporta el tratamiento seriado con
agonistas y los periodos de recuperaciéon nece-
sarios. También en la perra es necesario mejorar
la combinacién de los protocolos farmacolégicos
para evitar el estro post implantacion.

El efecto inhibitorio inmediato es una
ventaja que poseen lo antagonistas sobre los
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agonistas. Empero, el uso de estos productos
se ve actualmente limitado por la falta de de
sistemas de liberacién prolongada. Por ende, la
aplicacion de los antagonistas esta circunscripta
al manejo de situaciones endocrinas en las que
se requiere un efecto inhibitorio rapido aunque
de corto plazo.

Dada la capacidad de los antagonistas de
interrumpir rapidamente cualquier etapa del ciclo
estral, ejemplos de su utilizacién practica son la
interrupcion de la prefiez y del proestro. Aunque
la postergacion del estro después del tratamiento
con antagonistas ocurre durante un lapso breve,
el retorno a la ciclicidad normal se produce en
un tiempo predecible. Esto ultimo puede hacer
de los antagonistas una herramienta atractiva
para la biotecnologia reproductiva en la especie
(15, 39).

Por ultimo, esta revision sugiere que hay un
lugar prometedor para agonistas y antagonistas
en el futuro de la reproducciéon canina. Queda
aun trabajo por hacer en cuanto a la farmacoci-
nética, endocrinologia y clinica de estos compues-
tos para imponer su uso con el fin de mejorar el
manejo del ciclo estral, enfermedades hormono
dependientes y la contracepcion en general antes
de que ellos puedan ser ampliamente recomenda-
dos. Disponiendo de formulaciones de analogos
potentes y seguros de liberacion prolongada a un
costo razonable, se podra alcanzar, en un futuro,
el dominio del control ex6geno de la reproduccion
en una de las especies domésticas que mas desa-
fio nos impone en su manejo reproductivo.
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cluidas en ntimero 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 autores.
Las versiones electrénica y en CD-ROM de la revista
podran contener fotografias color sin costo para los
autores. La inclusion de fotografias color en el material
impreso debera ser expresamente solicitado al editor.
El material enviado estara listo para su reproduccion,
deberan ademas enviarse fotografias o graficos en for-
mato TIF, CRD o JPG.

No son aceptables aquellos graficos, esquemas,
fotografia, tabla de excel o similares "incrustados" en el
archivo de texto (word).

El costo de cada articulo sera de $ 50 (o 50 U$S
si el lugar de trabajo del primer principal proviene del
exterior) hasta 5 hojas (publicadas) y $ 10 por cada
hoja adicional que debera ser abonado por los autores
indefectiblemente antes de su publicacién.

Las unidades de medida se expresaran siguiendo
las normas del Sistema Internacional de Unidades. E1
material enviado sera analizado para su publicacion
por el Comité Editorial, el que lo sometera a consi-
deraciones del referato externo. El Comité Editorial
informara al autor del trabajo de las correcciones y/o
recomendaciones sugeridas por el evaluador y deter-
minara en funcién de ello la aceptacion o rechazo del
mismo. Si hubiere correcciones, las mismas deberan
ser efectuadas por los autores en un plazo maximo de
6 meses, caso contrario se considerara el trabajo como
"rechazado". Se deja constancia que el hecho de recibir
un trabajo no conlleva la obligacién de su publicacion
por parte de ANaLECTA VETERINARIA. Una vez aceptado el
trabajo 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 debera realizarse con el consentimiento de todos
los autores. En todos los casos se tomara como fecha
de remision la del timbre postal correspondiente.

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

Normas particulares de redaccion:
1.Trabajos de investigacion:

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
trabajo. A rengléon seguido se indicara el nombre y apellido
(s) del autor, acompanados de sus grados académicos mas
importantes, separando los autores por una coma. A renglon
seguido se sefalara el nombre de la institucion, catedra o
laboratorio a la que pertenece, asi como su direccién postal,
numero de fax, y direccion electronica si la posee. Cuando
haya mas de un autor que pertenezca a diferentes institucio-
nes, catedras o laboratorios, las mismas seran identificadas
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
inglés. El resumen debera sintetizar los objetivos principales
del trabajo, la metodologia empleada, los resultados mas
sobresalientes y las conclusiones que se hayan obtenido. No
superara tanto en espanol como en inglés las 200 palabras.
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c)Palabras clave: al finalizar el resumen y el "abstract" en
renglén aparte, deberan consignarse palabras clave, cinco
como maximo, colocandolas bajo el titulo Palabras clave o
"Key Words" segun corresponda.

