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Nota editorial 1@

Nuevo logro para ANALECTA VETERINARIA

Con grato placer deseamos comunicar a todos los lectores que nuestra revista, ANALECTA
VETERINARIA, ha sido seleccionada para integrar el Nucleo Basico de Revistas Cientificas Argentinas
(NBR), un proyecto de CONICET (Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas) con sede
en el CAICYT (Centro Argentino de Informacion Cientifica Tecnologica).

El NBR nuclea a un conjunto de publicaciones cientificas y tecnologicas argentinas de excelencia,
en los distintos campos del conocimiento. Dichas publicaciones cientificas son sometidas a una
evaluacion exhaustiva con criterios tnicos definidos de calidad y trascendencia, acorde con criterios
internacionales.

La inclusién de ANALECTA VETERINARIA en el NBR permitird una mayor visualizacién de nuestra
revista tanto en la esfera nacional como internacional. Asimismo, permitira la posibilidad de aplicar para
su inclusion en otros portales, como SCIELO (Scientific Electronic Library Online), un modelo para la
publicacion electronica cooperativa de revistas cientificas en Internet, especialmente desarrollado para
responder a las necesidades de la comunicacion cientifica en los paises en desarrollo y particularmente de
América Latina y el Caribe.

Queremos agradecer a todos nuestros autores del pasado y presente por haber confiado en la
calidad cientifica de ANALECTA VETERINARIA. Esperamos que esta reciente inclusion nos permita
incrementar la cantidad de trabajos provenientes de distintas partes del mundo, para poder llevar el
conocimiento cientifico hacia todos los rincones del planeta.

Consejo Editorial
ANALECTA VETERINARIA

ANALECTA VET 2019; Enero-Junio; 39(1):1
Impresa ISSN 03655 14-8 Electronica ISSN 1514-2590
doi.org/10.24215/15142590€036



Trabajos de investigacion 1@

Determinacion de proteinas: un recurso diagnostico
para evaluar sueros de bovinos con paratuberculosis

Protein determination: a diagnostic resource to evaluate sera from cattle
with paratuberculosis

MICELI GRACIELA SARA " ®, ALVARADO PINEDO MaRria F1orRELLA 2 ®, MOYANO ROBERTO
DamiAN 3 ®, TRAVER{A GaBrieL EpuarDO 2 ®

1. Catedra de Inmunologia Veterinaria Aplicada. Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad
Nacional de La Plata (FCV-UNLP). 2. Centro de Diagnoéstico e Investigaciones Veterinarias
(CEDIVE). 3. Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET).
Laboratorio de Paratuberculosis. Instituto de Biotecnologia, Instituto Nacional de Tecnolo-
gia Agropecuaria, INTA Castelar, provincia de Buenos Aires, Argentina.

* Correo electronico de la autora de contacto: gmiceli@fcv.unlp.edu.ar

Resumen

Este trabajo analiza las proteinas séricas de bovinos procedentes de un rodeo con paratuberculosis endémica,
enfermedad infecciosa asociada a diarrea, pérdida de estado corporal, caquexia y muerte. Se comparan los resultados
obtenidos a partir de un grupo de animales positivos a tres pruebas diagnosticas de paratuberculosis con otro grupo
negativo. Las pruebas utilizadas para formar los grupos fueron el cultivo mico-bacteriolégico de materia fecal, la
inoculacién intradérmica con tuberculina aviar y un ELISA indirecto para detecciéon de anticuerpos en suero. La
concentracion de las proteinas séricas y sus fracciones se analizaron mediante colorimetria y electroforesis. Los
intervalos de credibilidad bayesianos fueron estadisticamente diferentes entre los grupos positivo y negativo a las
pruebas diagnosticas, con menores concentraciones de albimina y mayor concentracion de gammaglobulina. La
relacion albimina/globulina también present6 diferencias significativas, con disminucion de la relacion en el grupo
positivo. Las fracciones proteicas alfa y beta no presentaron diferencias. La disminucién de albtimina en el grupo de
animales positivos justifica la reduccion de la eficiencia productiva y enfatiza la conveniencia de segregarlos animales
positivos, no solo por las pérdidas econémicas asociada a la enfermedad, sino también como una medida de control
para evitar la difusién de la misma.

Palabras clave
Paratuberculosis bovina, albimina, globulina, electroforesis

Abstract

Bovine serum proteins were analyzed in sera from bovines from a herd with endemic paratuberculosis, an infectious
disease associated with diarrhea, loss of body condition, cachexia and death. A group of negative animals was
compared with a group of positive animals to 3 diagnostic tests for paratuberculosis (mycobateriological culture of
feces, intradermal inoculation of avian tuberculin and antibody detection by indirect ELISA). Serum protein
concentrations and their different fractions were analyzed by the colorimetric method and electrophoresis. Bayesian
credible intervals were statistically different, with a lower albumin concentration and higher gamma globulin
concentration in the positive group compared to the negative group. The albumin/globulin ratio was also statistically
different with decreased ratio in the positive group. No statistical differences were observed in alpha and beta
protein fractions. The decreased albumin in the positive group partly explains the poor productive performance and
emphasizes the convenience to test and cull positive animals not only to avoid economic losses, but also as a control
measure to reduce dissemination of the disease.

Key words

Bovine paratuberculosis, albumin, globulin, electrophoresis
Fecha de recepcion: 11/03/2019 ANALECTA VET 2019; Julio-Diciembre; 39(2):2-7
Fecha de revision: 13/05/2019 Impresa ISSN 03655 14-8 Electronica ISSN 1514-2590
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Miceli et al.

Introduccion

La paratuberculosis (PTB) bovina es una
enfermedad infectocontagiosa producida por la
micobacteria Mycobacterium avium  subsp.
paratuberculosis (Map) (Over et al., 2011). Los
animales afectados presentan ileocolitis granulo-
matosa de curso cronico. Los signos clinicos més
prominentes en los bovinos consisten en diarrea
progresiva, pérdida de peso y produccion lactea,
emaciacion y muerte (Whitlock & Buergelt, 1996).
La mayoria de los animales se infecta en los
primeros meses de vida, siendo el periodo de
incubacién de la enfermedad de 2 a 8 afios (Koets
et al., 2015). Los terneros se infectan via fecal-oral,
al tomar contacto con los animales enfermos, los
cuales pueden eliminar la micobacteria por la
materia fecal, la leche o el calostro, incluso antes
de presentar signos clinicos (Mortier et al., 2015;
Sweeney, 1996). La forma de controlar la enferme-
dad se basa en el diagnoéstico y la segregacion de
los animales positivos y en la implementacion de
medidas de manejo tendientes a evitar la infeccion
de los animales jovenes (Gautam et al., 2018). No
se conocen tratamientos efectivos y las vacunas
pueden interferir en el diagnostico de la tubercu-
losis (Park & Yoo, 2016), siendo esta ultima la
razébn por la que no estin permitidas, por el
momento, en la Argentina.

Los cambios en las proteinas séricas
pueden indicar procesos patoldgicos no especificos
que afecten higado, rinén y tracto gastrointestinal.
Las proteinas séricas se han utilizado como bio-
marcadores en diversas enfermedades, tales como
bronconeumonias, metritis, mastitis y pericarditis
traumaticas, entre otras. Entre las fracciones pro-
teicas analizadas se encuentran la albimina, la
gammaglobulina y las proteinas de fase aguda
(Tothova et al., 2016). En la PTB bovina, a conse-
cuencia de la enteropatia generada, se produce un
sindrome de malabsorcibn y mala digestion
(Sweeney, 2011) con alteraciones cuantitativas en
las proteinas séricas (Donat et al., 2014; You et al.,
2012).

El objetivo del presente trabajo fue
demostrar si existen diferencias en la concentra-
cion de proteinas y sus fracciones proteicas
analizadas mediante electroforesis en acetato de
celulosa, entre animales positivos y negativos a las
pruebas diagndsticas de PTB bovina.

Materiales y métodos

Se analizaron 16 muestras de suero
seleccionadas de 127 animales pertenecientes a un
establecimiento ubicado en el partido de Magda-
lena, provincia de Buenos Aires, con PTB bovina
endémica. En el mismo, se estad implementando un
plan de control, consistente en el sangrado peri6-
dico para la realizacion de un ELISA indirecto, la
prueba tuberculinica anocaudal con PPD aviar y el
aislamiento de Map. El lote original estaba

compuesto por cinco toros y 122 hembras bovinas
Aberdeen Angus adultas, prefiadas, con cria al pie,
alimentados en pasturas naturales e implantadas.
El plan sanitario estd basado en vacunaciones
anuales para fiebre aftosa, carbunclo, canbunclo
sintomatico y brucelosis; se complementa con
desparasitaciones, tratamientos para la querato-
conjuntivitis y suplementaciéon con cobre, de
acuerdo con el criterio del profesional veterinario
sanitarista. La reposicién del rodeo proviene del
propio establecimiento y de reproductores adqui-
ridos en remates de cabanas.

A partir del suero de los 127 animales se
realiz6 un ELISA indirecto, de acuerdo con lo
publicado previamente por Costanzo et al. (2012).
Brevemente, se utilizd como antigeno un lisado
completo de Mycobacterium avium subsp. avium
cepa D4ER cultivado en caldo glicerinado durante
un periodo de 2 meses. El soma bacteriano filtrado
se inactivd mediante irradiacion gamma a una
dosis de 20 unidades Gray. La lisis del soma
bacteriano inactivado se realizd en un disruptor
celular (Constant Systeminc®, Inglaterra) a una
presion de 40 Kpsi (1000 lb/in?). Posteriormente,
el lisado se centrifugb a 10.000 g durante 20
minutos y el sobrenadante se utiliz6 como anti-
geno lisado completo. Cada uno de los 96 pocillos
de las microplacas de ELISA (Microlon®, Greiner
bio-one, Kremsmiinster, Austria) se sensibilizé con
100 pl del antigeno diluido 1/480 en solucion
tamponada de carbonatos a pH 9, durante 12
horas a 4 °C. Las placas sensibilizadas se lavaron 3
veces con una solucién tamponada de fosfatos con
0,05 % de Tween20 a pH 7,2 (solucién tamponada
ELISA) y se incubaron con 100 pl de los sueros
problema y control diluidos 1/160 en solucion
tamponada ELISA durante 30 minutos a tempera-
tura ambiente. Después de 3 lavados con esta
solucion, se incubaron con 100 ul de conjugado
anti IgG bovina-peroxidasa (Sigma-Aldrich®,
Darmstadt, Alemania) a una dilucién de 1/5000 en
solucion tamponada ELISA durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Por dltimo se realizaron 3
lavados y se agregaron 100 pl de la solucion de
revelado compuesta por 1 mg/ml de ABTS (-2,2
azino-di-[3-ethyl-benzothiazoline-6-sulphonic  a-
cid], Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) en
soluci6on tamponada de citrato a pH 5 y con el
agregado de peroxido de hidrégeno al 3 %.
Transcurridos 30 minutos, se realiz6 la lectura en
un espectrofotbmetro (Labsystem, Multiskan
plus®, Helsinki, Finlandia) con un filtro de 405
nm. Se consideraron positivos los sueros con un
valor igual o superior a 70% con respecto al
control positivo.

Para la prueba tuberculinica se inocul6 en
forma intradérmica, en el pliegue anocaudal
interno, 0,1 ml de PPD aviar en una concentracion
de 0,5 mg/ml (Ceva Salud Animal®, Buenos Aires,
Argentina), utilizando una jeringa semiautomatica
(McLintock Bar Knigth®, Glasgow, Reino Unido);
transcurridas las 72 horas, se realiz6 la lectura
midiendo la diferencia en mm del pliegue cutaneo
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inoculado con respecto al opuesto, utilizando un
calibre de metal, la metodologia previamente
descripta de aplicacién de la tuberculina y de la
lectura sigue las normativas de la Resolucion de
tuberculosis 128/2012 de SENASA (SENASA,
2012). En paratuberculosis, para definir a los ani-
males reactantes a la tuberculina aviar al momento
de la lectura, se consideraron a quienes presenta-
ron alguna diferencia en el pliegue cutaneo segin
lo sugerido por Alvarado Pinedo (2015).

Para el aislamiento de Map en materia
fecal se recolectaron muestras de los 127 animales.
Se colocaron 2 gramos de cada muestra en 30 ml
de agua destilada estéril en tubos de polipropileno
de 50 ml con tapa a rosca, y se agité durante 30
segundos para disgregar el material. Transcurridos
30 minutos de reposo en posicion vertical para
permitir el sedimento del material fibroso, se
transfirieron 5 ml del sobrenadante a otro tubo de
polipropileno conteniendo 25 ml de una soluci6on
al 0,9 % de cloruro de hexadecilpiridinio (Sigma-
Aldrich® Darmstadt, Alemania). Las muestras se
incubaron durante 12 horas a 37 °C. Posterior-
mente, se centrifugaron a 900 g durante 30 minu-
tos, se descart6 el sobrenadante y al sedimento se
agregd 1 ml de una solucién compuesta por caldo
infusién cerebro corazéon diluido al 50 %, con el
agregado de vancomicina 100 mg/ml, acido
nalidixico 100 mg/ml y nistatina 200 mg/ml. Las
muestras se incubaron durante 24 horas a 37 °C.
Por wltimo, se transfirieron 100 pl a un tubo de
vidrio con tapa a rosca conteniendo 4 ml de un
medio de cultivo liquido con micobactina J (Allied
Monitor Inc®, Missouri, Estados Unidos) a razén
de 1 mg/l del medio de cultivo (Stabel, 1997;
Whittington et al., 2013). Las muestras se incuba-
ron durante 2 meses, con tinciones periddicas de
los medios de cultivo liquido, con el método de
Ziehl Neelsen para la observacion de bacilos acido
alcohol resistentes, compatibles con Map.

De acuerdo con los resultados obtenidos
en las pruebas diagnodsticas de PTB bovina de los
127 bovinos estudiados, se seleccionaron 16 anima-
les divididos en un grupo positivo y otro negativo,
para realizar la determinacién en suero de
proteinas mediante colorimetria y electroforesis
(Tabla 1).

Tabla 1. Criterios de seleccién de los 16 animales analizados
para la determinacion de proteinas séricas.

La determinaciéon de proteinas totales y
albimina se realiz6 mediante colorimetria utili-
zando el kit comercial Proti2® (Wiener
Laboratorios S.A.I.C., Rosario, Argentina), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La electroforesis se realizo sobre cintas de
cellogel (2,5x17 cm, 250 pum), sembrandose las
muestras con aplicador semimicro (Chemar®,
Capital Federal, Argentina). Las cintas se coloca-
ron en una cubeta de electroforesis (Labnet
International®, Taiwan) a 35 mA y 200 V en buffer
borato—acetato, pH 8,6 (Biopur® S.R.L., Rosario,
Argentina) (Heer & Margni, 1971). Finalizada la
corrida, las cintas se colorearon con Amido Black
10B, se decoloraron con una soluciéon de agua
destilada, acido acético y metanol 79:79:8,5 ml, se
cortaron las distintas fracciones y se realizd6 su
elusion. Luego, se calcularon los valores de las
fracciones, relacionandolas con el valor de las
proteinas totales.

El anélisis estadistico entre los grupos se
realizo usando el software R version 3.2.3 (R Core
Team, 2015) con el paquete BEST (Kruschke,
2013), una versi6on bayesiana de la prueba de T,
analizando la distribucion posterior de las medias,
tomando como diferencias significativas al interva-
lo de credibilidad bayesiano (ICB) que no contiene
al cero.

Resultados

Las proteinas totales en los sueros del
grupo negativo al aislamiento de Map presentaron
una media de 7,7 g% con un ICB de 6,8 a 8,5 g%.
El grupo positivo al aislamiento de Map presentd
valores de 8 g% con ICB de 7,2 a 8,7 g%, con una
diferencia entre los sueros de 0,3 g% y un ICB de
-0,8 a 1,5 g%; dado que el intervalo contiene al
cero, las diferencias se consideran como no
significativas.

La albtimina en el grupo negativo presento
valores de 5 g%. En el grupo positivo los valores
disminuyeron a 2,8 g% con ICB de 2,6 a 2,9 g%,
con una diferencia significativa de -2,2 g% y un
ICB de -2,6 a -2,8 g%.

La gammaglobulina en el grupo de sueros
procedentes de animales con pruebas diagnosticas
negativas, presentaron una media de 1,3 g%. En el
grupo de animales positivos la media se ubic6 en
3,7 £%, con un aumento significativo de 2,4 g% y
un ICB de 1,5 a 3,3 g%. Estos resultados se

presentan en la Tabla 2.
La relacion albimina/globulina en el
grupo negativo a las pruebas diagnosticas presentd

Resultados de las
Prueba intradérmica
pruebas diagnésticas Prueba de ELISA Cultivo de Map
con PPD aviar

de paratuberculosis

una media de 2. En los sueros positivos la relacion
disminuy6 a 0,5 con una diferencia significativa de

8 positivos 8/8 positivos 6/8 reactantes* 8/8 positivos

8 negativos 8/8 negativos 8/8 no reactantes 8/8 negativos

-1,5 con un ICB de -2,1 a -0,9 g%, como se muestra
en la tabla 2 y en la figura 1, en las que se observa
que el cero se encuentra fuera del ICB.

Tanto en las fracciones proteicas beta
como en las alfa, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos (Tabla 2).

*Los reactantes a la PPD aviar presentaron diferencias de
tamafno de 2 a 6 mm, en el engrosamiento del pliegue cutianeo
(Alvarado Pinedo, 2015).
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Tabla 2. Resultados de las diferencias en las fracciones proteicas entre los grupos de animales positivos y negativos a las pruebas
diagnésticas de paratuberculosis bovina analizados con estadistica bayesiana.

Medias del Medias del Diferencia
Valores de
Proteinas séricas grupo negativoa  grupo positivo entre las
referencia **

PTB (ICB) a PTB (ICB) medias (ICB)
Proteinas totales en g% 7.7 (6.8: 8,5) 8(7,2:8.7) 0,3 (-0.8:1.5) 6-8
Albumina en g%* 5(4,6:5.4) 2.8 (2,6:2,9) -2,2 (-2,6; -1,8)* 3-4
a-globulinas en g% 0,5 (0.3:0.8) 0.4 (0,2:0,6) -0,1 (-0,4:0.2) 0.79
B- globulinas en g% 0,7 (0,1:1,3) 0,9 (0,1;1,7) 0,2 (-0,7; 1,3) 0.96
v- globulinas en g%* 1.3 (1.1: 1,5) 3,7 (2,8:4,6) 2.4 (1,5:3,3)* 1.97
Relacion A/G* 2(1.4:;2.7) 0.5 (0,4; 0,6) -1,5 (-2,1:-0,9)* 0,70 - 0,83

* Diferencia significativa debido a que el intervalo de credibilidad bayesiano (ICB) no contiene al 0, tomando al ICB como limite superior
e inferior con un 95% de credibilidad. ** De acuerdo con Kaneko et al. (2008) y Miceli et al. (2014).

Discusién y conclusiones

Debido al caracter cronico de la
enfermedad, el diagnoéstico de los animales con
PTB requiere del empleo de una serie de pruebas
diagnoésticas repetidas a intervalos regulares
(Meyer et al., 2019). La prueba maés utilizada para
detectar la respuesta inmune humoral representa-
da por los anticuerpos es el ELISA. La mayoria de
los animales positivos a esta prueba son asintoma-
ticos (Collins et al., 2005). Sin embargo, los
resultados obtenidos demuestran que los sueros
analizados mediante electroforesis presentan dife-
rencias en la composicion de las proteinas séricas,
con una franca disminucién de 2 g% en la fraccion
de la albimina en los animales que tienen
anticuerpos contra Map con respecto a los que no
los tienen. La disminucion en la albumina sérica
representa probables consecuencias negativas en el
desempeno productivo de los animales afectados,
como lo demuestra el edema submandibular que
suele acompanar a los animales enfermos, a causa
de una disminucién en la presion oncoética genera-
da por la hipoalbuminemia (Nielsen & Toft, 2008;
Whittington et al., 2017). En la fracciéon de las
inmunoglobulinas la diferencia es de 2,4 g% a
favor de los animales con anticuerpos contra Map
a causa de la respuesta inmune de tipo humoral.
Esta diferencia en los niveles de la albimina y las
inmunoglobulinas altera la relacion albimina/
globulina, generando una disminucion significa-
tiva de -1,5. Esta proporcién resulta de particular
interés, ya que su variacion es indicativa de
disproteinemia; los valores normales se ubican en
un rango de 0,70- 0,83 (Kaneko et al., 1997; Nagy
et al.,, 2015). En nuestro estudio, la relaciéon
albamina/globulina en los animales negativos a
PTB bovina resulté6 mayor a los valores normales
de referencia. Esto pudo deberse a diversos facto-
res tales como estado general, nutricion, edad,
sexo o diferencias metodoldgicas de las pruebas
utilizadas. La PTB bovina es causa de severas
lesiones en el ileon y en el colon, causando un
sindrome de malabsorcion, con disminucién de la
produccion lactea y la ganancia de peso (Sweeney,

2011). En las enfermedades que afectan al tracto
gastrointestinal, como la PTB bovina, la relacion
albimina/globulina se encuentra alterada por la
deficiencia en la albumina y la respuesta inmune
humoral crénica con produccion de inmunoglobu-
linas (Kaneko et al., 2008).

Diferencia de medias

media=-152
100% <0< 0%
95% HDI
-215 -0.894
r T T T T 1
2,5 2,0 1,5 1,0 0,5 0,0
My = M2

Figura 1. Representacion grafica de la diferencia de medias en
la relaciéon albumina/globulina entre el grupo de animales
positivos 'y negativos a las pruebas diagnosticas de
paratuberculosis. La barra horizontal negra representa el 95%
HDI (Highest Density Intervals) con sus intervalos de
credibilidad bayesiano (ICB) 95% (-2,15, -0,894), el ICB no
contiene al cero; p1: media del grupo 1 (positivos a las pruebas
diagnosticas), u2: media del grupo 2 (negativos a las pruebas
diagnosticas). El 100% de los valores se encuentran a la
izquierda del cero, demostrando una disminucién significativa
en la relacion albiumina/globulina.

Cuando se analizaron las proteinas totales,
no se encontraron diferencias debido a que la
disminucion de la albimina fue compensada con
el aumento de la gammaglobulina; las fracciones
alfa y beta globulinas no presentaron diferencias
con los métodos empleados. Los resultados obteni-
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dos en este estudio aportan informacion original
sobre los niveles cuantitativos de las proteinas
séricas en los bovinos con PTB, permitiendo corre-
lacionarlos con los distintos estadios de esta
enfermedad y con los resultados de las pruebas
diagnosticas utilizadas.

En este estudio, los animales expuestos a
la infeccién con Map, detectados mediante ELISA
y, en 6 de ellos también mediante la reacciéon a la
tuberculina, ademas fueron eliminadores del
agente infeccioso en las heces, tal como Io
demuestran los aislamientos a partir de la materia
fecal. La presencia de bovinos adultos infectados
eliminadores de micobacterias, ponen en riesgo a
los animales jovenes, la categoria mas susceptible
a la infeccién. Los programas de control de la
enfermedad se basan en el diagnoéstico y la
segregacion de los animales positivos (Roussel,
2011). Si los animales positivos no se excluyen de
los establecimientos rurales, se prolonga el tiempo
de los programas de control, con las consecuentes
pérdidas productivas, los costos derivados de las
pruebas diagnosticas y la infeccibn de nuevos
individuos (Shrestha et al., 2018). La deteccién de
animales enfermos en los diferentes estadios
requiere de la realizacion e interpretaciéon de varias
pruebas diagnoésticas. Las pruebas que se utilizan
en forma rutinaria en Argentina son el ELISA y la
tuberculina aviar por las ventajas operativas que
presentan, entre las que se puede mencionar el
costo y, para el caso del ELISA, la facil obtencion
de las muestras (Costanzo et al., 2012). Los
resultados obtenidos demuestran que los animales
detectados mediante estas técnicas, en su mayoria
se encuentran eliminando el agente causal y
presentan alteraciones en sus proteinas séricas, lo
que probablemente afecte en forma negativa la
produccioén, justificando la segregacion de los
animales positivos.
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de la infeccion

Detection of antibodies against Brucella abortus in dogs in contact with
rural areas. Zoonotic aspects of the infection
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Resumen

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa zoonoética de curso cronico y de distribuciéon mundial.
En los perros suele ser causada por B. canis; sin embargo, la B. abortus, asociada con el bovino infectado
ha sido descripta en perros, tanto en la forma experimental como en condiciones de campo. La
transmision de perros a humanos también es posible. En esta comunicacion se describe, por primera vez,
en Argentina, la deteccion de anticuerpos contra B. abortus en una poblaciéon de perros en contacto con
zonas rurales. Se analizaron 67 muestras de sueros de perros, de los cuales 26,8 % fueron positivos para
B. abortus mediante la técnica de aglutinacién con antigeno tamponado, 7,5 % se confirmaron como
positivos mediante las pruebas de aglutinacion lenta en tubos y 4,5 % resultaron positivos mediante la
prueba de fluorescencia polarizada. Los perros reaccionantes a B. abortus tuvieron contacto con ganado
bovino seropositivo a brucelosis o eran perros de zona urbana que convivian con perros que habian
concurrido a la zona rural. La eliminaciéon de bovinos seropositivos no necesariamente puede erradicar la
brucelosis. Se necesitarian mas acciones de manejo para lograrlo, como evitar el contacto directo con
perros e impedir la transmisién entre especies.

Palabras clave
Brucella abortus, perros, zoonosis, Argentina

Abstract

Brucellosis is a zoonotic-contagious disease, usually of chronic evolution and worldwide distribution.
Dog’s infection is typically caused for B. canis; however, B. abortus, associated with infected cattle has
been described in dogs, both experimentally and in field conditions. The transmission of dogs to humans
is also possible. This communication describes, for the first time in Argentina, the detection of antibodies
against B. abortus in a population of dogs in contact with rural areas. Sixty-seven samples of dog sera
were analyzed, of which 26.8 % were positive for B. abortus by means of the agglutination technique with
buffered antigen, 7.5 % were confirmed as positive by tests of slow agglutination in tubes and 4, 5 % were
positive by polarized fluorescence test. Dogs reacting to B. abortus had contact with seropositive cattle
with brucellosis or were urban dogs that lived with dogs that had attended the rural area. Elimination of
infected cattle may not necessarily eradicate brucellosis; management actions such as avoiding the
contact of dogs from infected cows should prevent its transmission.
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Introduccion

La brucelosis es una enfermedad infecto-
contagiosa de curso cronico y de distribucion
mundial, que afecta tanto al hombre como a los
animales domésticos, la fauna silvestre y los mami-
feros marinos. Las bacterias del género Brucella
incluyen 11 especies reconocidas (Whatmore,
2009; Whatmore et al., 2014). Las cepas lisas son:
B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. neotomae, B.
ceti, B. pinnipedialis, B. microti, B. inopinata y B.
papionis y las cepas rugosas son: B. ovis y B. canis
(Nicola & Elena, 2009). Las cepas de campo de B.
canis son siempre rugosas y tienen crecimiento de
tipo mucoide (M+) después de varios dias de
incubacion, especialmente en medios con pH 7,2.
Si la bacteria desarrolla en medios con pH menor a
6,5 se obtienen variantes M-. Las variantes M-
tienen una virulencia reducida, los animales se
mantienen asintomaticos y la respuesta inmune
evaluada mediante pruebas serodiagnosticas es
mas débil, especialmente si se utiliza B. ovis como
antigeno (Carmichael et al., 1984a; 1984b).

Esta enfermedad es particularmente con-
tagiosa y es posible la transmision cruzada de es-
pecies de Brucella spp. (Olsen & Palmer, 2014).
Todos los biovares de B. abortus y B. melitensis y
los biovares 1, 3 y 4 de B. suis son patégenos para
el ser humano (Godfroid et al., 2002; Maudlin et
al., 2009). Por lo tanto, es considerada zoonosis,
con caracter ocupacional, manifestandose en el
hombre con fiebre, mialgias, cefalea, dermatitis,
linfadenopatias y, ocasionalmente, poliartritis
(Acha & Szyfres, 2001). Sin embargo, aunque es
zoonotica, B. canis es menos reconocida como tal
(Krueger et al., 2014).

La brucelosis en perros fue reportada en
todo el mundo, siendo endémica en América, Asia
y Africa, donde los estudios serolégicos en nume-
rosos paises establecieron una gama de seropo-
sitividad del 1 al 28 % (McDermott et al., 2013).
En perros, la enfermedad tiene como principal
agente etiolégico a B. canis (Carmichael & Greene,
1998), pero hay informes de contagio por B.
abortus, B. suis y B. melitensis (Barr et al., 1986;
Bicknell et al., 1976; Prior, 1976; Miranda et al.,
2005; Sandoval et al., 1976).

La infeccion natural de perros por B.
abortus es de ocurrencia esporadica y resulta del
contacto estrecho del animal, generalmente de
zona rural, con bovinos infectados. Esto ocurre
habitualmente por ingestion de tejido animal,
restos placentarios o fetos abortados contamina-
dos con la bacteria (Azevedo et al., 2003;
Carmichael & Greene, 1998; Miranda et al., 2005).
Los caninos parecen ser mas resistentes a Brucella
spp. lisas, siendo raras las manifestaciones clinicas
derivadas de la enfermedad, aunque, en asociaci6on
con bacteriemia transitoria, algunos animales pue-
den presentar linfadenopatias y otras manifesta-
ciones de la infeccibn (Azevedo et al.,, 2003).
Luego del contacto con la Brucella, los anticuerpos
se hacen detectables a partir de las dos semanas

posinfeccion (Johnson et al., 1983). En forma
similar a todas las afecciones por Brucella spp., en
la primera fase de la respuesta humoral predomina
la IgM, la que va siendo paulatinamente superada
por la IgG; esta predomina en la respuesta cronica
(Carmichael et al., 1984a, 1984b).

La identificacion de los perros enfermos es
de suma importancia porque constituyen fuentes
de contaminacion, ya que pueden eliminar el
agente infeccioso por orina, semen, secreciones
vaginales, fetos abortados o heces (Baek et al.,
2003; Forbes, 1990). La presencia y persistencia
de B. abortus en descargas vaginales de perras por
un lapso superior a los 42 dias después del parto o
aborto fue descrita por Baek et al. (2003). Esta
descarga, junto con restos de abortos de las perras
enfermas, es el material de mayor riesgo en la
transmision del agente a los propios perros y
animales de produccién (Forbes, 1990).

El diagnéstico de laboratorio para B. canis
rutinariamente incluye la prueba de aglutinaciéon
répida en portaobjetos (RSAT) y la inmunodifu-
si6n en gel de agar (AGID) (Robles, 1998). Estas
dos pruebas presentan disminucion de la especifi-
cidad dado que los antigenos de superficie de
Brucellas rugosas reaccionan en forma cruzada
con los anticuerpos producidos por otras especies
de bacterias no patégenas (Shin & Carmichael,
1999). Debido a esto, se han mejorado las técnicas
diagnosticas, implementidndose una RSAT que
utiliza un antigeno M-, una AGID que utiliza
antigenos proteinicos citoplasmaticos y pruebas de
ELISA e inmunofluorescencia. El uso de un
antigeno proveniente de una variante M- de B.
canis, en reemplazo del antigeno de B. ovis, reduce
la tasa de falsos positivos. Para el diagnostico de B.
abortus, el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA) establece, como oficia-
les, las siguientes técnicas: aglutinaciéon con anti-
geno tamponado (BPA), seroaglutinacion lenta en
tubo (SAT) o prueba de Wright, de 2-mercapto-
etanol (2-Me), fluorescencia polarizada (FPA), fija-
cion de complemento (FC), ELISA-I (indirecto) y
ELISA-C (competicion) (Nielsen, 2002).

Si bien existe una comunicacién que
informa sobre la presencia de anticuerpos contra
B. abortus en perros del conurbano sur bonae-
rense (Eiras et al., 2014), hasta la fecha no se
conocen datos epidemiologicos sobre la infeccion
humana por B. abortus a través de los mismos. El
objetivo de este trabajo fue detectar, en sueros de
perros del sudoeste de la Provincia de Buenos
Aires, Argentina, la presencia de anticuerpos
contra B. abortus, haciendo hincapié en el posible
impacto zoondtico de esta enfermedad.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio descriptivo y obser-
vacional, empleando 67 muestras de sangre de
caninos, con propietario, recolectados por el
Laboratorio Coronel Suarez, de Coronel Suarez, en
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el sudoeste de la Provincia de Buenos Aires,
durante los afios 2017 y 2018. Los propietarios
dieron su consentimiento para la toma de la
muestra. La muestra estaba compuesta por 35
animales que habitaban en zona rural, 29 animales
que habitaban en zona urbana, pero que
concurrian asiduamente al campo transportados
por sus duenos, y 3 animales que habitaban en
zona urbana y convivian con perros que concurrian
al campo.

Se obtuvieron entre 3 y 5 ml de sangre de
la vena yugular externa o cefalica antebraquial, se
separ6 el suero y se conservd congelado a -20 °C
hasta el momento de su procesamiento. La infor-
maciéon de cada animal (sexo, edad y habitos de
vida) se registr6é en una planilla Excel® confeccio-
nada para tal fin.

Para detectar anticuerpos anti B. canis se
efectud6 la prueba rapida, cualitativa de RSAT, de
acuerdo con las recomendaciones de Carmichael &
Joubert (1987), incluyendo en cada portaobjetos
un suero control positivo. El antigeno fue produ-
cido por el SENASA utilizando la cepa B. canis M-,
coloreado con Rosa de Bengala y sin 2-Me. La
técnica se realizo6 utilizando 10 pl de suero y 10 pl
de antigeno. La lectura se realiz6 a los 2 minutos,
considerandose positiva cuando hubo presencia de
grumos y negativa cuando la mezcla manifestd
turbidez homogénea sin grumos.

Para detectar anticuerpos anti B. abortus
se realizo, en primer término, la prueba de BPA
(aglutinacién rapida), de acuerdo con los procedi-
mientos estandarizados (Alton et al., 1988) y con
antigeno producido por SENASA, ya que es la
prueba tamiz oficialmente aceptada en la Argen-
tina para el diagndstico de brucelosis bovina. Se
utilizaron 80 pul de suero y 30 ul de antigeno y la
lectura se realiz6 a los 8 minutos. En caso de
resultados negativos (turbidez homogénea) no se
realiz6 ninguna otra prueba y en caso de resulta-
dos positivos (aparicion de grumos) se realizaron
las pruebas confirmatorias de SAT, 2-Me y FPA, de
acuerdo a las indicaciones del Manual de diagnoés-
tico serologico de la brucelosis bovina del SENASA
del afio 2009 (Nicola & Elena, 2009).

Las pruebas de SAT y 2-Me son
cuantitativas de aglutinacion lenta en tubo. Para la
prueba de SAT, con la que se determiné IgG e IgM,
se utilizaron 4 diluciones de suero en solucién
salina fenolada (1/25, 1/50, 1/100 y 1/200). Para la
prueba de 2-Me, se realizaron las mismas dilucio-
nes en solucion salina con 2-Me y solo se determi-
n6 IgG, ya que el compuesto con radical tiol
produce alteraciones en los enlaces disulfuros y
genera un impedimento estérico sobre las IgM,
quedando mondémeros que no tienen capacidad de
aglutinar. La lectura de la reaccién para ambas
técnicas se realizd a las 40-48 horas y el grado de
aglutinaci6on fue definido como: a) completo:
unién antigeno/anticuerpo (mezcla) con liquido
limpido y sin ruptura de grumos ante la agitaciéon
suave; b) incompleto: mezcla parcialmente turbia
en la que la leve agitacion no produjo ruptura de

los grumos; c¢) negativo: mezcla turbia en la que
ante la agitacion no se observaron grumos.

Para la prueba de FPA, se utiliz6 un anti-
geno que consiste en un pequeflo fragmento de
peso molecular promedio de 22 kD, de O-polisa-
carido del lipopolisacarido de B. abortus 1119-3,
conjugado con isotiocianato de fluoresceina. El
mismo se incubd con una dilucién 1/100 de suero
(10 pl de suero en 990 pl de solucién tamponada
de fosfatos). A los dos minutos se realiz6 la lectura
de los resultados en un analizador fluorescente
(Sentry 100, Diachemix DLL, EE. UU.) y se
expresaron en unidades de milipolarizaciéon (mP),
siendo negativos los valores < 94 mP, sospechosos
aquellos entre 94-105 mP y positivos los =105 mP.

Resultados

La poblacién analizada consisti6 en 67
perros (31 hembras y 36 machos) con un promedio
de edad de 4,5 afios (rango 1 a 10) en las hembras y
de 4,6 afios (rango 1 a 11) en los machos.

En referencia a la prueba tamiz de BPA, 18
de los 67 sueros (26,8 %) fueron positivos y la
reactividad fue de 36 % (13/36) entre los machos y
de 16 % (5/31) entre las hembras. Utilizando los
criterios de interpretacion de resultados para bovi-
nos no vacunados, los resultados obtenidos a
partir de los animales positivos a la prueba tamiz y
analizados por las pruebas confirmatorias se
muestran en la Tabla 1.

Solo 2 de los animales resultaron positivos
a la prueba de RSAT para B. canis y uno de ellos
result6é también positivo a la prueba de BPA (Tabla

1).

Tabla 1. Resultados obtenidos mediante pruebas diagndsticas
de brucelosis, aplicadas a los sueros detectados positivos,
utilizando la prueba de antigeno tamponado en placa (BPA). Se
detallan los valores hallados mediante las técnicas
confirmatorias.

Muestra SAT 2-ME FPA mP RSAT Habito
de vida
3 N N N N R
13 N N N N R
14 N N N N UR
18 N (1/25) N N N UR
20 P(1/100) P (1/100) P (19438) N R
21 N (1/50) N N N UR
22 N N N N R
23 N N N N R
24 N (1/25) N N N UR
25 S (1/100) N S (97.3) P R
26 N N N N UR
27 N N N N R
28 N N N N R
29 S (1/100) N S (100,75) N UR
31 P (1/200) P (1/200) P (223) N UR
38 N (1/25) N N N R
40 P (1/200) N P (193) N U
46 N (1/25) N (1/25) N N R

P= positivo; N=negativo; S=sospechoso; U=urbano; U/
R=urbano y rural; R=rural.
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Discusion y conclusiones

Las cepas de Brucella lisas (B. abortus, B.
suis o B. melitensis) expresan la cadena lateral O
inmunodominante en el lipopolisacarido de su su-
perficie. Esto hace que esta cadena lateral forme la
base antigénica de las pruebas de diagnostico BPA,
SAT y 2-ME, pudiendo, de esta manera, detectarse
especies lisas. Las pruebas para especies de Bruce-
Ila rugosas, como B. canis, difieren de las pruebas
para Brucella lisas, ya que B. canis no contiene la
cadena lateral O en su superficie y la prueba RSAT
es la que se emplea para su analisis serologico. Por
lo tanto, no es posible que los perros infectados
por B. canis resulten positivos para la prueba de B.
abortus y viceversa (Mateu-de-Antonio et al,
1994).

Para realizar estudios en caninos, no se ha
disenniado ni estandarizado, hasta el momento,
ningln ensayo que permita el diagnoéstico indirec-
to de la infeccion con especies de Brucella lisas.
Los métodos serolégicos empleados para la detec-
ci6n de la enfermedad son los mismos que se apli-
can en los bovinos, no existiendo criterios unifor-
mes para su utilizacion en perros (McGiven et al.;
2003; Nicola & Elena, 2009; Nielsen et al., 2005;
Vargas, 2002). Las pruebas seroldgicas oficiales en
nuestro pais para la especie bovina han sido
establecidas por el SENASA en la Resolucion
438/2006 (Nicola & Elena, 2009). La prueba de
FPA es una prueba de referencia internacional y es
utilizada en caso de ser necesario corroborar un
resultado (Araoz et al., 2014). No existen antece-
dentes sobre el uso de FPA en perros. Los datos de
este trabajo, podrian constituir, en un futuro, una
herramienta util de diagnostico, si se establece el
punto de corte y la concordancia con las pruebas
clasicas de SAT y 2-Me en la especie canina.

En este estudio se hallé que del 26,8% de
las muestras positivas a la prueba tamiz de BPA,
solo el 7,5% fue confirmado mediante SAT y 2-Me
(con resultados mayores o iguales a 1/100) y
reconfirmado mediante la prueba de FPA. La
presencia de falsos positivos a la prueba de BPA
puede deberse a reacciones cruzadas con otras
bacterias gram negativas que comparten un
lipopolisacarido superficial similar al que presenta
Brucella (Gall et al., 2006; Godfroid et al., 2002).
Estas interacciones han sido estudiadas minucio-
samente en los bovinos (Mainar-Jaime et al.,
2005), por lo que es factible que en los caninos
también sean causa importante de interferencia en
el diagnostico de brucelosis.

El anélisis de la informaci6on obtenida de
cada animal mostr6 que los perros de zona rural
seropositivos a B. abortus vivian proximos al gana-
do vacuno diagnosticado positivo de acuerdo a los
procedimientos establecidos en la Resoluciéon
438/2006 de SENASA, y podian tener acceso a
fetos abortados y placentas de vacas infectadas. En
el caso de los perros de zona urbana, estos convi-
vian con perros que concurrian asiduamente al
campo. Las descargas vaginales del ganado

positivo a B. abortus persisten por mas de 40 dias
después del aborto o parto y se convierten en una
fuente de infeccion para perros (Moreno, 2014). La
dosis infecciosa para perros es de aproximada-
mente 106 a 1010 organismos/g (Pidgeon, 1987).
La seroconversion en perros infectados por B.
abortus puede ocurrir entre 5y 20 dias después de
la infeccion y ha sido reportada la diseminacién de
Brucella spp. en el medio ambiente a través de la
orina o heces (Pidgeon, 1987). Esta via podria
explicar la infeccion de los perros de zona urbana
que no han concurrido al campo y que podrian
haberse infectado al ingerir o tomar contacto con
fomites o materiales biolégicos, tales como heces u
orina contaminadas con Brucella spp. de los
perros de zona urbana y que concurrieron al
campo.

Segtn la legislacion vigente en Argentina,
el ganado seropositivo a brucelosis debe eliminar-
se bajo un programa de vigilancia para evitar la
propagacion de la enfermedad. Hasta el momento,
no hay evidencias que reporten que los perros
desempeinen un papel epidemioldgico activo en la
transmision de B. abortus a humanos o al ganado.
Si bien la brucelosis en caninos no es parte del
programa de vigilancia, los perros podrian desem-
penar el papel de hospedadores reservorios para B.
abortus. Esta fuente de transmisién no debe ser
subestimada, ya que la transmision cruzada de
especies de Brucella spp. es posible (Olsen &
Palmer, 2014). Existen reportes de la transmision
esporadica de B. canis de los perros domésticos al
ser humano (Hensel et al., 2018). Ademas, otro
informe describe la deteccion de B. suis en perros,
advirtiendo sobre la posible transmisiéon al huma-
no (Ramamoorthy et al., 2011).

Debido a que B. abortus es més patdgena
para los seres humanos que B. canis, las personas
con sospecha de brucelosis y en contacto con
perros de zona rural o perros de zona urbana pero
que concurren al campo, deberian someterse a
analisis para descartar o confirmar la presencia de
anticuerpos anti-Brucella. Pese a que el riesgo de
transmision parece ser leve, los perros infectados
por B. abortus tienen el potencial de infectar el
ganado vacuno y podrian ser una amenaza en la
cadena de transmisién de esta enfermedad, lo cual
podria tener consecuencias econdmicas desfavora-
bles. La eliminacion del ganado reactor no necesa-
riamente puede erradicar la enfermedad, pero la
eliminacion de los perros que se hallan en contacto
con rodeos infectados, podria ayudar al control de
la misma. Durante los programas de erradicacion,
las pruebas serolégicas de perros para B. abortus
pueden ser un indicador valioso (centinela) de la
presencia de brucelosis en el ganado bovino
(Moreno, 2014).

La ingestion de productos lacteos conta-
minados es el mayor riesgo de infeccion por
Brucella en areas endémicas (Kose et al., 2014).
Sin embargo, no se debe subestimar la transmision
potencial de B. abortus a humanos por perros que
se han infectado por haber estado en contacto
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directo o indirecto con vacas infectadas.