d)Introduccion: se senialaran los antecedentes sobre el tema,
citando la bibliografia mas relevante y especificando clara-
mente los objetivos y el fundamento del trabajo.

e)Materiales y Métodos: toda técnica nueva debera detallar-
se para facilitar su comprensiéon. Se evitara pormenorizar
sobre métodos ya experimentados, citandose los materiales
utilizados en la realizacion del trabajo. En los casos en que
el diseno experimental requiera una evaluacion estadistica,
se indicara el método empleado.

f)Resultados: se presentaran en forma clara, ordenada y
breve.

g)Discusioén: incluira la evaluacién y la comparacion de los
resultados obtenidos con los de otros autores, indicando las
referencias bibliograficas correspondientes. Las conclusiones
deberan sustentarse en los resultados hallados, evitando todo
concepto vago o condicional.

h)Agradecimientos: colaboraciones, ayuda técnica, apoyo
financiero, etc. deberan especificarse en agradecimientos.
Estas personas deberan conceder su permiso para ser nom-
bradas.

i)Bibliografia: debera escribirse en hoja aparte ordenada
segun 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 au-
tor/res separados del siguiente autor por coma. Titulo: com-
pleto 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
afno de publicacién; en forma continuada el numero de volu-
men de la revista, seguido de coma y el namero de la revista
(si lo posee), dos puntos, seguido del nimero de paginas de
inicio y terminacion del trabajo. Ej.

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

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

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

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

Las tablas se presentaran en hojas separadas y con
titulos completos ubicados sobre el margen superior y nu-
merados con numeros arabigos, debera incluirse ademas
el titulo en inglés. Los graficos se presentaran también en
hojas separadas pero con titulos explicativos ubicados al pie
de los mismos y numerados consecutivamente con nimeros
romanos debiéndose incluir ademas el titulo en inglés. Las
tablas, graficos 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 numeracién en el reverso escrito
con lapiz (o pegar una etiqueta de papel) de acuerdo a su
secuencia en el texto, asi como también indicarse el titulo y
el autor del trabajo y cual es la parte superior de la misma.

El tamano debera ser de 10 por 15 cm, pudiendo reducirse
en la publicacion por lo que se sugiere la buena calidad del
detalle que se quiera resaltar. Cada foto debera ser acompa-
nada de una breve resena explicativa de la misma en espanol
y en inglés.

II. Articulos de revision

Versaran sobre temas relevantes incluyendo una
revision bibliografica adecuada y sus autores deberan te-
ner idoneidad en los mismos. Estos articulos incluiran las
siguientes secciones: titulo, titulo en inglés, resumen, "abs-
tract", texto, agradecimientos y bibliografia. La extension de
estos trabajos no excederan las cincuenta paginas y sesenta
citas bibliograficas.

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

III.Comunicaciones breves

Esta seccién estara destinada a la comunicacion de
hallazgos preliminares en trabajos de investigacion en marcha
y a la descripcion de nuevas técnicas (de laboratorio, qui-
rurgicas, de produccion), hallazgos clinicos exéticos o poco
frecuentes, etc. Su organizacion debera seguir el lineamiento
general indicado en el Item 1. No deberan exceder las dos
paginas incluyendo no mas de 10 citas bibliograficas.

IV.Informacidén institucional

Esta seccién sera destinada a difundir todas aquellas
actividades o informaciones de la Facultad de Ciencias Ve-
terinarias 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 incluiran actualizaciones breves y
comentarios sobre articulos ya publicados. Las cartas (hasta
1000 palabras de texto) deberan ser en formato carta y no
se dividiran en secciones. Las cartas comenzaran con una
introduccién breve sobre la relacion del tema. Incluir desa-
rrollo de métodos; referencias, en no mas de cinco; y figuras
o ilustraciones, 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.unlp.edu.ar
http:/ /wwuw.fev.unlp.edu.ar/ analecta/ analecta. html
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