Se estima que mas del 60 % de los patoge-
nos humanos estan relacionados con animales, y la
incidencia de una enfermedad se ve afectada por
factores ambientales, por lo que diferentes enfo-
ques son validos para reducir la incidencia de
enfermedades zoonébticas (Cutler et al., 2010). Uno
de estos enfoques podria ser el concepto de “una
salud”, aunque nunca antes se ha aplicado a la
transmision zoonoética de B. abortus a través de
caninos (Day, 2011). Existe la necesidad de crear
un marco conceptual para las enfermedades zoo-
néticas en caninos, aunque el concepto de “una
salud” se ha discutido para las enfermedades
emergentes con potencial pandémico (Godfroid et
al., 2013; Ucan & Aras, 2015). En otras palabras, el
potencial zoonoético de las infecciones de los
perros, con la excepcion de la rabia, ha sido igno-
rado en gran medida en todo el mundo. Por lo
tanto, zoonosis como brucelosis (incluyendo el tipo
canino), la equinococosis, la rabia y algunas otras,
continiian afectando significativamente la salud
humana (Moreno, 2014). Las principales razones
para ello son el contacto cercano con los animales
al compartir el mismo entorno y las deficiencias en
los recursos financieros para controlarlos princi-
palmente en paises en vias de desarrollo.
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Resumen

Los sarcomas asociados a sitios de inoculaciéon son neoplasias de origen mesenquimatico que aparecen en las
regiones corporales utilizadas rutinariamente para la aplicaciéon de vacunas u otros indculos. Con el objetivo de
caracterizar estas neoplasias se seleccionaron 117 tumores diagnosticados como sarcomas posinoculacion. Se
realizaron estudios histopatolégicos e inmunohistoquimicos que permitieron reclasificar los diferentes sarcomas
hallados y establecer el porcentaje de células proliferantes. Ademas, se consideraron los datos demogréaficos y se
realizaron encuestas a los médicos veterinarios para conocer la evolucion de los pacientes. El diagnostico mas
frecuente fue el de fibrosarcoma (87,18%). También, se encontraron, en menor proporcion, otros tumores como:
sarcomas pleomoérficos (HFM), osteosarcomas extraesqueléticos y mixosarcomas. El grado histologico mas
frecuente fue el II y la mayoria present6é abundante inflamacién. El promedio de células proliferantes alcanzé el
50,12%. La edad de los pacientes al momento del diagndstico fue mayor que la informada por otros autores. Si
bien los sarcomas asociados a sitios de inoculaciéon en la Republica Argentina comparten caracteristicas
histopatologicas y clinicas con aquellos informados en otros paises, existen diferencias vinculadas a la edad al
momento del diagnéstico, a la presentacion de las recidivas y al tiempo de sobrevida, entre otras caracteristicas.

Palabras clave
Histopatologia, inmunohistoquimica, seguimiento clinico, sarcomas, sitios de inoculacion

Abstract

Feline injection-site sarcomas are neoplasms of mesenchymal origin frequently found in sites of the body
routinely used for inoculation of vaccines and other drugs. With the aim of characterizing these neoplasms,
117 post-inoculation sarcomas were selected and analyzed. Histopathological and immunohistochemical
techniques were performed to reclassify different sarcomas and determine cellular proliferation
percentages. In addition, demographic data were considered, and surveys were conducted to obtain
information about the clinical follow-up of patients. Of all tumors analyzed, fibrosarcoma was the most
frequently diagnosed (87.18%), followed by pleomorphic sarcomas (HFM), extra skeletal osteosarcomas
and mixosarcomas. The most frequent histological grade was type II which was associated with great
inflammation. Cell proliferation percentage of these tumors was 50.12%. The average age of diagnosis for
these sarcomas was higher than that reported by other authors. Although in Argentina injection-site
sarcomas shared histopathological and clinical characteristics with those reported in other countries,
differences such as the age in the moment of diagnosis, recurrence and survival were found.
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Introduccion

Los sarcomas asociados a sitios de inocula-
cion (SSI) son neoplasias de origen mesenquima-
tico que aparecen en las regiones corporales utili-
zadas rutinariamente para la aplicaciéon de vacunas
u otros in6culos (Shaw et al., 2009). Fueron des-
criptos por primera vez en 1991, en Estados Uni-
dos de Norteamérica (Hendrick y Goldschmidt,
1991). Posteriormente, se diagnosticaron en la ma-
yoria de los continentes (Burton & Mason, 1997;
Chang et al., 2006; Hendrick & Brooks., 1994;
Nieto et al., 2003). El tipo mas frecuente de SSI es
un fibrosarcoma sumamente agresivo y recidivante
con un alto indice de mortalidad (Goldschmidt &
Hendrick, 2002; Hendrick et al., 1992; Wilcock et
al., 2012). Otras variantes, tales como el sarcoma
pleomorfico (Hendrick, 2017) o histiocitoma fibro-
so maligno (HFM), el osteosarcoma, el condrosar-
coma y el rabdomiosarcoma, se presentan con
menor frecuencia (Dubielzig et al.,, 1993; Gold-
schmidt & Hendrick, 2002; Hendrick et al., 1992;
Hendrick & Brooks, 1994; Wilcock et al., 2012).

La relacién entre el desarrollo de sarcomas
felinos y la vacunaciéon se estableci6 a partir de
trabajos epidemioldgicos. En EE.UU. se asoci6 al
incremento en la vacunacién antirrabica de la
poblacion felina tras la sanciéon de una ley de
vacunacion obligatoria contra la rabia, en 1987
(Deim et al., 2008; Hendrick et al., 1992). El
andlisis de estos resultados permitié establecer la
relacion etiologica entre la vacunacion y el desa-
rrollo de fibrosarcomas (Hendrick et al., 1992).

Aspectos morfologicos

Macroscopicamente, los SSI tipicos son
masas blanquecinas, firmes, bien delimitadas, con
un centro cavitado que contiene liquido mucinoso
o acuoso (Goldschmidt & Hendrick, 2002; Hen-
drick et al., 1992). Es frecuente la presencia de una
intensa respuesta inflamatoria periférica, en la que
predominan linfocitos y macréfagos (Couto et al.,
2002; Goldschmidt & Hendrick, 2002; Hendrick &
Brooks, 1994). Muchos casos presentan células
gigantes intratumorales (Madewell et al., 2001).

Diagnéstico

La observacion microscopica a partir de la
biopsia escisional es el método de eleccion para el
diagnostico (Goldschmidt & Hendrick, 2002). El
diagnostico de SSI se basa en la identificaciéon de
sus caracteristicas histologicas y en su localizacién
en sitios tradicionalmente usados para la inocu-
lacion de vacunas (Wilcock et al., 2012).

Hipotesis respecto a su etiopatogenia
Los compuestos con aluminio son adyu-

vantes utilizados comtinmente en vacunas a virus
muerto (Deim et al., 2008; Hendrick et al., 1992),

incluyendo aquellas que se aplican para prevenir la
rabia y la leucemia felina. La presencia de agrega-
dos peritumorales de macrofagos con aluminio
sustenta el diagnostico de SSI (Goldschmidt &
Hendrick, 2002; Hendrick et al., 1992). Se postul
que el aluminio generaria una respuesta inflama-
toria persistente que induciria la sintesis de facto-
res de crecimiento y citoquinas que estimularian la
proliferacion de fibroblastos y miofibroblastos. Sin
embargo, en un estudio de riesgo, la aparicion de
SSI también se relacioné con la inoculaciéon de
vacunas con adyuvantes que carecian de aluminio
y sin adyuvante (Deim et al., 2008; Kass et al.,
1993). De todas maneras, estas neoplasias siempre
se relacionaron con procesos inflamatorios croni-
cos. En los felinos, la inflamacién persistente como
respuesta a la inyecciéon predispondria al desarro-
llo de una actividad reparativa que, en algunos
casos, daria lugar a la formacién de una neoplasia
(Hendrick et al., 1992; Kass et al., 1993; Wood-
ward, 2011). La magnitud y duraciéon de la
inflamacién estaria influenciada por la formula-
cion de la vacuna y condicionada por el genoma
del paciente (Wilcock et al., 2012).

La inflamacién créonica puede inducir la
produccién de radicales libres y metabolitos que
producen dafnos en el ADN y mutaciones, actuan-
do como iniciador de la carcinogénesis. El ambien-
te provisto por la inflamacién crénica sumado a
una predisposicién genética alteraria la suscepti-
bilidad ante injurias carcinogénicas (Nieto et al.,
2003; O’ Byrne & Dalgleish, 2001).

Comportamiento biolégico y clinico

Los SSI se originan en sitios de inocula-
cion tales como cuello, region interescapular,
parrilla costal, region dorsolumbar, flanco y miem-
bros posteriores (Goldschmidt & Hendrick, 2002;
Hendrick et al., 1992; Hendrick & Brooks, 1994). A
pesar de las diferencias de diagnosticos histopato-
l6gicos asociados a los sitios de inoculacion, ningu-
no de ellos brinda diferencias pronésticas para la
vida del paciente (Wilcock et al., 2012).

Este tipo de neoplasias no presenta predi-
leccion sexual. La edad promedio documentada
para su aparicion es de 8,1 afios, que es menor a la
de los sarcomas no asociados a sitios de vacuna-
cion que aparecen a una edad promedio de 9,2
anos (Goldschmidt & Hendrick, 2002; Hendrick et
al., 1994). Ademas, los sarcomas no asociados a la
vacunaciéon son menos invasivos y recidivantes
(Deim et al., 2008).

Se calcul6 que la prevalencia de los SSI es
de 1:1000 a 1:10000 gatos vacunados (Gold-
schmidt & Hendrick, 2002; Kass et al., 1993;
Wilcock et al., 2012). El intervalo mas frecuente
entre la vacunacion y la aparicion del tumor se
encuentra entre los 3 meses y los 3 afos
posinoculacion (Hendrick et al., 1992). Sin embar-
go, puede llegar a los 15 afios (Wilcock et al,
2012).
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Los SSI son neoplasias sumamente
invasivas, el riesgo de recidiva es alto y pueden ser
extirpadas quirdrgicamente de una a tres veces en
un lapso de uno a dos afnos (Goldschmidt & Hen-
drick, 2002; Hendrick et al., 1994). Sin embargo,
una escision quirdrgica agresiva, que permita
lograr un amplio margen, puede extender el
intervalo libre de tumor y la sobrevida (Davidson
et al., 1997; Goldschmidt & Hendrick, 2002;
Hershey et al., 2000; Wilcock et al, 2012).
Algunos trabajos preliminares sugieren que este
intervalo también podria extenderse con el uso de
quimioterapia o de combinaciones de inmunoesti-
mulantes y radioterapia (Goldschmidt & Hendrick,
2002).

En la mayoria de los casos, los gatos son
sometidos a eutanasia luego de varias cirugias con
o sin terapia adyuvante. El potencial metastésico
de estos tumores inicialmente es bajo, pero
aumenta con la sobrevida prolongada (Gold-
schmidt & Hendrick, 2002; Wilcock et al., 2012).
Las metastasis se encontraron en linfonodos
regionales, mediastino, pulmones (Briscoe et al.,
1998; Goldschmidt & Hendrick, 2002; Hendrick et
al., 1994; Rudmann et al., 1996), higado y omento
(Sandler et al., 1997).

Situacion actual

Luego de haber sido descritos por primera
vez en 1991, la identificacién de estos sarcomas
motivé cambios en los protocolos de vacunacion.
Asi, hacia 1996 se incluyé la recomendacién de
modificar los sitios de inoculacién y, ademaés, se
disenaron vacunas antirrabicas sin adyuvante,
para uso en gatos. Sin embargo, no hubo, tras estas
modificaciones, cambios ni en la prevalencia ni en
la edad de presentacion de los SSI. Si, en cambio,
se registrd una variacion en la ubicacion corporal,
en correspondencia a los nuevos sitios recomen-
dados para vacunacion. Antes de 1996, la localiza-
cion interescapular era cinco veces mas frecuente
que las otras. Luego de ese afo, el sitio mas
frecuente se localiz6é en los miembros posteriores y
sus areas de adyacencia (Shaw et al, 20009;
Wilcock et al., 2012). Por estos motivos, no existi-
ria razoén para modificar los sitios de inoculacién,
mas allad de la factibilidad de lograr un amplio
margen quirargico como sucede en el caso de los
miembros o del rabo.

Las vacunas sin adyuvante (recombinan-
tes) no causan inflamacion significativa. Por lo
tanto, no deberian inducir la formacioén de sarco-
mas. La falla en la disminucién de la prevalencia
podria deberse a que, en realidad y pese a las
indicaciones, éstas no reemplazaron, en la practi-
ca, a las vacunas tradicionales, debido a su mayor
costo (Wilcock et al., 2012).

Algunos autores sostienen que otros
productos inoculados pueden promover el desa-
rrollo de sarcomas (MacEwen et al., 2001; Marta-
no et al., 2011). En realidad, cualquier sustancia

que genere una respuesta infamatoria local
persistente podria llevar al desarrollo de sarcomas
en gatos susceptibles. Sin embargo, el incremento
de la frecuencia de inoculacién de la poblacion
felina seria la responsable de la mayor correlacion
con la enfermedad (MacEwen et al., 2001).

Los objetivos del presente trabajo fueron
caracterizar desde el punto de vista histopatologico
e inmunohistoquimico a los SSI, establecer su
grado de anaplasia (GA) y de inflamacién (GI),
calcular el porcentaje de células proliferantes
(PCP) y detallar la informacion obtenida en rela-
cion con el seguimiento clinico.

Materiales y métodos

Muestras

Se seleccionaron casos de archivo (tacos
en parafina) de un laboratorio privado de histopa-
tologia que recibe muestras de todo el pais (Labo-
ratorio Duchene). Se realiz6 un muestreo conse-
cutivo (Robledo Martin, 2005), tomando todos los
casos que cumplieron con los criterios de inclusién
y exclusion durante los afios 2011 y 2012. Dichos
criterios fueron:

1) Criterio de inclusién: se seleccionaron para su
estudio todos los tumores diagnosticados como
sarcomas posinoculacidén, en el periodo antes men-
cionado, quedando incluidos 185 casos.

2) Criterio de exclusion: los casos con caracteris-
ticas histologicas tipicas, pero localizacion atipica
o desconocida fueron excluidos. La muestra quedo
finalmente conformada por 117 casos.

Estudios histopatolégicos

Los cortes histolégicos (5 um), obtenidos a
partir de las muestras seleccionadas, fueron
coloreados con Hematoxilina y Eosina. Posterior-
mente se examinaron con un microscopio 6ptico
(CX31, Olympus, Jap6n).

Los sarcomas seleccionados fueron recla-
sificados siguiendo los criterios de la OMS (Orga-
nizacion Mundial de la Salud) para tumores
mesenquimaticos de la piel y tejidos blandos (Hen-
drick et al., 1998). Se consideraron como fibro-
sarcomas aquellos tumores compuestos por haces
o fasciculos entrelazados de células fusiformes
pleomoérficas. En cambio, los que presentaron
células de fusiformes a estrelladas, de disposicion
laxa, inmersas en una matriz mucinosa (que adop-
ta una tonalidad celeste con hematoxilina eosina),
fueron clasificados como mixosarcomas. Las neo-
plasias tradicionalmente llamadas histiocitomas
fibrosos malignos, fueron denominadas sarcomas
pleomorficos (Hendrick, 2017); para su clasifica-
cion, se tuvo en cuenta la presencia de abundantes
células gigantes multinucleadas, células fusiformes
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y células histiocitoides atipicas. Aquellos que pre-
sentaron células pleomorficas con abundante
citoplasma eosinofilico, células multinucleadas y
células en raqueta (con prolongaciones citoplas-
maticas) se clasificaron como rabdomiosarcomas.

Dado que la OMS (Hendrick et al., 1998)
no considera dentro de las neoplasias de tejidos
blandos a aquellas que forman matriz condroide u
osteoide, se recurri6 a otros criterios presentes en
la bibliografia, tanto de medicina humana
(Sangiiesa Nebot et al., 2007) como veterinaria
(Thompson y Dittmer, 2017), para su clasificacion.
Por ello, se consideraron osteosarcomas extraes-
queléticos a aquellos que forman matriz osteoide,
aunque puedan también formar matriz condroide,
(Thompson y Pool, 2002). Debido a que existen
comunicaciones cientificas que mencionan la posi-
bilidad de ocurrencia de metaplasia osteoide y
condroide en neoplasias de tejidos blandos
(Thompson y Dittmer, 2017), se consideraron
criterios adicionales para diferenciar fibrosarco-
mas con diferenciacién condroide y osteoide de
osteosarcomas extraesqueléticos. Para ello, se tuvo
en cuenta la extension y diferenciacion del tejido
osteoide y condroide. Aquellos con un patrén
predominante de haces entrelazados de células
fusiformes pleomorficas y que, ademas, presenta-
ron tejido condroide y osteoide, o solo osteoide,
diferenciado y en menos del 50 % de la extension
de la muestra, se consideraron fibrosarcomas con
metaplasia 6sea. En cambio, las neoplasias que
presentaron tejido osteoide con diferenciacion
moderada a pobre, y que se extiende en méas del
50 % de la muestra, se consideraron osteosarco-
mas extraesqueléticos.

El GA se determin¢ utilizando un esquema
propuesto por Couto (Couto et al.,, 2002), que
toma en cuenta la diferenciaciéon celular, el indice
mitético (IM) y el grado de necrosis. De la
combinacién de dichas caracteristicas surge la
puntuacion que permite clasificar las neoplasias en
tres grados.

Para establecer el puntaje correspondiente
al grado de diferenciacion celular se consideraron
los siguientes criterios: se asign6 un punto a los
tumores cuyas células eran similares a las
diferenciadas del tejido normal, dos puntos si sus
células presentaban fenotipo histoldgico definido,
y finalmente, se asign6 tres puntos a aquellos con
células pobremente diferenciadas (Couto et al.,
2002).

El IM se estableci6 obteniendo el prome-
dio de mitosis en diez campos, utilizando un
objetivo de alta magnificacion (PLAN C 40x 0.65
NA, FN 22 y ocular 10X FN 20). Se excluyeron
sectores con extensas areas de inflamaciéon y
necrosis. El puntaje que se atribuy6 a los sarcomas
respeté el siguiente esquema: un punto para IM
entre 1y 9, dos puntos para IM entre 10 y 19, y tres
puntos para IM >20 (Couto et al., 2002).

En cuanto al grado de necrosis de los
tumores analizados, se comput6 un punto cuando
se verifico su ausencia, dos puntos cuando la

necrosis representd menos del 50% del area de la
muestra, y tres puntos cuando fue mayor al 50%
de su area (Couto et al., 2002).

La suma de los puntajes obtenidos para
cada criterio analizado constituy6 el puntaje final,
en funciéon del cual se atribuyé a cada neoplasia
uno de los tres grados de anaplasia considerados
(Couto et al., 2002).

El GI se estableci6 al evaluar el infiltrado
linfoide peritumoral a baja magnificacion (4X)
segun criterios adaptados a partir de los utilizados
por Couto (2002): o=ausencia de infiltrado linfoi-
de peritumoral, 1=escaso infiltrado linfoide (re-
quiere buisqueda cuidadosa), 2=infiltrado difuso o
pequenos agregados en menos del 50 % de los
campos, y 3=agregados linfoides en el 50 % de los
campos o més. En este caso, se excluyé uno de los
tacos de la poblacion seleccionada, ya que por ser
una muestra minima (biopsia incisional) el area
peritumoral, en la que se centra la evaluacién, no
resultaba representativa.

Estudios inmunohistoquimicos

Se realizaron estudios inmunohistoquimi-
cos para confirmar la estirpe celular que origind
las neoplasias. Para ello se utilizo, como anticuer-
pos primarios, pancitoqueratina (anti-cytokeratin,
Dako, Carpinteria, CA, USA) y vimentina (Vimen-
tin RTU-VIM-Vo9, Leica Biosystems, Newecastle
Ldt, United Kingdom). Ademaés, se seleccionaron
10 sarcomas al azar a los que se les realiz6
inmunomarcaciéon con anticuerpo anti-desmina
(Desmin RTU-DES-DERII, Leica Biosystems,
Newecastle Ldt, United Kingdom). Aquellos casos
que lo requirieron fueron sometidos a otras
pruebas inmunohistoquimicas para confirmar su
diagnostico histopatologico. Los anticuerpos utili-
zados en estos casos fueron anti-desmina y anti-a-
actina (anti-a-actina, [ab7817] Abcam, Cambridge,
England) de misculo liso.

También, se realiz6 la inmunomarcaciéon
con anticuerpo anti-antigeno nuclear de prolifera-
cion celular (PCNA, clone PC 10, Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, EE. UU.) para establecer el
PCP. Para ello, se seleccion6 una muestra de 54
casos tomados al azar.

Para la técnica inmunohistoquimica se
realizaron cortes de 3 um de espesor que se
montaron sobre vidrios positivados (HistoSystem,
Rosario, Argentina). Estos se desparafinaron,
rehidrataron e incubaron con 3 % de H202 diluida
en metanol, para inhibir la peroxidasa endégena,
durante 30 minutos a temperatura ambiente, y se
lavaron con solucion tamponada de fosfato (PBS,
pH 7,4). La recuperacion antigénica se realiz6 en
microondas a 800 W, durante 3 minutos en
solucién tamponada de citrato, pH 6,0. Los sitios
de unidn inespecificos se bloquearon al incubar los
cortes con 1 % de albumina sérica bovina (BSA)
diluida en PBS durante 30 minutos a temperatura
ambiente, en caAmara hiimeda. La incubacién con
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anticuerpos primarios policlonales (pancitoquera-
tina dilucién 1:500) y monoclonales (anti-a-actina,
dilucién 1:200; PCNA, dilucién 1:3000; anti-
vimentina; anti-desmina) se realizd en camara
himeda durante una noche a 4 °C, la que fue
seguida por la incubacion con el anticuerpo secun-
dario anti-conejo (EnVision HRP ®, Dako-
Cytomation, Carpinteria, CA, USA) para los
anticuerpos policlonales, y anti-raton (EnVision
HRP ®, DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA)
para los anticuerpos monoclonales en camara
hiimeda y a temperatura ambiente, durante 30
minutos. Como control negativo de anticuerpo se
reemplazé el anticuerpo por PBS, pH 7,4. Se
utilizaron muestras de intestino delgado como
controles negativos y positivos para cada anticuer-
po, considerando su especificidad para los tejidos
epitelial de revestimiento y glandular, conectivo y
muscular liso. Ademaés, se consideraron como
controles negativos a los tejidos no neoplasicos de
cada muestra. Se utilizd6 3,3-diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB) como cromdgeno
(DakoCytomation, Glostrup, Denmark), y hemato-
xilina como colorante de contraste.

El PCP se evalu6 mediante la inmunomar-
caciéon con anticuerpo anti-PCNA, estimando el
porcentaje de células con marcaciébn nuclear
positiva, al contar estas sobre imagenes digitales
tomadas en diez campos obtenidos mediante un
objetivo de 40X de magnificacion. Las iméagenes se
capturaron mediante una ciAmara de video digital
(Sony DXC390) montada sobre un microscopio
trinocular (CX31, Olympus, Jap6on) y conectada a
una computadora que cuenta con un programa
informéatico de analisis de iméagenes digitales
(ImagePro Plus v6.3 - Media Cybernetics, USA).

Seguimiento clinico

Las unidades de observacion utilizadas
corresponden a los Médicos Veterinarios remiten-
tes y protocolos de remision de muestras para
obtener informacion de la historia clinica y
evolucion.

Las variables consideradas fueron: 1)
parametros demograficos: raza, y sexo; 2) parame-
tros clinicos: edad al momento del diagnostico,
ocurrencia de recidivas, tiempo promedio entre
recidivas y sobrevida. Ademas, se considerd la
ubicacion anatémica de las neoplasias.

Las técnicas de recoleccion de la
informacion fueron las siguientes: los parametros
demograficos y la ubicacion anatémica se extraje-
ron de la informacién enviada por los profesio-
nales remitentes junto con la muestra (protocolos
de remisiéon de muestra). Para la recoleccion de
informacion comprendida en los parametros clini-
cos se disefid una encuesta que se envio por correo
electronico a los médicos remitentes para obtener
la informacién clinica pertinente. Aquellos profe-
sionales que no respondieron por via electrénica

fueron contactados por via telefonica.
Analisis estadistico

Para evaluar la asociacién entre las
variables GA y GI se realizO una prueba de
correlacion bayesiana (matriz de correlacion
bayesiana). Para ello, se desarrollaron scripts en
lenguaje R (https://cran.r-project.org/) y Win-
BUGS (https://www.mrc-bsu.cam.ac.uk/software/
bugs/the-bugs-project-winbugs), utilizando la in-
terfaz del lenguaje R, R2WinBUGS (https://
cran.r-project.org/web/packages/R2WinBUGS/
index.html). Se parti6 de una distribucién prior no
informativa (prior: anterior a los datos o la mues-
tra; no informativa, otorga la misma probabilidad
a cualquier evento y cuyos parametros a y b
equivalen a la unidad, a = b = 1) y se corrieron
10000 iteraciones del modelo, descartando las
primeras 1000 (Risso & Risso, 2017).

Para evaluar la asociaciébn entre las
variables GA, GI, sexo, edad -informada al remitir
la muestra-, ubicacion anatémica, edad al
momento del diagnostico (encuesta), existencia de
recidivas, tiempo promedio entre recidivas, ntime-
ro de recidivas, tiempo de sobrevida y PCP, la
metodologia de correlacion bayesiana se aplico
mediante el uso de software JASP (https://jasp-
stats.org/).

Para todos los casos, los datos numéricos
discretos, se analizaron usando un modelo trans-
formacion a raiz cuadrada, los datos expresados
como proporciones se analizaron usando un mode-
lo transformacién arcoseno. Para todo el estudio
se fij6 un nivel de significacion P <= 0.05.

Resultados

Estudios histopatologicos

La distribuciéon de los diferentes tipos
morfologicos fue: fibrosarcoma 87,18 % (8 de ellos
presentaron metaplasia osteoide), osteosarcoma
extra esquelético 1,71 %, mixosarcoma 5,98 %,
sarcoma pleomoérfico 3,42 %, rabdomiosarcoma
1,71 %. De los 117 SSI estudiados el 29,91 %
present6 GA 1, el 64,11 % GA Il yel 5,08 % GA III .
Tres de las recidivas presentaron el mismo GA (GA
IT) que el tumor primario y una de ellas presento
menor GA (GA I) que aquel (Santelices et al.,
2018). Respecto al grado de inflamacion, se asign6
grado 1 al 15,52 %, grado 2 al 36,21 % y grado 3 al
48,27 % de ellos. En este caso, tres de las recidivas
presentaron el mismo grado de inflamacién que su
tumor primario (grado 3 en todos los casos), y una
de ellas present6 un grado de inflamaci6én menor
(grado 1) que su tumor primario, que era de grado
2 (Santelices et al., 2018).
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Figura 1. Fibrosarcoma. Patrén caracteristico de haces o fasciculos entrelazados de células fusiformes pleomoérficas (flechas).
Marcacion inmunohistoquimica positiva para vimentina. Inserto: detalle magnificado de un area de la imagen principal mostrando la

inmunomarcacion citoplasmatica. Barra = 200 pm (imagen principal); 20 um (inserto). DAB y hematoxilina.

Tabla 1. Clasificacion de los sarcomas de acuerdo con los estudios histopatologicos e inmunohistoquimicos.

% Tipo Grado de anaplasia %
88,89 Fibrosarcoma (2 I 27.88
il 67,30
it 4,81
1,71 Osteosarcoma extraesquelético® 1 50
II 50
IIT 0
5,98 Mixosarcoma? I 71,43
I 14,28
i 14,28
3,42 Sarcoma pleomédrfico o HFM: 1 0
I 25
IIT 75

(1) Ocho de ellos presentaron metaplasia osteoide.

a. Hendrick et al., 1998; b. Sangiiesa Nebot et al., 2007; Thompson y Dittmer, 2017; Thompson y Pool, 2002; c. Hendrick, 2017.
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Figura 2. Sarcoma pleomorfico (Hendrick, 2017). Se observa inmunomarcacion positiva para alfa-actina. Barra = 200 pm. DAB y
Hematoxilina.

Estudios inmunohistoquimicos

Todos los sarcomas resultaron negativos
para pancitoqueratina y positivos para vimentina
(Figura 1). Los 10 sarcomas, seleccionados al azar,
en los cuales se evalud la expresion de desmina
resultaron negativos. Los dos SSI que habian sido
clasificados preliminarmente como rabdomiosar-
comas resultaron negativos para desmina y, por
ello, se reclasificaron como fibrosarcomas. Los
cuatro clasificados inicialmente como sarcomas
pleomoérficos (anteriormente denominados HFM)
resultaron positivos para a-actina de musculo liso
(Figura 2) y negativos para desmina, lo que justifi-
¢b conservar el diagnostico original.

La clasificacion de los SSI de acuerdo con
los estudios histopatologicos e inmunohistoquimi-
cos se detallan en la Tabla 1.

El PCP alcanz6 un promedio de 50,12 % de
nucleos positivos con puntos extremos de 10,59 %
y 89 %.

Seguimiento clinico

Se obtuvieron veinticuatro respuestas
efectivas (Tabla 2) que permitieron conocer la
evolucion de la enfermedad en los casos informa-
dos. En relacién con la raza de los felinos involu-
crados 58,12 % (68 de 117 casos) fueron informa-
dos como mestizos 0 comidn europeo y 5 (4,27 %)
fueron siameses; de los 44 (37,61 %) restantes no
se dispone informacién. El 46,15 % (54 de 117)
fueron hembras, el 50,43 % fueron machos y se
desconoce el sexo de los restantes 4 animales
(3,42 %).

La ubicacién anatomica més frecuente fue
la parrilla costal (60 animales, 51,28 %), seguida
del flanco (29, 24,79 %). Otros sitios menos fre-
cuentes de aparicion fueron la region dorsolumbar
(19, 16,24 %), el cuello (4 casos, 3,42 %) y la zona
interescapular (4 casos, 3,42 %). Solo se informd
un caso de SSI en el muslo (0,85 %).
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Tabla 2. Informacion clinica aportada por Médicos Veterinarios remitentes

Edad al momento

del Tiempo Tiempo
diagnéstico Numero promedio de
clinico (Recidivo? de entre recidivas Sobrevive sobrevida
en afnos Si/No Recidivas  en dias Si/No en dias
3.5 Si 2 168 D D
9 D D D D D
13 Si 1 365 No 545
13,5 Si 5 342 No 1945
6 Si 2 360 No 910
10,5 Si 2 D D D
5.5 Si 1 360 No 545
9 Si 1 D No 450
7,67 Si 1 180 No 635
15 Si 1 540 No 1945
14 No 0 - No 120
9 Si 1 274 No 635
D D D No 365
16 D D D No 270
15 Si 3 340 D D
12,5 Si 1 240 No D
9 No 0 - D D
7,67 No 0 - D D
12 Si 3 2814 No 1215
5 Si 2 267 No 730
D Si 2 D No D
8 Si 2 135 No 270
6 Si 2 255 No 665
12 Si 1 180 No 365

D: dato desconocido.

Veintidés profesionales informaron la
edad del animal al momento del diagnostico, de
estos datos se obtuvo un promedio de 10 afos. Si
consideramos la edad informada al momento de
remitir la muestra, el promedio de los 103 casos
informados es de 8,9 afios.

En relacion con la ocurrencia de recidivas,
de los 24 SSI informados 18 recidivaron (75 %),
con un promedio de 1,8 recidivas y variaciones
entre 1y 5 recidivas; 3 no recidivaron (12,5 %) y de
3 se desconoce si hubo o no recidiva (12,5 %). Se
obtuvo informacion sobre el tiempo entre recidivas
en 15 de los 24 casos informados, cuyo promedio
fue de 285,83 dias con variaciones entre 120 y 540
dias. Para ocho casos (33,34 %) se informoé solo
una recidiva, en diez casos (41,67 %) se informd
mas de una recidiva. Seis de ellos (25 %) reci-
divaron por primera (o tnica) vez dentro de los 6
meses, mientras que 4 de ellos recidivaron més de
una vez dentro de un periodo de 2 ahos (16,67 %).

Respecto al tiempo de sobrevida se obtuvo
un promedio de 725,62 dias (resultado obtenido a
partir de 16 casos en los que se informo este tiem-
po). Las variaciones oscilaron entre los 120 y 1945
dias. En solo tres casos se informé evidencia de
metastasis. Uno de ellos present6 masas cutaneas
multiples, otro presentdé afeccion del sistema
respiratorio y en el restante se detecté una masa
intestinal. Ninguno de estos tumores secundarios

cuenta con confirmacién histopatoldgica. La causa
de muerte informada fue: eutanasia en 10 casos,
deterioro general en 2, insuficiencia renal en 3 y
posible metéstasis en sistema respiratorio en 1. En
8 casos se desconoce la causa de la muerte.

Solo dos de los Médicos Veterinarios
informaron haber realizado cirugia radical. De
ellos, solo uno cuenta con informacién sobre la
evolucion del paciente. Este tltimo, informa que el
paciente sufri6 una recidiva y luego de un trata-
miento quirtrgico agresivo en el que se extirpo,
junto con la masa, pared costal y abdominal,
permanecié libre de tumor hasta su muerte por
insuficiencia renal. El tiempo de sobrevida en este
caso fue de 1945 dias.

Cuando se consulto a los profesionales por
la posibilidad de vacunacion en el sitio de apari-
cién de la neoplasia en cuestién, 5 respondieron
que con certeza recibieron la aplicaciéon de vacunas
en ese sitio, 15 que existia la posibilidad de vacuna-
cién en el sitio. Cuando se los consulté sobre la
vacunacion antirrabica (especificamente), 4 mani-
festaron certeza de vacunacién antirrabica en el
sitio y 16 que existia esa posibilidad. De los restan-
tes casos, 4 en total, los médicos actuantes no
pudieron informar sobre antecedentes de vacuna-
cion, argumentando que el caso era atendido por
otros colegas previamente al diagnoéstico del tumor
y que recibieron el caso por derivacion.
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Tabla 3. Matriz de correlacién Bayesiana (https://jasp-stats.org/)

Variables Pearson cc p-value
GA Sexo -0,098 0,303
GA Raza NaNz@  eeeeeee
GA Edad 0,03 0,76
GA UA -0,076 0,413
GA EMD 0,111 0,623
GA TPR -0.124 0,661
GA NR -0,296 0,1930
GA Tsd -0.351 0,1830
GA Rsn -0,04 0,8630
GI Sexo -0,129 0,1720
GI Edad 0,033 0,7370
GI Raza NaNz@ e
GI UA -0,106 0,2560
GI EMD -0.324 0,7310
GI TPR -0.151 0,5920
GI NR -0.03 0,8960
GI Tsd -0.3 0,2590
GI Rsn 0,198 0,3900
PCP Sexo 0,04 0,387
PCP Raza NaNz@  eeeeee
PCP Edad -0.341 0,01
PCP UA 0,039 0,39
PCP EMD -0.442 0,02
PCP TPR -0.124 0,661
PCP NR -0,193 0,246
PCP Tsd -0,072 0,395
PCP Rsn -0,072 0,481
PCP GA 0,244 0,037
PCP GI -0.01 0,528
EMD TPR 0,451 0,046
EMD Rsn -0,065 0,607
EMD NR 0,122 0,305
EMD Tsd 0,23 0,205
TPR Rsn NaN2@ e
TPR NR 0,049 0,431
TPR Tsd 0,696 0,006
Rsn NR 0,564 0,004
Rsn Tsd 0,342 0,116
NR Tsd 0,635 0,007

(1) P> 0.05 = no hay correlacion significativa. (2) NaN? = Varianza = 0, no se realiza el analisis. Pearson cc = coeficiente de correlacion;
p-value = valor de P; GA= grado de anaplasia; UA = ubicacion anatomica; Edad: edad informada al momento de la remision de la
muestra en afios; EMD = edad al momento del diagnéstico clinico en afios; TPR = tiempo promedio entre recidivas en dias; NR =
namero de recidivas; Tsd = tiempo de sobrevida en dias; Rsn = recidiva, si — no; GI= grado de inflamacién; PCP= porcentaje de células

proliferantes.

Analisis estadistico

No hubo asociacion estadisticamente sig-
nificativa entre las variables GA y GI (P = 0.203).
Tampoco hubo asociacion entre las variables GA y
GI con sexo, edad (al momento de remision de la
muestra), ubicacién anatémica, edad al momento
del diagnoéstico (informado en encuesta), existen-
cia de recidivas, tiempo promedio entre recidivas
en dias, nimero de recidivas y tiempo de sobre-
vida. Del mismo modo, no se halld6 asociaciéon
entre el PCP y, sexo, ubicacién anatémica, GI,
existencia de recidivas, tiempo promedio entre
recidivas y tiempo de sobrevida (Tabla 3).

Se hall6 asociacion estadisticamente signi-
ficativa entre el PCP y las siguientes variables: GA

(P=0,037), edad al momento del diagnostico
(P=0,02), edad informada al momento de remi-
sion de la muestra (P=0,01) y nimero de recidivas
(P=0,026) (Tabla 3).

También, se demostr6é correlaciéon signi-
ficativa directa entre: edad al momento del
diagnostico y tiempo promedio entre recidivas
(P=0,046), tiempo promedio entre recidivas y
tiempo de sobrevida (P=0,006), numero de
recidivas y tiempo de sobrevida (P=0,007) (Tabla
3).

No se evalu6 la asociaciéon entre el PCP y
raza debido a que todos los animales de los que se
conoci6 la raza y a los que se realiz6 inmunomar-
cacibn con anticuerpo anti-PCNA eran gatos
mestizos; 5 profesionales no informaron ese dato.
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Discusién y conclusiones

El fibrosarcoma es el SSI més frecuente en
la Reptblica Argentina, aunque también se en-
cuentran, en menor proporcién, otros tumores
como: sarcomas pleomoérficos (HFM), osteosarco-
mas extra esqueléticos y mixosarcomas. Estos
hallazgos son similares a los descriptos en otros
paises en los que se realizaron estudios epidemio-
l6gicos, tales como EE.UU., Espafia, Italia, Canada
(Hendrick, 1999; Martano et al., 2011; Nieto,
2003; Wilcock et al., 2012).

Segin Hendrick (2017), los sarcomas
pleomoérficos o HFM poseen un fenotipo fibroblas-
tico/miofibroblastico: positivo a vimentina, y con
positividad variable para actina y desmina. En este
estudio, los resultados inmunohistoquimicos de
estos SSI (positivos para vimentina y a-actina de
musculo liso, y negativos para desmina) fueron
compatibles con el fenotipo descripto por
Hendrick (2017), por este motivo se confirm6 su
diagnostico.

En relacion con el grado de anaplasia de
los SSI, al igual que lo informado por Couto
(2002) y Nieto (2003), las neoplasias de GA 1I
fueron las mas numerosas. Tres de las recidivas
presentaron el mismo GA (DA II) que el tumor
primario y una de ellas presenté un GA menor (GA

D).

Con respecto al GI, la mayoria de los
sarcomas fueron de grado 3. En este caso, tres de
las recidivas presentaron el mismo GI que el tumor
primario, en todos los casos GI 3, y una de ellas
tuvo un GI menor (grado 1) que el tumor primario
que present6 GI 2. Esta informacién concuerda
con la presentada por Couto (2002), que mani-
fiesta que la mayoria de las neoplasias presentan
abundante inflamacién, tanto en los tumores
primarios como en las recidivas. No se halld
asociacion entre GA y GI, tal como ocurri6 en
trabajos previos (Couto, 2002).

El promedio de edad al momento del
diagnostico fue mayor, tanto en las encuestas (10
afios), como en los protocolos de remision de
muestras (8,9 afios), al informado por otros
autores (8,1 afos) (Goldschmidt & Hendrick,
2002; Hendrick et al., 1994). Incluso, el obtenido
de las encuestas, es mayor que el informado para
los sarcomas no asociados a sitios de inoculaci6on
(9,2 anos) (Goldschmidt & Hendrick, 2002;
Hendrick et al., 1994). Esto podria deberse a que la
consulta en nuestro medio se retrasa en
comparacion con lo que ocurre en paises del
primer mundo.

Los sarcomas estudiados presentaron alta
recurrencia. Esto concuerda con lo comunicado
por Hendrick (1999). Sin embargo, solo un tercio
lo hizo dentro de los seis meses, periodo en el que
este autor ubica la mayoria de las primeras
recidivas y solo el 16,67 % de los casos presentaron

méas de una recidiva en un periodo de dos afios,
porcentaje muy inferior al mencionado por este
autor (22 %) (Hendrick et al., 1999). Es necesario
considerar que solo 5 (20,84 % de los 24 casos con
informacion sobre seguimiento clinico, y el 31 % de
los 16 con informacién sobre tiempo de sobrevida)
alcanzaron los dos afios de sobrevida (730 dias). Al
igual que informaron otros autores (Martano,
2011) no se encontr6 asociaciéon entre el GA y la
ocurrencia de recidivas.

Segin los resultados estadisticos obteni-
dos, los animales de mayor edad (al momento del
diagnostico) presentaron intervalos mayores entre
recidivas y los animales cuyo periodo entre recidi-
vas era mas extenso tenian mayor expectativa de
sobrevida. Sin embargo, a mayor tiempo de sobre-
vida mayor es el nimero de recidivas informadas.
No hallamos en la bibliografia consultada ninguna
informacion previa que vincule estas variables.

Respecto a la relacion que el tipo de trata-
miento mantiene con la sobrevida y con la ocu-
rrencia de recidivas contamos con escasa informa-
cion. El anico caso en el cual se informa la reali-
zacion de una cirugia radical no present6 recidivas
luego de esta y fue uno de los dos pacientes con
sobrevida més extensa, hechos que coinciden con
lo hallado por otros autores (Hendrick, 1999). Sin
embargo, es imposible extraer conclusiones defini-
tivas al respecto, ya que se trata de un tnico caso.

La variable PCP se asoci6 significativa-
mente con el GA, la edad al momento del diagnoés-
tico (relacion inversa) y el nimero de recidivas
(relaci6on inversa). Esto pareciera indicar que
cuanto menor es la edad (al momento del diag-
nostico y de remisiéon de la muestra), mayor es el
PCP y cuanto mayor la capacidad proliferativa de
estas neoplasias las posibilidades de recidivar son
menores. Sin embargo, si bien existen anteceden-
tes de neoplasias que se comportan mas agresiva-
mente en jovenes (Poles et al., 2016), es indis-
pensable disponer de mas informacion sobre otras
variables relacionadas. Otras variables, tales como
el tamafio de la neoplasia al momento del diagnoés-
tico y la agresividad del tratamiento quirdrgico
realizado, no estan disponibles y serian importan-
tes para evaluar, en forma mas profunda, la
significacion biologica de estos resultados estadis-
ticos.

El presente trabajo representa el primer
estudio epidemiolégico sobre los SSI en Argentina.
La mayoria de los aspectos analizados, tales como
diagnosticos histopatolégicos, la presencia de
inflamacién, el GA, los sitios de apariciéon y la
ausencia de predisposicidon sexual, son similares a
los hallados en otros paises. La mayor edad al
momento del diagnostico podria deberse a diferen-
cias en el momento en que los propietarios de los
gatos realizan la consulta con el médico veteri-
nario.
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Evaluacion del poder inhibitorio de extractos obtenidos
de plantas medicinales sobre enterobacterias patogenas
de importancia en Salud Pablica

Evaluation of the inhibitory power of extracts obtained from medicinal
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Resumen

Los extractos vegetales pueden ser obtenidos de diferentes partes de las plantas como hojas, tallos, flores y
raices. El interés por los extractos vegetales ha aumentado notablemente por sus propiedades bactericidas,
fungicidas y antioxidantes. Por tal motivo, el objetivo del presente trabajo consisti6 en evaluar el poder
inhibitorio de sustancias extraidas de cuatro plantas medicinales: Schinus molle (molle), Sesamum indicum
(sésamo) Cinnamomum zeylanicum (canela) y Minthostachys mollis (muha) frente a diez bacterias
enterobacterias patogenas. Los extractos se obtuvieron con o sin maceracion empleando solventes organicos y
por extraccion acuosa. La metodologia de extraccién que presentdé mayor poder inhibitorio fue la realizada con
solventes organicos, mientras que las extracciones acuosas fueron las que presentaron un poder menor. En los
ensayos de inhibicion, el extracto de canela fue el que presenté mayor poder inhibitorio frente a los
enterobacterias patégenas, mientras que la combinacién de canela con sésamo (1:1) mostr6 un efecto sinérgico,
potenciando la actividad antibacteriana. Ademas, la canela present6 actividad bactericida frente a Salmonella
ser. typhimurium y Salmonella ser. enteritidis.

Palabras clave
Plantas medicinales, extractos vegetales, inhibicion, enterobacterias patogenas

Abstract

Vegetable extracts can be obtained from different parts of plants such as leaves, stems, flowers and roots.
Interest in vegetable extracts has increased significantly due to their bactericidal, fungicidal and antioxidant
properties. For this reason, the objective of this work was to evaluate the inhibitory power of the vegetable
substances extracted from four medicinal plants: Schinus molle (molle), Sesamum indicum (sesame)
Cinnamomum zeylanicum (cinnamon) and Minthostachys mollis (mufia) against ten pathogenic
enterobacteria. The extracts were obtained with or without maceration with organic solvents and by aqueous
extraction. The extraction methodology that presented the highest inhibitory power was that carried out with
organic solvents, while the aqueous extractions were those that presented lower inhibitory power. In the
inhibition assays, cinnamon extract showed the greatest inhibitory power against pathogenic enterobacteria,
while the cinnamon extract combined with sesame (1:1) showed a synergistic effect enhancing antibacterial
activity. In addition, cinnamon presented bactericidal effect against Salmonella ser. typhimurium and
Salmonella ser. enteritidis.
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Introducciéon

Los productos alimenticios estan frecuen-
temente propensos a la contaminacién causada
por agentes patogenos. Con el fin de garantizar la
seguridad alimentaria, existe la necesidad de
generar medidas de control eficaces con conser-
vantes antimicrobianos, que garanticen la inacti-
vacion bacteriana y que a su vez no generen efectos
secundarios por su consumo. Por tal motivo, se
estan estudiando extractos vegetales con la finali-
dad de demostrar su capacidad antimicrobiana
(Garcia et al., 2010). Los extractos son mezclas de
varias sustancias quimicas biosintetizadas por las
plantas y estidn compuestos principalmente por
terpenos y sus derivados, asi como también, hidro-
carburos, alcoholes, 4cidos, ésteres, y aldehidos.
Tienen un amplio campo de aplicacion tanto para
medicina humana como veterinaria (Abadie et al.,
2014; Bozin et al., 2006; Deveci et al., 2010).

Las caracteristicas de las plantas medici-
nales tales como Sesamum indicum (sésamo),
Cinnamomum zeylanicum (canela), Minthosta-
chys mollis (muna), Schinus molle (molle), son las
siguientes: el extracto de sésamo estd compuesto
principalmente por sesamina y sesamolina, por lo
que los usos son alimentario, medicinal, antioxi-
dante y bactericida (Castro Montoya et al., 2015).
El extracto de canela estd compuesto principal-
mente por sustancias antioxidantes fendlicas y
polifendlicas (Sanchez Miranda, 2013) y ademés
contiene cinamaldehido como principio activo. Se
utiliza en la industria alimentaria y medicinal
como antibacteriano y antiftngico (Wong et al.,
2014). El extracto de muna esta compuesto princi-
palmente por sustancias terpénicas y fenilpro-
péanicas. Se utiliza en la industria alimentaria como
digestivo, antihelmintico, afrodisiaco y antibacte-
riano y en la industria farmacéutica como antiftn-
gico y antibacteriano (Alegre et al., 2017). El molle
estd compuesto mayoritariamente por terpenos
(Arias et al., 2017). Sus multiples usos abarcan
aspectos quimicos, industriales, médicos y
alimenticios.

El objetivo del presente trabajo consistio
en evaluar y comparar el poder inhibitorio de los
extractos de plantas medicinales: Schinus molle
(molle), Sesamum indicum (sésamo) Cinnamo-
mum zeylanicum (canela) y Minthostachys mollis
(mufia) sobre diez enterobacterias patdgenas de
importancia en la Salud Puablica, algunos con
probada capacidad zoonotica.

Materiales y métodos
1. Obtencion de extractos vegetales

La materia prima utilizada para obtener
los extractos vegetales se adquiri6é en el Mercado
Andino de Liniers (Buenos Aires, Argentina), en
febrero de 2018. Las ramas y hojas de las plantas
se lavaron 4 veces con agua potable, se

sumergieron durante 5 min en hipoclorito de sodio
al 10 %, se filtraron, se enjuagaron con agua desti-
lada estéril y se secaron en estufa. Posteriormente
se ftrituraron (multiprocesadora Peabody, PE-
MC9103, China). Para la obtencion de los extractos
acuosos, se colocaron 4 g de muestra en 36 mL de
agua destilada, se sometieron a agitacién durante
30 min, y se centrifugaron a 6000 rpm, a 4 °C,
durante 10 min (Darré et al., 2017). Posterior-
mente, se retirod el sobrenadante y se reservé. El
pellet resultante de esta primera extraccion se
resuspendié con 18 ml de agua destilada y se
procesé repitiendo el procedimiento anterior-
mente descripto. El sobrenadante obtenido de esta
segunda extraccion se combindé con el de la
primera extraccion y se conservé a 0 °C durante
24 h. La conservaciéon de este extracto se realizod
liofilizando el sobrenadante obtenido en la
primera y segunda extraccion.

Para la obtencion de los extractos con
solventes organicos se procedié segin la metodo-
logia de Darré et al., (2017), agregando 36 ml de
metanol absoluto o etanol 96° a 4 g de muestra.
Para analizar el efecto del tiempo de extracciéon, un
lote de extractos se utiliz6 para realizar las
determinaciones inmediatamente, mientras que el
otro lote se dejo macerar 77 dias a 0 °C para luego
realizar las determinaciones. Posteriormente, los
lotes se centrifugaron a 6000 rpm, a 4 °C, durante
10 min. El sobrenadante fue retirado y se
concentr6 por medio de un rotavapor (Biichi R-
124, Labortechnik A.G., Flawil, Suiza).

2. Ensayos de inhibicién de las enterobac-
terias patégenas

2.1. Método de difusion en agar por disco

Para los ensayos de inhibicion se
utilizaron 10 cepas bacterianas de la coleccion del
Laboratorio de Seguridad Alimentaria pertene-
ciente a la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de la Plata (Tabla 1). Los
ensayos de inhibicién se realizaron segin la
metodologia descripta por Shiva Ramayoni
(2007). Brevemente, las cepas se cultivaron en
caldo nutritivo durante 18-24 h a 37 °C y su
densidad oOptica fue estandarizada utilizando el
equipo DEN-1B (Biosan, Biosystem, Argentina)
alcanzando un valor equivalente a 108 UFC/ml.
Cada uno de los microorganismos se sembr6 con
hisopos estériles en placas de agar nutritivo
(Britania, Argentina) en forma de patina. Los
extractos se utilizaron en forma individual y
combinados: molle, canela, mufa, sésamo, molle +
sésamo, canela + sésamo. Los extractos acuosos
liofilizados se resuspendieron en agua destilada
hasta una concentracion del 10 % de cada uno de
los rendimientos obtenidos, mientras que los
obtenidos con solventes orginicos se utilizaron
puros después de la utilizacion del rotavapor. Para
el ensayo de difusion se embebieron discos de
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Tabla 1. Enterobacterias patogenas utilizadas para los ensayos de inhibicién bacteriana

Microorganismo Identificacion Serotipo/Serovar Caracterizacion Origen
genotipica

Escherichia coli enteroagregativa L12 aggR caso clinico

(EAEC)

Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) L14 ipaH caso clinico

Escherichia coli enterotoxigénica L22 Itist caso clinico

(ETEC)

Staphylococcus aureus 1290 sea alimentos

Shigella flexneri L1392

Escherichia coli L564 O157:H7 stx/fliCurirfbois? carne picada

Escherichia coli productora de toxina L1046 026:H11 sta/six carne picada

Shiga (STEC)

Escherichia coli enteropatogena (EPEC) L1122 O177:H11 eae carne bovina

Salmonella L1492 enteritidis carne picada

Salmonella L1570 typhimurium carne de
frigorifico

papel de filtro (Whatman® 91, wet strengthened
qualitative, Maidstone, England) de 4 mm de
didmetro a saturacién, colocando no mas de cuatro
discos por placa (Figura 1). Los ensayos se realiza-
ron por duplicado. La medicién del poder inhibi-
torio antibacteriano se determind cualitativamente
mediante la formaciéon de halos de inhibicidon, los
que se clasificaron en dos categorias: inhibitorio
(+) y no inhibitorio (-).

2.2. Determinacion de actividad bacterios-
tatica/bactericida de los extractos vege-
tales

Los extractos vegetales y las cepas que en
el ensayo de inhibicion por difusion en agar
presentaron halos de inhibicién bacteriana, se
utilizaron para el ensayo de la actividad bactericida/
bacteriostatica segin Henao Riveros (2003).
Brevemente, en un tubo de ensayo estéril se
colocaron 5 ml del extracto puro a ensayar
(metanolico, etandlico) y se agregaron 0,5 ml de
un cultivo puro de cada enterobacteria. El
momento que se mezcla el extracto puro con el
microorganismo se considera como tiempo o (t,).
En to, a 2,5, 5 y 10 min, se transfirieron dos
ansadas a tubos con 5 ml de caldo nutritivo
(Britania, Argentina) y luego se incubaron durante
24 h a 37 °C. En los tubos en los que se observo un
crecimiento microbiano (+) en los diferentes
tiempos, pero no en el inicial to, los extractos
fueron considerados bacteriostaticos. En los tubos
en los que no se observo desarrollo microbiano (-),
los extractos fueron considerados bactericidas.

Resultados y discusion

Los extractos de condimentos y especias se
han estudiado desde el punto de vista funcional, si
tienen actividad antimicrobiana, si actiian como
agentes antioxidantes o si aportan nutrientes. Las

propiedades funcionales de los extractos varian
con la proporciéon de los compuestos presentes.
Para especias diferentes se obtienen respuestas
diferentes en su actividad antimicrobiana de
acuerdo a las condiciones en las que se procesan
(Peredo-Luna et al., 2009). Las muestras extraidas
en este trabajo con solventes organicos, maceradas
y concentradas con el uso del rotavapor, mostra-
ron poder inhibitorio, no asi los extractos etano-
licos y metanolicos sin maceracion, ni los acuosos,
con excepcion del extracto acuoso de canela sobre
la cepa de Staphylococcus aureus (Tabla 2). Este
resultado puede explicarse teniendo en cuenta
que, para extraer los principios activos con
actividad antibacteriana, el solvente debe penetrar
y disolverlos. En cambio, los extractos acuosos no
se maceran, ya que pueden propiciar la fermenta-
cion o la formacion de mohos (Gonzalez Villa,
2004). Herrera Arias y Garcia-Rico (2006)
también demostraron que los extractos acuosos de
canela tuvieron un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de la cepa de S. aureus. Sin embargo,
a diferencia de los resultados obtenidos por los
autores antes mencionados, las cepas de E. coli y
Salmonella spp. utilizadas en el presente trabajo
no fueron sensibles al extracto de canela, lo que
estaria indicando que el poder inhibitorio es
especifico de variedad de especie, siendo las
utilizadas en este trabajo cepas autoctonas.

Los extractos etanolicos presentaron
poder inhibitorio solo frente a la cepa de S. aureus.
Estos resultados coinciden con los hallados por
Burt (2004), siendo los organismos gram[+]
ligeramente més sensibles que los gram|[-].

Los resultados mas efectivos se obtuvieron
a partir de los extractos vegetales obtenidos con
metanol. El molle inhibi6 el desarrollo de S.
aureus. La canela inhibi6 a S. aureus, Escherichia
coli 0157:H7, E. coli productor de toxina Shiga
(STEC), E. coli enteropatégeno (EPEC), Salmone-
lla ser. enteritidis y S. ser. typhimurium. La mufia
inhibi6 a S. aureus. El sésamo no inhibi6é a
ninguna de los enterobacterias ensayadas.
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Tabla 2. Ensayo de inhibicion de los extractos vegetales sobre las enterobacterias patogenas

Microorganismo molle

canela

sésamo + s€ésamo +
molle canela

muiia sésamo

A EMAE

M AEMAE

E. coli (EAEC)
E. coli (EIEC)
E. coli (ETEC)
S. aureus -+ + + +
S. flexneri - - - - -
E. coli (0O157)
E. coli (STEC)
E. coli (EPEC)
S. ser. enteritidis

S. ser. typhimurium

+

+ 4+ + + +

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
+ + + + + + + + + +|Z

A: extraccién acuosa; E: extraccion etanodlica con maceracion; M: extraccién metanélica con maceracion

En la literatura se registran numerosas
combinaciones de extractos vegetales para poten-
ciar su actividad, como la canela mas el clavo de
olor (Pastrana Puche et al., 2017). En el presente
trabajo, la combinacién del sésamo con el molle
produjo inhibicion de S. aureus, mientras que la
combinaciéon del sésamo con la canela inhibi6 el
desarrollo de todas las cepas ensayadas. Asimismo,
estudios anteriores como los de Amara et al.,
(2008) y Huaman et al., (2003) demostraron la
actividad antibacteriana del extracto metanolico de
la canela (que en este trabajo fueron preparados a
partir de la corteza).

La evaluacion del efecto bacteriostatico/
bactericida puede observarse en la Tabla 3. La
mayoria de los extractos ensayados presentaron
efecto bacteriostatico a t,, mientras que el efecto
bactericida solo se observo en la canela frente a S.
ser. typhimurium a 5 min y frente a E. coli
0157:H7 a 10 min. Los extractos de molle, molle +
sésamo y mufa frente a S. aureus no presentaron
ningtn tipo de efecto. Esto puede relacionarse con
lo descripto por diversos investigadores que han
demostrado que se requieren altas concentraciones
de principios activos de extractos vegetales para
lograr inhibir el crecimiento de microorganismos
patogenos (Rodriguez Pava et al., 2017).

En la literatura se registran numerosas
combinaciones de extractos vegetales para
potenciar su actividad, como la canela més el clavo
de olor (Pastrana Puche et al.,, 2017). En el
presente trabajo, la combinacion del sésamo con el
molle produjo inhibicién de S. aureus, mientras
que la combinaciéon del sésamo con la canela
inhibi6 el desarrollo de todas las cepas ensayadas.
Asimismo, estudios anteriores como los de Amara
et al, (2008) y Huaméan et al, (2003)

demostraron la actividad antibacteriana del
extracto metanolico de la corteza de canela.

i | —»| Halos de inhibicion

Figura 1. Poder inhibitorio de extractos vegetales sobre el
Staphylococcus aureus. Método de difusion en agar nutritivo
por disco frente a molle (1), canela (2), mufa (3), sésamo (4).
La flecha indica los halos de inhibicion.

La evaluacion del efecto bacteriostatico/
bactericida puede observarse en la Tabla 3. La
mayoria de los extractos ensayados presentaron
efecto bacteriostatico a to, mientras que el efecto
bactericida solo se observo en la canela frente a S.
ser. typhimurium a 5 min y frente a E. coli
0157:H7 a 10 min. Los extractos de molle, molle +
sésamo y mufia frente a S. aureus no presentaron
ningun tipo de efecto. Esto puede relacionarse con
lo descripto por diversos investigadores que han
demostrado que se requieren altas concentra-
ciones de principios activos de extractos vegetales
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Tabla 3. Evaluacion del efecto bacteriostatico/bactericida de los extractos vegetales (EV)

Microorganismos + EV

Tiempo (min)

0 2.5 5 10
S. aureus + molle + + + +
S. aureus + canela - + + +
S. aureus + muiia + + +
S. aureus + (molle + sésamo) + N2 i +
S. aureus + (canela + sésamo) - + + +
S. flexneri + (canela + sésamo) - + + +
E. coli (EAEC) + (canela + sésamo) . + + +
E. coli (ETEC) + (canela + sésamo) - + + +
S. typhimurium + (canela + sésamo) - + + +
S. typhimurium + canela - + - -
S. enteritidis + (canela + sésamo) - + + +
S. enteritidis + canela - + . +
E. coli (EPEC) + (canela + sésamo) - + + +
E. coli (EPEC) + canela - + ot +
E. coli (STEC) + (canela + sésamo) - + + +
E. coli (STEC) + canela - + + +
E. coli (EIEC) + (canela + sésamo) - + + +
E. coli (0157) + (canela + sésamo) - + + +
E. coli (O157) + canela - + + -

para lograr inhibir el crecimiento de microorga-
nismos patogenos (Rodriguez Pava et al., 2017).

Conclusiones

En este trabajo se pudo observar que los
extractos con mayor poder inhibitorio sobre
enterobacterias patégenas fueron los obtenidos
con solventes organicos con maceracion, mientras
que la extraccion acuosa no mostr6 poder
inhibitorio. Los extractos de sésamo y canela no
mostraron efecto alguno frente a determinadas
cepas, en cambio estos extractos combinados,
frente a las mismas cepas, mostraron actividad
inhibitoria, observandose un efecto sinérgico. La
aparicion de cepas resistentes a los antibidticos
comerciales genera la necesidad de buscar otras
alternativas para controlarlas. Tal es el caso del
uso de plantas que contienen principios activos
capaces de inhibir el crecimiento bacteriano. Por
este motivo, los resultados obtenidos en el
presente trabajo podrian ser tenidos en cuenta
para futuros usos medicinales contra cepas
bacterianas con particular interés en la Salud
Pablica.
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Resumen

La inseminacion artificial en la especie porcina es una herramienta de gran utilidad que permite grandes
avances en la industria porcicola, tanto en nuestro pais como en el mundo. La inseminacioén artificial es
una herramienta biotecnolégica de la reproduccidon que se aplica en la produccién animal con el fin de
aumentar la eficiencia productiva, lograr un mayor progreso genético e incrementar el desempefo
reproductivo. Existen diferentes métodos de inseminacion artificial en porcinos que permiten variar el
volumen y la cantidad de espermatozoides de la dosis inseminante al modificar el lugar de deposiciéon de
esta. El objetivo de esta revision fue recopilar y actualizar informacion relevante sobre la inseminaciéon
artificial en la especie porcina, relacionando la dosis seminal y el método de conservacion con la técnica
empleada.
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Porcino, semen, inseminacion artificial, dosis inseminante

Abstract

Artificial insemination is a very useful tool that allows huge advances in the swine industry all around the
world. The use of artificial insemination for breeding pigs has facilitated global improvements in genetic
and reproductive performances. There are variations of the technique with differences in the volume and
number of sperm per dose according to the place of deposition of the semen. This review is a compilation
and update of relevant information on artificial insemination in swine, relating the seminal dose and the
preservation method with the technique used.
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Introducciéon

La biotecnologia ofrece técnicas que apli-
cadas a la reproduccion animal aumentan la efi-
ciencia productiva en diferentes especies domés-
ticas. Su objetivo es lograr un mayor progreso
genético para incrementar la produccion de leche,
lana, pelo y carne, segin la especie en cuestion
(Palma, 2001). Un ejemplo de ellas es la insemina-
cion artificial (IA), método de reproduccion asis-
tida que consiste en colocar espermatozoides
viables en el tracto reproductivo de una hembra en
celo, con el objetivo de lograr una prenez exitosa.
De manera mas extensa podemos definir a la IA
como la técnica mediante la cual es posible extraer
semen a un reproductor, diluirlo y conservarlo,
con el propodsito de llevarlo al lugar ideal del
aparato genital de la hembra, a fin de fecundarla,
realizando esta técnica en el momento oportuno y
con el instrumental adecuado (Rillo, 1982). La
mejor forma de aprovechar el potencial genético
de un verraco es la IA, por el efecto multiplicador
que la misma ejerce sobre el semen. Ademas,
facilita la implementacion de programas de cruza-
miento, mejores controles sanitarios, de bioseguri-
dad y productivos (Rillo, 1982). Actualmente, se
utiliza como herramienta para aplicar otras nuevas
técnicas de la reproducciéon, como son el sexado de
espermatozoides, la criopreservacion de semen y
otros métodos mucho méas complejos, como la
transgénesis (Palma, 2001).

Uno de los objetivos primordiales de la TA
es incrementar el recurso macho; para ello, luego
de la extraccion de semen, este se diluye para
obtener dosis seminales que contengan una canti-
dad de espermatozoides apropiada segin los
métodos de conservacion y de IA que se utilizaran.
Es asi como el semen de machos de alto mérito
genético puede ser utilizado para inseminar de 10 a
20 cerdas partiendo de un tnico eyaculado (Rillo,
1982). Como se podra deducir de lo expresado
anteriormente, la cantidad de espermatozoides por
dosis modificara de forma directa el rendimiento
del eyaculado.

Es de suma importancia determinar el
momento ideal para realizar la IA. Esto es debido a
que, en la especie porcina, no solo es importante
conseguir la prefiez, sino, ademas, obtener la
mayor cantidad de embriones posible en cada
gestacion, para lograr un tamano de camada ade-
cuado a las exigencias productivas de cada estable-
cimiento comercial.

La IA en la especie porcina ha sido un
instrumento de gran utilidad para la mejora global
de las piaras en cuanto a fertilidad, genética,
sanidad y manejo. Los primeros avances logrados
en conservacion de semen permitieron extender la
vida util de las dosis seminales hasta por 3 dias, lo
que posibilité su envio a distancias relativamente
proximas al lugar donde se encontraban los ma-
chos. Con los progresos en el desarrollo de dilu-
yentes de larga duraci6n, la capacidad de conser-
var semen durante un periodo méas prolongado

abri6 las puertas a una rapida aceptacion de la TA
en todo el mundo (Knox, 2016).

En la actualidad, las granjas comerciales
utilizan la IA para realizar los servicios. Los mis-
mos se efectian en el momento que se detecta el
celo, recibiendo cada hembra al menos dos dosis
de semen por ciclo. Esta practica permite reducir
el porcentaje de machos en el establecimiento al 1-
2 % (Franco, 2012).

Los dltimos avances realizados para
incrementar la mejora genética a través del uso de
la TA se centraron en reducir la cantidad de
espermatozoides por dosis y la cantidad de IA por
celo, con el objetivo de lograr una prenez exitosa
luego de realizar una tnica IA posterior a la
induccion de la ovulacion (inseminacién artificial a
tiempo fijo). Ambos enfoques permiten una mayor
presion de seleccion para caracteres econdémica-
mente importantes desde el punto de vista produc-
tivo, y ayudan a extender las ventajas genéticas a
través de la IA a méas granjas de produccion (Knox,
2016).

El objetivo de esta revision fue recopilar y
actualizar informacién relevante sobre la IA en la
especie porcina, relacionando la dosis seminal y
método de conservacion, con la técnica empleada.

1.1. La inseminacién artificial porcina en el
mundo

Los inicios de la técnica de IA en porcinos
ocurrieron en los paises desarrollados, y su difu-
sién global hizo que llegara a nuestro pais para ser
adoptada por los productores locales. Las primeras
contribuciones para el desarrollo de esta técnica
revolucionaria en la especie se realizaron entre
1926 y 1940 en Rusia, Estados Unidos, Japon y
Europa. Hacia la década del ‘60 la monta natural
comenz6 a ser reemplazada por la IA. Su aplica-
cion fue reportada por primera vez en el Reino
Unido, algunos paises de Europa (Brassley, 2007)
y otros lugares del mundo (Niwa, 1961, citado por
Knox, 2016).

Ya para mediados de la década del ‘8o,
algunos paises de Europa practicaban IA en mas
del 50% del plantel de reproductoras, mientras
que, en otros paises, la misma se fue incorporando
de manera gradual (Crabo, 1991). Asimismo, en
esta década, se constituyeron los primeros centros
de IA, en los que una cantidad significativa de
verracos fueron confinados con el objetivo de
producir semen (Reed, 1982).

En muchos paises de Europa, durante los
afnos '90, los registros indicaban que la mayoria de
los cerdos destinados a consumo eran producto del
uso de la IA. En el ano 2000, el incremento de la
utilizacién de la IA en el mundo llevd a que
practicamente todos los cerdos fueran producidos
mediante esta técnica (Weitze, 2000). Su incorpo-
racion en muchos paises en desarrollo también
ocurri6 a pesar de las limitaciones de
infraestructura.
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La eficiencia y las ganancias de las produc-
ciones comerciales estan ligadas al uso de la IA.
Los registros reproductivos de cientos de miles de
cerdas mostraron, ya en 1990, que las tasas de
partos logradas con el uso de IA variaban entre el
80 y el 90 % y que el tamano de las camadas
obtenidas era de 11 a 13 lechones (Colenbrander et
al., 1993; PigCHAMP Benchmarking, 2012). Més
recientemente, en el aflo 2014, datos provenientes
de un relevamiento de 1,3 millones de cerdas,
mostraron una tasa de parto del 86 %, con un
promedio de 14 lechones nacidos totales (Yeste et
al., 2014). A pesar de esto, el nivel de fertilidad
alcanzado es muy variable entre paises y granjas y
puede atribuirse a diferencias en los métodos de
trabajo a la hora de producir las dosis seminales y
efectuar la IA propiamente dicha.

1.2. La inseminacioén artificial porcina en la
Repiblica Argentina

En Argentina, el uso de la IA en la especie
porcina se inici6 en 1953, cuando se creia que su
aplicacion era de utilidad solo con fines cientificos
(Cano & Garcia Mata, 1953). No fue sino hasta la
década del ‘70 que algunos profesionales del
ambito privado hicieron esfuerzos aislados para
implementar esta técnica en establecimientos co-
merciales. Si bien para esta época la inseminacion
en bovinos era ampliamente conocida y su empleo
se hacia cada vez mas creciente, no ocurria lo
mismo en el sector porcino (Arisnabarreta &
Allende, 2017). La falta de difusién entre los
productores porcicolas pudo deberse al escaso
interés de estos por intentar una mejora genética
de sus planteles. Otros inconvenientes con los que
debian lidiar, era la imposibilidad de conservar el
material seminal durante tiempos prolongados y la
incertidumbre de cual seria el momento 6ptimo
para realizar la inseminacion, debido a la
relativamente  larga  duracion  del  celo
(Arisnabarreta & Allende, 2017).

Marotta (1973; 1978), docente y difusor de
la TA porcina desde una perspectiva académica,
publico en la Revista de la Sociedad de Medicina
Veterinaria, dos articulos detallando, por un lado,
las caracteristicas del semen y la eyaculacion
(extraccion, conservaciéon y diluciéon del material
seminal) y, por el otro, el tiempo de conservaciéon y
la técnica de inseminacion. Sin embargo, en lo que
respecta a su aplicacion, solo mencion6 a los
grandes productores mundiales de carne de cerdo
(Japon, Europa y Estados Unidos) como paises
que la utilizaban.

Hacia la década del ‘80 se establecieron los
primeros dos centros de IA porcina. En estas
instalaciones se pretendia recolectar, procesar,
acondicionar y enviar a distancia el material semi-
nal de verracos entrenados para dicho fin. Uno de
ellos fue el Centro de IA porcina de Inriville
(Cérdoba), con instalaciones modelo, disefiadas

bajo la supervision técnica del INRA (Instituto
Nacional de Investigacion Agrondémica de Francia)
aunque, por diferentes razones, este centro nunca
llegd a funcionar como tal. El segundo, fue el
Centro de IA porcino CAR-CIAVT que funcion6 en
el Centro Agrotécnico Regional de Venado Tuerto
(Santa Fe), bajo la direcciéon técnica del CIAVT
(Centro de Inseminaciéon Artificial de Venado
Tuerto). Uno de sus objetivos fue capacitar a los
potenciales usuarios, productores y profesionales,
en el manejo de la técnica de la IA porcina. El
CAR-CIAVT trabaj6 durante cinco afios, con diez
verracos de diferentes razas, la mitad de los cuales
se importaron de Canada y Estados Unidos. Si bien
desde el punto de vista técnico este proyecto fue
un éxito, no logr6 alcanzar las expectativas
comerciales esperadas, debido a que solo pudieron
comercializar 2400 dosis/afio. En consecuencia, se
decidi6 devolver los verracos a sus propietarios y
capacitar al personal para que realizara la
obtenciéon y dilucion del semen en sus propios
establecimientos comerciales (Arisnabarreta &
Allende, 2017), modalidad que actualmente se
sigue poniendo en prictica.

Segin Arisnabarreta y Allende (2017),
durante los altimos anos de la década del ‘90 en
Argentina, la aplicacion de la IA porcina se
difundié ampliamente, impulsada por el desarrollo
de programas de mejoramiento genético. Coinci-
dentemente, Riesenbeck (2011), menciona un
significativo crecimiento de la produccion porcina,
de alrededor del 112% en la primera década del
siglo XXI. Dicho crecimiento se vio acompanado
de un mayor desarrollo tecnolégico en las
explotaciones, como fue la implementacion de la
IA en el 85 % de las hembras en sistemas en
confinamiento, con la utilizacién anual de mas de
un millbn de dosis seminales (Williams, 2015,
citado por Arisnabarreta & Allende, 2017).

Actualmente, en nuestro pais, la obtenciéon
de los eyaculados y el procesamiento del material
seminal se realizan mayoritariamente en los
mismos establecimientos en que se encuentran las
hembras (granjas comerciales) o en lugares muy
proximos a estos. Una alternativa a esta estrategia
son los centros de IA porcina, cuyo radio de accién
regional asegura la conservacion de la viabilidad y
fertilidad del material seminal procesado.

2. Parametros indicativos de calidad
seminal

Cuando se conserva material seminal para
realizar TA es importante tener en cuenta la
calidad del semen utilizado, sobre la base de para-
metros minimos de aceptaciéon que determinan si
el eyaculado obtenido puede ser utilizado con
éxito.

La evaluacion del semen comprende el
examen macroscopico, que incluye la medicion del
volumen, el pH mediante tiras reactivas y la
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Tabla 1. Valores de referencia y limites de aceptabilidad de diferentes parametros de semen fresco porcino

Parametros Valores de referencia Limite de aceptabilidad
Motilidad =75 % 60%
Concentracion (fraccion rica) 700-800 x 105/ml

Malformaciones 10-15%

Espermatozoides normales 70%
Acrosomas dariados 10%

Acrosomas normales 75%

pH 6,8-7.3

Extraido de Williams (2015)

apreciacion del olor, el color y el aspecto. Por otro
lado, en el examen microscopico se evalia la
motilidad individual, el recuento celular (concen-
tracion), las formas anormales, la vitalidad y el
grado de aglutinacién de la muestra. Otras evalua-
ciones complementarias que ayudan a categorizar
la calidad seminal son el test de resistencia osmo-
tica (ORT, por sus siglas en inglés), la evaluacion
de la integridad acrosomal y la identificacién de
gérmenes y antibiograma (Williams, 2015) (Tabla
1).

La evaluacion del material seminal es de
suma importancia debido a que es un indicador
directo de la fertilidad de los verracos (Gadea et
al., 1998) y debe tenerse en cuenta a la hora de
seleccionar reproductores o decidir la continuidad
de los mismos en el plantel (Tabla 2).

Finalmente, considerando que las cerdas
son inseminadas con dosis seminales que contie-
nen una determinada cantidad de espermato-
zoides y que son conservadas a la temperatura
adecuada, la calidad de las mismas debe evaluarse
para reducir el margen de error previo a la IA. Para
ello se tendran en cuenta los parametros y valores
considerados en el examen microscopico del
semen fresco.

3. Lugar de deposicion de la dosis

Segin el lugar del tGtero en donde se
deposita el material seminal, existen diferentes
técnicas de IA en las que varian: el volumen, la
cantidad de espermatozoides que se utilizan por
dosis (concentracién), y la longitud del dispositivo
empleado para inseminar (catéter de insemina-
cion). En la actualidad existen tres técnicas
utilizadas en la especie porcina; de ellas, dos son
muy sencillas de realizar y se utilizan rutinaria-
mente en granjas comerciales. La primera de las
técnicas desarrolladas fue la IA convencional
(IAC), en la cual, la dosis seminal se deposita en el
cuello del titero, ya sea en los anillos méas caudales
o en el tercio medio del cérvix, dependiendo del
catéter que se utilice. La segunda fue la IA post-

cervical (IAPC), que como su nombre lo indica,
consiste en atravesar el cérvix y colocar la dosis en
el cuerpo del utero. La tercera se denomina IA
profunda (IAP) y, en este caso, la dosis seminal se
deposita en uno de los cuernos uterinos, favore-
ciendo la aproximacién de los espermatozoides a la
unién tutero-tubarica, lugar mas cercano al sitio
donde se produce la fecundacién de los ovocitos.
Esta técnica se reserva para utilizar semen descon-
gelado, debido a que el mismo posee una sobrevida
post-descongelacion inferior al refrigerado a
15 °C.

Actualmente, los verracos pueden
producir entre 20 y 40 dosis de 2,5-3 mil millones
de espermatozoides diluidos en un volumen de 75-
100 ml para IAC, o bien, 40-60 dosis de 1,5 a 2 mil
millones de espermatozoides en volimenes meno-
res para una IAPC. Esto demuestra que, con la sola
modificacion de la técnica de IA, se puede duplicar
el aprovechamiento de los verracos, practica
ampliamente justificada en el caso de animales de
alto indice genético (Knox, 2016). Estudios reali-
zados para probar la eficiencia de la IA con baja
cantidad de espermatozoides han dado resultados
aceptables, tanto utilizando la técnica de IAC con
dosis de 2 y 3 mil millones de espermatozoides en
volimenes convencionales (100 ml) (Feitsma,
2009; Olesen & Hansen, 2009; Watson & Behan,
2002) como realizando una IAPC con mil millones
de espermatozoides en volimenes reducidos (40-
50 ml) (Vazquez et al., 2008) (Tabla 3).

3.1. Inseminacion artificial convencional

Es la técnica maés utilizada, simple y facil
de realizar, en la cual el semen diluido, con un
volumen final de 70 a 100 ml, se coloca en el cérvix
utilizando un catéter de IA de 54 cm de longitud
(Arisnabarreta & Allende, 2017).

La cantidad de espermatozoides probados
para una unica IAC ha oscilado entre 1 y 40 mil
millones de espermatozoides (Kemp & Soede,
1997). Mientras que los primeros trabajos indica-
ron una fertilidad 6ptima con 5 a 10 mil millones
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Tabla 2. Valores seminales (media+DE) de motilidad, morfoanomalias, gotas citoplasmaticas y colas en latigo y su relacién con el
porcentaje de paricion de hembras inseminadas con semen de padrillos de baja, media y alta fertilidad

Tipo de Paricion  Motilidad Morfoanomalias Gotas Colas en
fertilidad (%) (%) (%) citoplasmaticas latigo
(%) (%)
Baja 8+3,26 63.7+3,1 43+6.8 26.8+5.6 15,221
Media 52.63£2.27 74517 22,74 1423 4 7,2+1.5
Alta 89.03=1.82 76,6=1 11,110 6.1=1.2 4+12

Extraido de Williams (2015)

de espermatozoides, con los avances en los dilu-
yentes, la calidad seminal y los materiales para la
inseminacioén, la cantidad de espermatozoides se
ha reducido gradualmente. Es asi que en Europa se
utilizan dosis de 1,5 a 2 mil millones y en otros
paises de 2,5 a 4 mil millones de espermatozoides
(Kemp & Soede, 1997), obteniendo escasos benefi-
cios para la fertilidad al incrementar la cantidad de
los mismos. Se ha mostrado poco efecto sobre la
fertilidad cuando se inseminé con 1, 3 0 6 mil
millones de espermatozoides, siempre que la
inseminacion se realice entre 12 y 24 horas antes
de la ovulacién (Steverink et al., 1997). Actual-
mente, en muchas partes del mundo se realiza la
IAC utilizando dosis de entre 2,5 y 3 mil millones
de espermatozoides (Broekhuijse et al., 2011; Knox
et al., 2008). Sin embargo, se han realizado
ensayos a campo que sugieren que a medida que la
cantidad de espermatozoides en la dosis aument6
de 2,5 a 4,5 mil millones también lo hizo el tamano
de la camada (Reicks & Levis, 2008). Asimismo,
otro estudio similar demostr6 que 3 mil millones
de espermatozoides utilizados en wuna IAC
aumentaron el tamafno de la camada y la tasa de
parto en comparacién con el uso de 2 mil millones
de espermatozoides (Alm et al., 2006). Los resul-
tados combinados de estos estudios sugieren que
una mayor cantidad de espermatozoides propor-
ciona algin tipo de resguardo contra los proble-
mas relacionados con la fertilidad del semen, la
estacion del aflo, el operario y el momento de la IA.
En la practica, esta técnica usualmente utiliza una
cantidad de espermatozoides por dosis de 3 mil
millones (Hormaechea, 2016).

3.2. Inseminacion artificial post-cervical

En la inseminacion post o transcervical, el
material seminal diluido en un volumen final de
30 a 50 ml, conteniendo 1,5 millones de células
espermaticas por dosis, se deposita por via no
quirtrgica en el cuerpo del ttero, por medio de
una canula que sobresale 15 a 20 cm del interior de
un catéter de IAC. La longitud del complejo
catéter-canula es de 73 cm.

Estudios de campo han resultado en tasas

de fertilidad similares al realizar dos IAPC, tanto
con dosis de 1,5 como con 3 mil millones de
espermatozoides en volimenes reducidos (40-60
ml). Por su parte, Hernandez-Caravaca et al.
(2012), utilizando dosis de mil millones de
espermatozoides, lograron en promedio una tasa
de partos del 84 % y un tamano de la camada de
13,9 lechones nacidos totales, valores mas que
aceptables para estos parametros productivos.
Adicionalmente, se ha comprobado que la IAPC en
si misma no mejora la fertilidad cuando se usa una
mayor cantidad de espermatozoides (3 mil millo-
nes) (Peltoniemi et al., 2009). Si bien, Rozeboom
et al. (2004) han reportado menor tasa de partos y
tamafio de camada con menos de mil millones de
espermatozoides, Mezalira et al. (2005) consiguie-
ron una buena fertilidad utilizando solo 500 millo-
nes si la inseminacién se realiza 24 horas antes de
la ovulacion.

Parece poco probable que los resultados
de fertilidad sean similares para ambas técnicas de
inseminaciéon, dadas las diferencias que poseen,
pero esto es posible gracias a que los elementos
criticos importantes para la fertilidad se adaptan a
cada tipo de inseminaci6n, como son la cantidad
de espermatozoides y el volumen de la dosis.

Con la finalidad de reducir la cantidad de
espermatozoides por dosis, el uso comercial de la
IAPC continGa aumentando en todo el mundo;
cada vez méas proveedores de reproductores o de
material genético en dosis seminales, producen
dosis con baja cantidad de espermatozoides en
volimenes reducidos y recipientes mas pequenos.

A diferencia de la monta natural, en la IA
no existe un tapon gelatinoso que obture el cérvix
para disminuir el reflujo del material seminal
luego del servicio (Lovell & Getty, 1968). Esto
predispone a que las contracciones miometriales
que ayudan al transporte del esperma a través del
cuerpo y cuernos uterinos, ocasionen el reflujo de
parte de la dosis luego de la IA. Esta respuesta
uterina se produce con el fin de eliminar el exceso
de esperma y secreciones, preparando al utero
para la futura prefez (Steverink et al., 1998). Esta
comprobado que, dentro de las 2 horas posteriores
alalIA, el 60 % de los espermatozoides de la dosis,
son eliminados por polimorfonucleares neutroéfilos
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Tabla 3. Comparacion de la fertilidad y fecundidad de cerdas después de haber sido inseminadas dos veces en el mismo estro con un
dispositivo estandar (Goldenpig®: control) y uno novedoso para su utilizacién en inseminacioén post-cervical (Deepgoldenpig™)

Dispositivo Dosis inseminante Prefiez Parto Nacidos totales Nacidos vivos
(mil millones) (%) (%)

1 66,2 65,8 10.3 9.0
Goldenpig® 2 91.1 91.8 12,6 10.9

3 91.3 91.1 12,5 10.9

1 88.7 86.9 12.1 10.9
Deepgoldenpig™ 2 92,6 925 12,3 10,8

3 01.8 90,5 12.3 11.0
Total (N) 3230 3201 2768 2768

Extraido y modificado de Watson & Behan (2002)

del endometrio y por el reflujo vaginal (Rodriguez-
Martinez et al., 2005; Willenburg et al., 2003). Se
ha demostrado que esto ocurre tanto al inseminar
con diluyente solo, como utilizando una dosis
seminal, aunque en este tltimo caso, la presencia
de espermatozoides pareci6é incrementar notable-
mente la respuesta celular (Rozeboom et al.,
1998). Ademas, se observd que con la exposicion al
padrillo durante la IAC dicho reflujo disminuia
(Willemburg et al., 2003).

Con la TAPC en muchos casos ocurren
fugas o reflujos de dosis similares a los de la IAC,
aunque esto es méis comun en la IAC por la
incorrecta colocacion del catéter y por la excesiva
velocidad a la cual se deposita el semen. Asimismo,
es normal que haya reflujo de dosis, cuando estas
son voluminosas hasta 1-2 horas luego de la
inseminacion (Hernandez-Caravaca et al., 2012).

Por otro lado, se dispone de pocos estudios
sobre el uso de la TAPC en cerdas nuliparas. En
condiciones de campo, y utilizando el dispositivo
tradicional para cerdas multiparas, da Rosa
Ulguim et al. (2018) observaron que la canula solo
llegaba 10 cm mas alla del cuello uterino en el
44 % de las cerdas nuliparas en el primer intento.
En otro informe, se logr6 un éxito total en
aproximadamente el 20 % de los casos con un
dispositivo para multiparas, aunque este bajo
indice de éxito aumenté al 60,3 % en el primer
intento con un dispositivo disenado especifica-
mente para la IAPC en primerizas (Hernandez-
Caravaca et al., 2017). Resulta necesario realizar
mas investigaciones para optimizar la IAPC en
hembras nuliparas, dado que existen diferencias
en la porcion craneal del cuello uterino entre
nuliparas y multiparas (Garcia-Vazquez et al.,
2019). El diseno de dispositivos especiales de IA de
acuerdo con la forma del cuello uterino puede ser
una solucién para mejorar el éxito de la IAPC en
las diferentes categorias de cerdas (Llamas-Lopez
et al., 2019).

3.3. Inseminacion artificial profunda

Finalmente, con el fin de reducir atn méas
la cantidad de espermatozoides en la dosis semi-
nal, se desarroll6 la IAP (Vazquez et al., 2005).
Fue disefiada para el uso de semen criopreservado
o sexado, con valores de viabilidad y fertilidad
inferiores a los de semen fresco o refrigerado a
15 °C, con el objetivo de incrementar al méximo la
posibilidad de una prefiez. En la IAP los esperma-
tozoides se depositan en uno de los cuernos, lo
mas cerca posible de la unién ttero-tubarica, con
un catéter y una cénula de aproximadamente
148 cm. Con esta técnica se minimiza el reflujo y
los efectos de las células de la inflamacion, particu-
larmente polimorfonucleares neutroéfilos, lo que
permite reducir la cantidad de espermatozoides y
el volumen de las dosis. Mediante esta técnica, se
han logrado preneces usando dosis de 50 a 200
millones de espermatozoides de semen fresco, de
70 a 140 millones de espermatozoides de semen
sexado mediante citometria de flujo y de mil
millones de espermatozoides congelados-descon-
gelados (Roca et al., 2003).

Sin embargo, el alto costo del catéter para
este procedimiento y las dificultades en la ejecu-
cion de la técnica, alin representan impedimentos
para su implementaciéon en granjas comerciales.
Ademas, los resultados de la eficiencia reproduc-
tiva son inferiores cuando se los compara con los
obtenidos con la IAPC (Tabla 4).

4. Momento de la inseminaciéon

Si bien son varios los factores que influyen
en la tasa de fecundaci6on, como por ejemplo el
entrenamiento de los operarios que realizan la
deteccion de celo y la IA, la alimentacién del
plantel reproductor y factores medio ambientales,
la calidad seminal junto con el momento de la
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Tabla 4. Tasas de fecundacién y parto, y tamafio de camada de cerdas tratadas hormonalmente al destete e inseminadas una vez con
procedimiento intrauterino profundo, usando un bajo nimero de espermatozoides frescos (150 x 10°) y descongelados (1000 x 10°) o
inseminadas convencionalmente utilizando semen descongelado (6000 x 10°)

Inseminacion intrauterina profunda

Inseminacion convencional

Semen descongelado

Semen fresco Semen descongelado

N° cerdas inseminadas 49
N° cerdas que no retornaron al estro (%)
N° cerdas prefiadas al dia 28 (%)

N° cerdas que abortaron (%) 1/39 (2.56)
N° cerdas al parto (%)

Lechones nacidos (media£ES)

42/49 (85,71)
39/49 (79.59)

38/49 (77.55)
354 (9,31 = 0.41)

29 33
24/29 (82,76) 27/33 (81.82)
24/29 (82.76) 26/33 (78.79)
0 (0,0) 1(3.85)

24/29 (82.76) 25/33 (75.76)

239 (9,96 = 0,32) 240 (9.6 = 0,53)

Extraido y modificado de Roca et al. (2003)

inseminacién son factores determinantes para la
ocurrencia de una prefiez.

La IA puede realizarse en el mismo mo-
mento en el que se detecta el celo o bien pueden
identificarse las hembras en celo para realizarla
posteriormente. La deteccidon de celo y la técnica
de inseminacion suelen estar relacionadas con el
disefio de las granjas (animales confinados en
jaulas o en corrales grupales acordes con las nor-
mas de bienestar animal). Kemp et al. (2005)
comprobaron que la deteccion del celo puede reali-
zarse sin dificultades independientemente del sis-
tema de alojamiento en el que se encuentren los
animales. Sin embargo, se observé que el grado de
expresion del celo puede disminuir por efecto del
reagrupamiento luego del destete (Rault et al.,
2014) o por estar las cerdas en continuo contacto
con los verracos (Knox et al., 2004). Por otro lado,
la proximidad del verraco puede acentuar la
expresion del celo e inducir la ovulacion en cerdas
primiparas y multiparas luego del destete, al
trasladarlas al sitio de la granja donde toman
contacto con el mismo, diariamente y de forma
intermitente (sitio 1) (Langendijk et al., 2006).

Para las cerdas alojadas en jaula, la exposi-
cion al verraco se lleva a cabo durante 1 a 2
minutos mientras este recorre las hileras frente a
las cerdas y simultdneamente un operario aplica
presion en los cuartos traseros de estas.

En alojamientos grupales, la deteccion de
celo se puede realizar observando el comporta-
miento de las cerdas cuando un macho es puesto
en las cercanias del corral o dentro del mismo.

Una tercera alternativa para gestaciones
grupales, aunque mas costosa, es la deteccion de
celo electronica, que puede ayudar a identificar
cerdas en celo usando registros de visitas a un
macho adyacente, tomados durante 24 horas
(Bressers et al., 1991; Cornou, 2006).

Considerando que aproximadamente entre

el 75 % y el 80 % de las hembras del plantel
reproductor son cerdas, y el resto son hembras de
reposicion, las cuotas de servicio se organizan
sobre la base de un evento constante como es el
destete. La mayoria de las cerdas expresan celo
entre los dias 4 y 6 post-destete y los registros
indican que el 90 % de las mismas muestran celo y
se inseminan dentro de los primeros 7 dias
(Olesen, 2011, citado por Knox 2016; Yeste et al.,
2014). Aunque la mayoria de las cerdas recibiran
dos dosis seminales por ciclo, un bajo porcentaje
de las mismas puede recibir una dosis o hasta tres
dosis, segin la duracién del celo. En granjas que
no disponen de un centro de IA dentro del estable-
cimiento, las entregas programadas de dosis debe-
rian ocurrir antes de que las cerdas comiencen a
expresar el celo post-destete, manteniéndolas
almacenadas a 15-17 °C.

Estos protocolos consideran la presencia
del verraco durante la IA. Dicho manejo tiene por
objetivo mantener a la cerda de pie y promover las
contracciones miometriales que ayudan a la
progresion de la dosis seminal a lo largo del ttero
(Langendijk et al., 2005). Sin embargo, se ha
demostrado que la realizacion de la inseminacion
en ausencia del macho no tiene efectos perjudi-
ciales sobre la progresiéon de la dosis, la retenciéon
de espermatozoides o la fertilidad (Willenburg et
al., 2003), aunque su presencia tiene efectos facili-
tadores para la realizacion de la TA en primerizas.

Si bien actualmente la practica de IA en
presencia del macho es el procedimiento de rutina,
requiere trabajo adicional para su movimiento y
control. La técnica de IAPC, sin embargo, no
requiere la presencia del padrillo en el momento
de la inseminacién, para no estimular las contrac-
ciones del atero (Langendijk et al., 2005).

En granjas comerciales se utiliza un
sistema de inseminaci6én multiple, en el que las
hembras reciben una dosis seminal por cada dia
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Tabla 5. Modelo de protocolos utilizados para realizar inseminacién artificial teniendo en cuenta la relacion del intervalo destete-celo,

en granjas donde se realizan dos detecciones diarias

Presentacion de celo Deteccion de celo Dia 1 de deteccion

post-destete

Dia 2 de deteccion Dia 3 de deteccion

Temprano matutina celo
(3-4 dias post-destete)

vespertina celo
Normal matutina celo
(5-7 dias post-destete)

vespertina
Tardio matutina
(>7 dias post-destete) .

vespertina

celo 12 TA

celo 12 TA

celo2®2TA

celol®=TA si hay celo 32 1A

celo 282 TA

celo 282 TA si hay celo 32 IA

si hay celo 3= TA

que se detecta celo positivo (Diehl et al., 1984). La
deteccion precisa del inicio del estro es importante,
porque gran parte de los datos de fecundidad
demuestran que proporcionar una tnica dosis de
semen es menos efectivo que un sistema de IA
multiple. Como resultado, detectar celo
diariamente ayuda a asegurar que un alto
porcentaje de cerdas reciba inseminaciones multi-
ples (Flowers & Esbenshade, 1993; Lamberson &
Safranski, 2000).

El grado de respuesta al reflejo de quietud
de monta cambia al progresar el estro. Esto podria
usarse para ajustar el momento 6ptimo para reali-
zar la IA, debido a que dicha respuesta, ante la sola
presencia del hombre (sin verraco), ocurre solo
hacia la mitad del estro y més cerca del momento
de ovulacién (Langendijk et al., 2000). La dura-
cion del estro es variable y su importancia radica
en la cantidad de inseminaciones que recibira la
cerda en relacion al momento de la ovulacion
(Weitze et al., 1994). El estro dura de 45 a 65 horas
y la ovulacién se produce siempre en el dltimo
tercio (Soede & Kemp, 1997). La mayoria de los
estudios indican que la dehiscencia de todos los
foliculos ocurre en un lapso de 1 a 3 horas (Flowers
& Esbenshade, 1993; Soede et al., 1992; Soede et
al., 1997).

Como la mayoria de las hembras del
plantel reproductor son cerdas destetadas, la
importancia del intervalo destete-estro y estro-
ovulacién determina el momento de la IA y la
fertilidad del servicio (Kemp & Soede, 1997).

Las cerdas que presentan celo poco
después del destete tienen un estro de mayor
duracion, por lo que el intervalo inicio del celo-
ovulacion también se prolonga, en contraposicion
a cerdas que tienen su celo post-destete mas tardio
(celos e intervalo inicio del celo-ovulaciéon mas
cortos). Es por esta relacion que las hembras que
manifiestan celo poco después del destete tienen
mas probabilidades de recibir una tercera dosis,
mientras que las que lo hacen mas tardiamente,

generalmente reciben una sola IA. Sin embargo, en
muchas granjas comerciales se realiza un ajuste
del protocolo de IA segtin la manifestacion de celo
post-destete, retrasando el primer servicio en
cerdas detectadas en celo en los dias 3 y 4 post-
destete, ya que la mayoria de estas permanecera en
celo durante 2 dias mas, y aun asi recibiran dos
dosis por ciclo (Tabla 5).

La fertilidad con el uso de la IA esta muy
influenciada por el intervalo entre la inseminaci6on
y la ovulacion y explica gran parte de la variacion
en la tasa de prenez y el tamano de la camada. El
intervalo entre la inseminacién y la ovulacién
puede influir en la viabilidad de los espermato-
zoides del reservorio oviductal (Soede et al., 1995),
la fertilizacion del ovocito y la supervivencia
embrionaria (Hunter, 1967; 1990).

Soede et al. (1995) evaluaron la tasa de
fertilidad y la cantidad de embriones normales en
cerdas inseminadas entre las 48 horas previas y las
16 horas posteriores a la ovulaciéon (Tabla 6).
Asimismo, Nissen et al. (1997) obtuvieron mayor
tasa de parto y tamafio de la camada en cerdas
inseminadas entre 24 horas previas y 4 horas
posteriores a la ovulacion. En todos los casos se
comprobd que las inseminaciones realizadas
demasiado temprano o demasiado tarde en el
estro, y su relaciébn con la ovulacién, pueden
reducir la fertilidad, e incluso si se realizan hacia
finales del estro pueden aumentar la pérdida de
embriones y causar endometritis (Kemp & Soede,

1997).

4.1. Reservorio espermatico

La formacién del reservorio espermatico
después de la TA es un aspecto critico para la
fertilidad de los eyaculados. Solo una pequena
proporcion de espermatozoides de la dosis seminal
sobrevive al proceso de eliminacion por reflujo y a
los leucocitos endometriales, estableciéndose en
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Tabla 6. Estado de los embriones recuperados y de los ovocitos, por cada cerda y para cada intervalo de tiempo inseminacién-ovulacion
de 8 horas (n= 151)

Estado de los embriones por cerda (%) % de
cerdas con
C(z:;as Ovocitos no Embriones Embriones > 90% de
fertilizados degenerados normales embriones
normales
Inseminacion antes de la ovulacion (en horas)
>48 1 65 6 29 0(0)
40<= 82 3
40-48 6 58 (0-100) 2,5(0-40) 32(0-95) 1(17)
452 5 474
32-40 14 50 (0-100) 0(0-44) 44 (0-100) 2(14)
15 - 793¢
24-32 19 0 (0-100) 0 (0-27) 87 (0-100) 047
4= 3® 04
16-24 24 0 (0-40) 0 (0-40) 100 (20-100) 19 (79)
6 2 03s=
8-16 24 0 (0-100) 0 (0-13) 100 (0-100) 20 (83)
4= 2b 05s
0-8 21 0 (0-100) 0 (0-11) 100 (0-100) 18 (86)
Inseminacion después de la ovulacion (en horas)
0-8 %6 19 : = 14 (54)
- 0 (0-100) (0-38) 95 (0-100)
16-8 s 3 . B 8 (53)
6 (0-100) 0 (0-22 76 (0-100) :
>16hs 1 100 0 0 0(0)

La mediana y el rango se expresan entre paréntesis. 2P ¢de¢ Los valores con diferentes letras en una columna difieren significativamente
(P <0,05). Cerdas que fueron inseminadas mas de 48 horas antes de la ovulacién y méas de 16 horas después de la ovulacién no se
incluyen en los anélisis. Extraido y modificado de Soede et al, (1995).

reservorios en el oviducto (Claus et al., 1985b;
First et al., 1968; Rodriguez-Martinez et al., 2005;
Woelders & Matthijs, 2001). Una escasa cantidad
de espermatozoides llega al oviducto dentro de los
15 minutos posteriores a la IA; dicha cantidad se
incrementa considerablemente luego de 2 horas.
Colectivamente, estos espermatozoides conforman
el reservorio espermatico en las trompas, perma-
neciendo viables durante 24 horas (Rodriguez-
Martinez et al., 2005). A pesar de encontrarse en
el lugar donde ocurre la fertilizacién luego de unos
minutos posteriores a la IA, los espermatozoides
requieren de 2 a 4 horas de exposiciéon al bicar-
bonato oviductal para modificar su motilidad y
estructura de membrana y asi capacitarse
(Woelders & Matthijs, 2001). La ubicacién de los
espermatozoides en el reservorio oviductal parece
importante para su seleccion, capacitacién, trans-
porte y escape de la fagocitosis (Hunter, 1981;
Rodriguez-Martinez et al., 2005). Dicho reservorio

funciona para asegurar que los espermatozoides se
mantengan en diferentes estadios de capacitacion
de manera de permitir la fertilizacion de los
ovocitos a medida que llegan al oviducto
(Rodriguez-Martinez et al., 2001). Este estado de
capacitaciéon diferencial también puede servir para
modular la liberacion de espermatozoides del
reservorio, contribuyendo a evitar la polispermia
(Rodriguez-Martinez et al., 2005).

4.2. Factores que modifican la fertilidad de
la dosis seminal

En el eyaculado del verraco, mas precisa-
mente en el plasma seminal, existen hormonas y
sustancias que influyen en la fertilidad esperma-
tica al modular la supervivencia y el transporte de
los espermatozoides (Claus et al.,, 1985a). El
agregado de plasma seminal, estrogenos o prosta-
glandinas (que se encuentran en el plasma

ANALECTA VET 39(2), 2019

© .



Compagnoni et al.

seminal) u oxitocina (liberada por el ttero) a una
dosis de IA podria influir en las contracciones
uterinas y en el transporte de semen (Flowers &
Esbenshade, 1993; Kirkwood et al., 2008; Weiler
& Claus, 1990). Ademas, se ha demostrado que el
plasma seminal es importante para modular la
respuesta inmune del dtero después del
apareamiento (Rodriguez-Martinez et al., 2009)
permitiendo la supervivencia de los espermato-
zoides antes de que se produzca la fagocitosis por
parte de los polimorfonucleares del sistema
inmune de la cerda (Rodriguez-Martinez et al.,
2005).

Finalmente, la adicion de oxitocina y
prostaglandina F2a a una dosis de IA, tuvo efectos
positivos, mas claramente evidenciados cuando la
fertilidad de la misma se vio comprometida por un
factor limitante, como por ejemplo el tiempo de
conservacion de la dosis, la cantidad de esperma-
tozoides/dosis o la estaci6on del afio (Maes et al.,
2003; Pena et al., 1998).

Conclusiones

1. La inseminacion artificial en la especie
porcina esta en constante desarrollo y permite el
aprovechamiento de verracos genética-mente
superiores y la aplicaciéon de otras técnicas, como
la congelacibon de semen, el sexado de
espermatozoides y la IA a tiempo fijo.

2. El lugar de deposicion de la dosis, ya sea
de forma convencional, post-cervical o profunda,
permite modificar la cantidad de espermatozoides
y el volumen de la dosis, logrando un mayor
aprovechamiento del potencial de los verracos.
Cuanto maés se aproxima el lugar de deposicion a la
union utero-tubarica (zona de fertilizacién), menor
cantidad de espermatozoides y menor volumen de
la dosis seminal es requerida.

3. Cuando la IA se realiza a celo detectado,
es importante instaurar protocolos que aseguren la
aplicacion de la dosis seminal y la formacién de un
adecuado reservorio de esperma-tozoides, lo méas
cercano posible al momento de la ovulacion, para
alcanzar los porcentajes de prefez y tamafos de
camadas acordes a las exigencias de la especie.

Estos conocimientos constituyen la base
para futuras mejoras de la técnica de IA en la
especie porcina, para incrementar la fertilidad y,
consecuentemente, el porcentaje de prenez y el
tamano de camada, mejorando asi la eficiencia
reproductiva y productiva de los establecimientos
comerciales.
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Resumen

El erizo pigmeo africano (Atelerix albiventris) se ha convertido en una mascota exética. Es por ello que se
han realizado diversos estudios sobre aspectos de salud y enfermedad de esta especie. El objetivo del
trabajo fue presentar un caso de un polipo y leiomioma uterinos en un erizo pigmeo africano. En 2016,
una hembra de 2 ahos se present6 a la consulta con hematuria. La radiografia y ecografia abdominales
revelaron una masa intrauterina. Se realizé ovariohisterectomia y se constat6 la presencia de dos masas
de tejido. Mediante estudios histopatoldgico e histoquimico se formulé un diagnéstico de poélipo y
leiomioma uterinos. La paciente se recuper6 totalmente. Doce meses postintervencion la misma
concurri6 a consulta para realizar un control anual en el cual se no se evidenciaron signos clinicos de la
enfermedad.

Palabras clave
Atelerix albiventris, p6lipo endometrial, leiomioma uterino

Abstract

The African pigmy hedgehog (Atelerix albiventris) has become an exotic pet. Therefore, interest on
health and disease aspects of this species has increased. The aim of this study was to describe a case of
uterine polyp and leiomyoma in an African pigmy hedgehog. In 2016, a 2 years old female came to the
clinic presenting hematuria. Abdominal radiography and ultrasound were performed and revealed an
intrauterine mass. An ovariohysterectomy was performed and the presence of two tissue masses was
observed. histopathological and histochemical analysis of the neoformations confirmed the diagnosis of
uterine polyp and leiomyoma. The patient recovered completely. Twelve months post-intervention, the
animal was clinically evaluated at an annual control in which clinical signs of the disease were not
evidenced.
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Atelerix albiventris, endometrial polyp, uterine leiomyoma
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Introduccion

El erizo pigmeo africano (Atelerix albiven-
tris) es un mamifero del orden Erinaceomorpha de
la familia Erinaceidae, subfamilia FErinaceinae.
Nativo de Africa ecuatorial, habita estepas, saba-
nas, pastizales y campos agricolas. En los dltimos
anos ha sido domesticado, convirtiéndose en una
mascota exoética. Esta especie alcanza la madurez
sexual, en estado salvaje, alrededor del afio de
edad. Atelerix albiventris se reproduce bien en
cautiverio, siendo sexualmente activo durante todo
el aho sin aparente temporada de apareamiento
(Santana et al., 2010). La esperanza de vida es de 1
a 4 anos en estado silvestre. Sin embargo, con un
buen asesoramiento nutricional y atenciéon veteri-
naria adecuada ha ampliado su expectativa de vida
en cautiverio (Heatley et al., 2005; Santana et al.,
2010). La prevalencia de tumores en el erizo pare-
ce no estar relacionada con el sexo. Se ha comuni-
cado un aumento de afecciones neoplasicas en
erizos de mas de 3 afios de edad (Heatley et al.,
2005; Raymond & Garner, 2001). Generalemente,
un 85% de los tumores son malignos. Los sistemas
mas frecuentemente involucrados incluyen el
tegumentario, hemolinfatico, digestivo, endocrino
y reproductivo. Las neoplasias epiteliales son las
mas frecuentes, seguidas de las de células
redondas y de células mesenquimaticas (Heatley et
al., 2005; Raymond & Garner, 2001). En las
hembras, la neoplasia maligna més comtinmente
encontrada es el adenosarcoma, seguido por el
sarcoma estromal y el leiomiosarcoma. General-
mente, la edad de presentacion es entre 2 y 4 anos
(Heatley et al., 2005; Mikaelian & Reavill, 2004).
Los signos clinicos tipicos son: sangrado vaginal,
hematuria y pérdida de peso. También los polipos
endometriales ulcerados o con necrosis pueden
cursar con signos clinicos similares (Phillips et al.,
2005). La deteccidon precoz con posterior trata-
miento mejora el pronoéstico a largo plazo en ani-
males afectados (Heatley et al., 2005; Mikaelian &
Reavill, 2004).

El pdlipo endometrial ha sido descrito en
humanos, chimpancés, perros, gatos, caballos,
elefantes, perros salvajes africanos, ratones y eri-
zos, entre otras especies. El mismo se caracteriza
por una protrusion nodular del endometrio consti-
tuido por tejido conectivo, estroma fibroso y glan-
dulas dilatadas, pudiendo generar distension seg-
mentaria de los cuernos uterinos. Los polipos
pueden ser nicos o multiples (Chambers et al.,
2018; McEntee & Nielsen, 1976; Schlafer & Miller,
2007).

Los leiomiomas son tumores benignos y
han sido descriptos en la vaca, perra, gata y erizo,
entre otras especies. Se originan en el musculo liso
del dtero, cuello uterino o vagina y pueden ser
Unicos o multiples. Por lo general, los tumores méas
pequefios son blandos, pero al aumentar de
tamano pueden adquirir una consistencia firme o
dura. Los leiomiomas pueden ubicarse en el
miometrio o proyectarse como masas redondeadas

u ovaladas hacia el lumen de la vagina, dtero o
cuello uterino. Histolégicamente, el tumor esti
compuesto por haces de fibras musculares lisas
arremolinadas y escaso tejido conectivo (McEntee
& Nielsen, 1976; Schlafer & Miller, 2007). El
tratamiento de eleccién es la ovariohisterectomia.
En la actualidad no existen datos sobre tratamien-
to médico en el erizo pigmeo africano (Heatley et
al., 2005; Mikaelian & Reavill, 2004). En la
especie humana, los tratamientos médicos se
instauran cuando se quiere preservar la fertilidad y
evitar o retrasar la cirugia. Actualmente, los ago-
nistas de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) y los moduladores selectivos del receptor
de progesterona son las terapias médicas mas
efectivas. Por lo general, el pronostico en la mujer
luego de la escisién quirdrgica es bueno (Sohn et
al., 2018).

Si bien se han comunicado varios trabajos
en los cuales se registran neoplasias uterinas en el
erizo pigmeo africano, hasta el momento no hemos
encontrado ningtn trabajo en el cual se haya
comunicado la presentaciéon en forma conjunta de
un leiomioma con un pdlipo endometrial. El obje-
tivo del trabajo fue presentar un caso clinico de
polipo y leiomioma uterinos en una erizo pigmeo
africano (Atelerix albiventris).

Presentacion del caso

En el afio 2016 se presentd a consulta un
erizo pigmeo africano (Atelerix albiventris), hem-
bra, de 2 afios y 240 g de peso, con hematuria de 7
dias de evolucion. En el examen clinico se observd
un estado general bueno y parametros fisiologicos
normales (frecuencia cardiaca de 230 [180-260],
frecuencia respitatoria de 45 [25-50] y temperatu-
ra corporal de 37 °C [35,4-37 °C]). En la radiogra-
fia abdominal se observo una vejiga pletérica sin
urolitos radiopacos y aumento de la radiopacidad
circunscripta en mesogastrio con desplazamiento
de organos vecinos, sugerente de masa (Figura
1A). En la ecografia abdominal se constat6 una
masa intrauterina de 15,4 mm de diametro, de
bordes irregulares, hipoecoica, con ecotextura gra-
nular gruesa y heterogénea a expensas de multi-
ples areas anecoicas (Figura 1B). Se indico la
ovariohisterectomia bajo anestesia inhalatoria. Se
realizé un tratamiento postquirdrgico con enroflo-
xacina 5 mg/kg/dia/V.0. durante 7 dias y meloxi-
cam 0,2 mg/kg/dia/V.O. durante 3 dias. Posterior-
mente, se secciond el ttero y se constat6é la pre-
sencia de dos masas, una de ellas pedunculada y la
otra nodular. Se obtuvieron muestras de ambos
cuernos uterinos y de las dos masas para histo-
patologia. Las muestras se fijaron en formaldehido
bufferado al 10 %, se procesaron mediante las téc-
nicas de rutina y se colorearon con hematoxilina y
eosina. En los cortes histologicos de ambos cuer-
nos uterinos se observo la presencia de un infiltra-
do mononuclear compuesto principalmente por
macrofagos y edema en el endometrio (Figura 2).
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Figura 1. (A). Radiografia abdominal latero-lateral: vejiga pletorica sin urolitos radiopacos y aumento de la radiopacidad circunscripta
en mesogastrio con desplazamiento de 6rganos vecinos, sugerente de masa. (B). Ecografia abdominal: neoformacion intrauterina de 15,4

mm de didmetro. V: indica la vejiga urinaria.
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Figura 2. (A). Endometrio con edema e infiltrado mononuclear

compuesto principalmente por macréfagos. H&E, Barra = 100
um.

La masa pedunculada estaba compuesta
por tejido conectivo muy vascularizado, con fibro-
blastos, fibrocitos y macrofagos, y tapizada por
células epiteliales normales (Figura 3A-B). La
masa nodular estaba compuesta por abundante
cantidad de células fusiformes, dispuestas en ban-
das entrelazadas, con un ntucleo tnico, grande,
central, redondo u oval con un patrén de croma-
tina en grumos y moderada cantidad de citoplas-
ma. No se observaron figuras mitéticas (Figura
4A-B). Mediante la coloraci6on especial de van
Gieson se confirmé la presencia de abundantes
fibras de musculo liso y escaso tejido conjuntivo
(Figura 4C). Se formul6 el diagnostico de polipo y
leiomioma uterinos. Se otorgd el alta médico y
quirtrgico a los 10 dias de la intervencion. La
paciente se recuper6 totalmente. Doce meses post-
intervenciéon la misma concurrié a consulta para
realizar un control anual en el cual se no se
evidenciaron signos clinicos de la enfermedad.

Discusion

En los ultimos afios se ha comunicado el
hallazgo de diversas neoplasias uterinas en el erizo
pigmeo africano. Raymond & Garner (2001) reali-
zaron un estudio sobre erizos cautivos pudiendo
observar que el 4,54 % (3/66) padecia enfermedad
neoplasica del atero, presentandose dos casos de
leiomiosarcomas. En el trabajo realizado por
Mikaelian & Reavill, (2004) comunicaron que 15
erizos presentaban afecciones uterinas tnicas o
multiples, observando 4 hembras con pdlipos
endometriales, 2 con podlipo endometrial y adeno-
sarcoma y una hembra con adenoleiomiosarcoma
conjuntamente con sarcoma del estroma endo-
metrial. Done et al., (2007) comunicaron el caso
de un erizo de 5 anos de edad con hematuria
debida a un pdlipo endometrial y adenomiosis,
siendo el tiempo de sobrevida de 19 meses.

En otro estudio pudo observarse que un
erizo de 5 anos presentd una masa en caudolateral
del flanco izquierdo correspondiente a un osteo-
sarcoma extraesquelético. Aproximadamente 2
meses después de la cirugia, el paciente murid
repentinamente. Durante la necropsia pudo hallar-
se una masa uterina compatible con un leiomioma
(Phair et al., 2011).

Tsai et al., (2016) observaron que un erizo
de 2 afios y 7 meses de edad presenté una masa
subcutanea en lateral del cuello, asi como una
masa intraabdominal encontrada durante la palpa-
cion. Una vez realizada la remocién quirtrgica
pudo observarse en el miometrio células neopla-
sicas, siendo el diagnodstico definitivo sarcoma de
estroma endometrial y liposarcoma.

Okada et al., (2018) realizaron un estudio
histolégico de 6rganos reproductivos femeninos de
erizos observando polipos endometriales en 7
hembras (n=33), siendo estos de presentacion
Unica o miltiple. Asimismo, los polipos fueron
pedunculados y ocupaban la luz uterina. Los
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Figura 3. (A). Masa uterina pedunculada: Pdlipo endometrial (B). Estroma muy vascularizado, con fibroblastos, fibrocitos y macrofagos.

H&E. Barra = 100 um.

signos clinicos que se observaron fueron sangrado
vaginal o hematuria (Okada et al., 2018).
Recientemente, Chambers et al. (2018)
examinaron 50 tteros de erizos con signos clinicos
de enfermedad uterina. Siete animales (14%)
presentaron polipo endometrial y en 27 (54 %) se
diagnostic6 neoplasia endometrial. Al examen
clinico la mayoria de las hembras presentaban
hematuria o sangre adherida a la vulva. Las edades
fueron 29,4-25,2 meses. Las neoplasias se clasifi-
caron en 7 tumores mixtos endometriales, 12
noédulos del estroma endometrial y 8 sarcomas del
estroma endometrial. Sin embargo, los nodulos
estromales endometriales y los sarcomas del estro-
ma endometrial a menudo fueron contiguos a un
polipo endometrial o a un tumor mixto. La tasa de
supervivencia a los 180 dias después de la ovario-

histerectomia fue del 100 % (4/4) en el poélipo
endometrial y del 60 % (3/5) en el tumor endo-
metrial mixto, 100 % (3/3) en nddulo estromal
endometrial y 42,9 % (3/7) en el sarcoma estromal
endometrial.

Si bien se han realizado diversos estudios
que comunican la alta prevalencia de neoforma-
ciones uterinas y pélipos endometriales en el erizo
pigmeo africano, nuestro trabajo es el primero en
comunicar la presentacion, en forma conjunta, de
un polipo endometrial y un leiomioma uterino.
Asimismo, en la mayoria de los trabajos estas neo-
formaciones resultan ser un hallazgo de necropsia,
mientras que en muy pocos trabajos consignan la
sobrevida del animal luego de la remocién
quirdrgica.

Figura 4. (A). Masa uterina nodular: Leiomioma (B). Abundante cantidad de células fusiformes, dispuestas en bandas entrelazadas. Las
células presentan un nucleo tnico, grande, central, redondo u oval con un patrén de cromatina en grumos y moderada cantidad de cito-
plasma. H&E. Barra = 50 um. (C). Abundantes células musculares (amarillo) y escasas bandas de tejido conectivo (rojo). van Gieson.
Barra = 50 pm.
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Conclusiones

La ovariohisterectomia es el tratamiento
de eleccion para neoplasias uterinas en el erizo, lo
cual permite aumentar su expectativa de vida.
Asimismo, se deberia recomendar a los propieta-
rios de los erizos pigmeos africanos hembras que
realicen controles periodicos reproductivos, con el
fin de realizar un diagnéstico precoz de este tipo de
afecciones.
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INFORMACION PARA AUTORES/AS

Politica editorial y generalidades

Las opiniones expresadas en los articulos
publicados en ANALECTA VETERINARIA no reflejan,
necesariamente, las opiniones de este medio.
ANALECTA VETERINARIA autoriza la reproduccion de
sus articulos con fines académicos, con la unica
condiciéon de la mencién de la fuente, cuando corres-
ponda. El uso de nombres comerciales destinados a
la identificacion de productos, en el contexto de los
articulos presentados, no implica respaldo directo o
indirecto ni promocién de dichos productos por
parte de la revista.

Los autores/as ceden a ANALECTA VETERINA-
RIA los derechos de autoria de manera no exclusiva,
se hacen responsables de los datos y el contenido,
dejan constancia de haber participado activamente
en el proceso de la investigacién y/o la elaboracion
del trabajo, declaran la existencia, o no, de conflicto
de intereses, mencionan los soportes financieros y
explicitan la aprobacion por los comités institucio-
nales y autoridades regulatorias que correspondan a
cada caso. Es su responsabilidad exclusiva contar
con autorizaciéon para citar datos no publicados. No
se asume responsabilidad editorial por la exactitud
de las referencias. Eventualmente, el Consejo Edito-
rial podré requerir informacion probatoria.

Idiomas

ANALECTA VETERINARIA acepta articulos en
idioma espanol o en inglés. Los titulos, resimenes y
palabras clave de los articulos se publicardn en
ambos idiomas.

Originalidad

La informacion contenida en el trabajo debe
ser original (no publicada). No podra estar en
proceso de evaluacién en méas de una revista u otro
medio de comunicaciéon. El plagio (igual o muy
similar informacion publicada con otra autoria en
otro medio) y la publicacién duplicada (informaciéon
ya publicada por cualquier remitente) se consideran
faltas éticas graves, que invalidan su publicaciéon en
ANALECTA VETERINARIA.

Normas de ética

Con respecto a la definicion de la autoria,
las responsabilidades de los editores y las causas que
obran como posible conflicto de intereses, ANALECTA
VETERINARIA adhiere a las recomendaciones del
International Committee of Medical Journal Editors
(http://www.icmje.org).

En relaciéon con otros aspectos, como el
formato y el estilo de preparacion del original,
ANALECTA VETERINARIA establece un conjunto de
normas que se detallan en “Instrucciones para la
preparacion del trabajo”. Todas las dudas que se
susciten podran ser consultadas por correo electro-
nico a: analecta@fcv.unlp.edu.ar

El Consejo Editorial de ANALECTA VETERI-
NARIA tiene en consideracién el tratamiento ético de
los animales de experimentaciéon y se reserva el
derecho de no publicar trabajos que no cumplan esta
premisa. El envio de cada articulo incluira la
certificacion de aprobacion, por parte del comité de
ética de su unidad académica, de los procedimientos
realizados para ese trabajo. De no ser posible, se
consignard segin qué normas éticas nacionales o
internacionales se realizaron sus trabajos.

Tipos de trabajos para publicacion

Se aceptan envios de: trabajos de
investigacion, trabajos de investigacion en educa-
cién, comunicaciones cortas, descripciones de casos,
informes técnicos, articulos de revision y (solamente
por parte de organizadores) resimenes de presenta-
ciones en reuniones cientificas (ver 1.3). El Consejo
Editorial decidird la prioridad de publicacion de
cada trabajo y la proporcion de cada tipo, privile-
giando aquellos de investigacion.

Instrucciones para la preparacion del
trabajo

Caracteristicas generales

El idioma del trabajo puede ser el espafiol o
el inglés. Se prefiere que los trabajos escritos en
inglés sigan la gramatica propia del inglés britanico.
Se aceptan otras variantes del idioma inglés, siempre
que se respeten de manera uniforme en todo el
trabajo.

Las unidades de medida se expresaran
segun el Sistema Internacional de Medidas (http://
www.cem.es/sites/default/files/siu8edes.pdf). Las
abreviaturas deberan ser aclaradas la primera vez
que el término o expresidén se mencione, pero no
sera necesaria su utilizacién si este se menciona
menos de cinco veces. Si el trabajo requiere el uso de
numerosas abreviaturas (méis de diez) debera
generarse una lista, que se incluira luego de los
resimenes. Ciertas siglas, acronimos y abreviaturas
(ATP, ADN, ELISA, OMS, PBS, Dr., n°, entre otras)
no requieren aclaracion.

Para la denominacion de sustancias, agentes
biologicos de enfermedad, términos anatoémicos,
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etc., se seguiran las recomendaciones de las néminas
y consensos vigentes para la especialidad correspon-
diente. Los productos comerciales deberan ser iden-
tificados mediante el simbolo de marca registrada
(®) consignando, ademas, los nombres genéricos de
los componentes principales. Si la mencioén se efec-
tha en el apartado “Materiales y métodos”, deberan
consignarse, ademas, el nombre y la direccion del
fabricante (ciudad, pais). Los nombres cientificos de
categoria genérica o inferior se escribiran en cursi-
vas.

Original para publicacion (generali-
dades)

El original para publicacion comprende un docu-
mento principal y otros archivos:

1- Documento principal: se trata de un
archivo que contiene la pagina de presentacion, las
secciones del trabajo (que varian segin su tipo), los
agradecimientos, la declaracion de conflicto de
intereses, las bibliografia y las leyendas para las
figuras. Este documento podra tener algunos de los
siguientes formatos: doe, docx o rtf.

2- Otros archivos: tablas, figuras, mate-
rial complementario.

1- Documento principal

1.1. Formato general del documento (comtn
a todo tipo de trabajos)

El documento se configurara en formato de
hoja A4, con margenes de 3 cm como minimo por
lado y 1,5 de interlineado. El texto debera alinearse
en los margenes izquierdo y derecho (texto justifi-
cado). Se utilizara el tipo de fuente Times New
Roman de 12 puntos. Las paginas deberan estar
numeradas, utilizando nameros arabigos en su an-
gulo inferior derecho. Asimismo, las lineas deberan
estar numeradas a lo largo de todo el documento de
manera consecutiva, comenzando en la primera
pagina o pagina de presentaciéon. El uso de guiones
automaticos de separacién de palabras en silabas
estara permitido exclusivamente para los resimenes
de presentaciones en reuniones cientificas.

1.2. Otras caracteristicas comunes a todo
tipo de trabajos

1.2.1. Primera pagina

La primera pagina contendri el titulo del
trabajo en dos idiomas, los nombres de autores/as,
su respectiva filiacion/lugar de trabajo, los datos
completos de quien remite el trabajo y constituya el
contacto y el titulo abreviado del trabajo. Se deberan
consignar, en lo posible, direcciones de correo oficial

(institucional). De ser necesario, esta pagina podra
sobrepasar la extension de la hoja A4. A continua-
cién, se dan mayores precisiones acerca de cada
item.

- Titulo del trabajo. Se escribird con la inicial en
mayuscula (tipo oracién) y en negrita, centrado, con
fuente Times New Roman y tamafio de fuente 14
puntos. Sera conciso, pero suficientemente informa-
tivo. Es deseable la inclusién de alguna conclusion
del trabajo en su titulo. No debera contener abrevia-
turas sin aclarar, y solo contendr siglas, acronimos
o acortamientos ampliamente divulgados (ej: ADN,
sida, OMS). Se dejara un espacio de interlineado y
luego se consignara el titulo en inglés (o en espafiol,
si el articulo estuviera escrito en inglés), con las
mismas caracteristicas tipograficas.

- Identificacion de autores/as. Dejando un espacio
después del titulo en el segundo idioma, se escribira
primero el/los apellido/s, una coma, y luego todos
los nombres completos. Se continuara de esta
manera, separandolos mediante punto y coma (;). Se
colocaran ntimeros con formato de superindice para
indicar la filiaci6n institucional. A continuacion del
superindice, alentamos la inclusiéon del codigo de
identificacion ORCID (del inglés: Open Researcher
and Contributor ID), que en el articulo definitivo
constituira un icono con hipervinculo (ver ejemplo
de primera pagina mas adelante). El autor o la
autora de contacto seran identificados con un
asterisco.

- Filiacién institucional/Lugar de trabajo. Se
consignaré a renglon seguido. En primer término, se
debera indicar la unidad de investigaciéon (Cétedra,
grupo de trabajo, Laboratorio, Instituto). Luego, la
Facultad u otra instituciéon de la que depende, la
Universidad u organismo superior.

Quienes consignen su pertenencia a alguna
agencia de investigacion deberan hacer constar,
ademaés, en dependencias de qué institucion traba-
jan, por ejemplo: “...Consejo Nacional de Investiga-
ciones Cientificas y Técnicas (CONICET), Facultad
de Ciencias Veterinarias...”.

En caso de tratarse de un profesional de
actividad en el ambito privado se consignara
“profesional independiente”, localidad y pais de
trabajo.

Si todos los lugares de trabajo se encuentran
en un mismo pais, este puede consignarse al final de
las filiaciones laborales. De lo contrario, los diferen-
tes paises deberan constar en cada lugar de trabajo.

A renglon seguido constara la direccion de
correo electronico de contacto (para formato, ver
ejemplo).

Aun las siglas de instituciones reconocidas
en el &mbito de las ciencias veterinarias deben ser
aclaradas, ya que pueden resultar desconocidas para
habitantes de otros paises.

- Titulo abreviado. Se escribira en el mismo idioma
que el trabajo, luego del correo electronico de con-
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tacto, dejando un espacio. Consistird en un titulo
corto y representativo, de 45 caracteres o menos,
incluyendo espacios.

- Datos personales. Por debajo del titulo abreviado
se consignaran la direcciéon postal laboral completa y
el teléfono del autor/a de contacto. Solo la direccion
de correo electronico sera visible en la version
publicada.

Las direcciones de correo electronico del
resto de los/las autores/as deberan ser incorporadas
en la seccibn de metadatos durante el proceso de
envio en linea, pero no seran publicadas.

Ejemplo de primera pagina

Titulo completo en el idioma del
trabajo

Titulo en el segundo idioma

Apellido(1), Nombres!; Apellido(2), Nombres!;
Apelhdo(3), NombreSZ,orcid.org/OOOO-OOOZ-xxxx-xxxx;
Apellido(4), Nombres?; Apellido(5), Nombres?;
Apellido(6), Nombres'*

1. Catedra, Departamento, Facultad, Universi-
dad, Pais. 2. Laboratorio, Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONI-
CET), Facultad, Universidad. Argentina. 3.
Profesional independiente. Ciudad, Pais. 4.
Laboratorio, Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA).

*Correo electronico del/la autor/a de contacto:
identificacion@mail.edu

Titulo abreviado

Datos del/la autor/a de contacto (*)
Direcciéon postal laboral completa y teléfono de
contacto

1.2.2. Paginas segunda y tercera: contendran
los resimenes y las palabras clave.

La segunda pagina contendra el resumen
del trabajo en el idioma en que fue redactado, bajo el
subtitulo Resumen y, por debajo, dejando un espa-
cio, se incluirdn las palabras clave en el mismo idio-
ma, bajo el subtitulo Palabras clave. En la siguiente
pagina (tercera), se redactara el resumen en el se-
gundo idioma (en inglés se subtitulard como
Abstract). Dejando un espacio, se consignaran las
palabras clave con el subtitulo: Key words.

- Caracteristicas de los restimenes. En ellos se
incluiran los objetivos, principales resultados y con-
clusiones, desarrollados en 200 palabras o menos.
Se sugiere evitar acrénimos, siglas y abreviaturas.
No estaran divididos en secciones ni contendran
citas bibliograficas.

- Palabras clave. Son palabras o expresiones
adicionales que facilitan la recuperacion del docu-
mento a partir de bases de datos bibliograficos. Para
una mayor utilidad en la bisqueda dentro de los
sistemas de indizacion, se sugiere la utilizacion de
términos no incluidos en el titulo. Se aceptaran entre
3y 5 palabras separadas mediante comas.

1.2.3. Paginas sucesivas

Contendran el texto, los agradecimientos, la
declaracion de conflicto de intereses, la bibliografia y
las leyendas para las figuras.

- Texto. Organizado en secciones, segun el tipo de
trabajo. Estas estaran encabezadas por subtitulos en
mayusculas/minusculas (tipo oracién), sin punto
final. El texto contendra las entradas para todas las
tablas, figuras, referencias bibliograficas y material
complementario. A continuacién del texto se enun-
ciaran los agradecimientos, la declaracion de con-
flicto de intereses y la lista de referencias biblio-
graficas (bajo el subtitulo Bibliografia).

- Agradecimientos. Se podra agradecer a personas
que hayan realizado aportes significativos que no
constituyen autoria. En este apartado debera consig-
narse, adema4s, la fuente de financiamiento del tra-
bajo e incluir los codigos de identificaciéon de pro-
yectos subsidiados.

- Declaracion de conflicto de intereses. Existe un
conflicto de intereses cuando el juicio profesional
con respecto a un interés primario (el bienestar del
paciente, la validez de la investigaciéon) puede ser
influenciado por un interés secundario (como el
beneficio econ6mico). Bajo este titulo:

a- podran consignarse las relaciones finan-
cieras o personales con organizaciones o personas
que pueden influenciar o sesgar los resultados del
trabajo

b- se podra declarar que no existe conflicto
de intereses.

Ejemplo:

No existe conflicto de intereses, incluyendo entre
estos tultimos las relaciones financieras, personales o
de otro tipo con otras personas u organizaciones que
pudieran influir de manera inapropiada en el
trabajo.

- Bibliografia. ANALECTA VETERINARIA utiliza el
formato de referencias basado en el estilo Harvard,
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del tipo “autor-afio” en el texto y por orden
alfabético en la lista de referencias.

Todos los articulos u otras fuentes utilizadas
como referencias deberan ser accesibles en linea o
mediante buscadores bibliograficos. En caso contra-
rio, podra ser requerido el envio del documento a
pedido de los evaluadores o del Consejo Editorial.
Las fuentes basadas en comunicaciones presentadas
en reuniones cientificas, comunicaciones personales,
manuales de procedimientos, protocolos de institu-
ciones y tesis deberan reducirse al minimo y sola-
mente se justificara su incorporacién en caso de que
no se registre una fuente publicada en otro medio.

Formato de las citas en el texto

Se consignaré, entre paréntesis, en color de
fuente azul (incluidos los paréntesis): el apellido del
primer autor (seguido de la expresion et al., si se
trata de mas de dos autores) y el afio de publicacion,
separado por una coma, segin el ejemplo. Si el
articulo tiene solamente dos autores, se consignaran
ambos, separados por el signo: &. Si la construccion
asi lo requiriese, podré ubicarse la cita a mitad de la
oracion.

... puede persistir el infiltrado de linfocitos (Deeg et
al., 2002).

... similares a los musculos maseteros del ciervo axis
(Mateo & Sanchez, 2016).

Los autores también podrian haber elegido
expresar:

“Segiin Deeg et al., (2002), puede persistir el
infiltrado de linfocitos.

Si la misma afirmacion se sustenta en mas
de una cita bibliografica, estas deberan estar separa-
das por medio de un punto y coma (;). La incorpo-
racion de las citas entre paréntesis sera alfabética
(ver ejemplo a continuacién). Si se incluyeran dos o
mas referencias del/la mismo/a primer/a autor/a,
las fechas de publicacién deberan estar separadas
por comas, en orden cronolégico ascendente.

en las células apoptoéticas se produce la
externalizacion de la fosfatidilserina de la
membrana (Fadok et al., 1992; Savill, 1993, 1997;
Willie, 1997).

Si se incluyeran dos o mas referencias del/la
mismo/a primer/a autor/a y del mismo aho, se
identificaran con letras:

. inducido por las células macrofagicas (Jones et
al., 2009a, 2009b).

Estas mismas letras deberan ser consig-
nadas, posteriormente, en la lista de referencias.

Las referencias a comunicaciones persona-
les se indicaran entre paréntesis del siguiente modo:
(comunicacion personal, autor, afio), pudiendo
omitirse el autor si esta consignado en el texto.

Formato de las referencias en la Bibliografia
(lista de referencias)

El orden sera alfabético y cada cita debera
incluir la totalidadad de autores.

Articulos en publicaciones periédicas

Se citara la ndmina completa de autores/as
y sus iniciales, separados por comas. Luego se
consignara el afio entre puntos. A continuacion, el
titulo del trabajo con mayusculas y mindsculas (tipo
oracién), sin comillas ni negritas. A continuacion, el
titulo completo de la revista seguido de un punto.
Luego, el volumen, nimero de la revista (entre
paréntesis), seguido de dos puntos y las paginas del
articulo separadas por un guién, en ese orden, sin
espacios luego de los signos de puntuacion. En el
caso de estar disponible, se incorporara el Digital
Object Identifier (DOI) al final de la referencia,
segun el formato que se muestra a continuacion:

Rensetti D, Marin M, Quintana S, Moran P, Verna A,
Odeén A, Pérez S. 2016. Involvement of tolllike
receptors 3 and 7/8 in the neuropathogenesis of
bovine herpesvirus types 1 and 5. Research in
Veterinary Science. 107:1-7.

doi: 10.1016/j.rvsc.2016.04.009

Buldain D, Buchamer A, Marchetti L, Aliverti F,
Borja C, Mestorino N. 2017. Efecto antimicrobiano
de la combinacion de cloxacilina con aceite esencial
de Melaleuca armillaris frente a Staphylococcus
aureus. Analecta Veterinaria. 37(2):33-9.

doi: 10.24215/15142590€014

Si se trata de una publicacion anticipada
disponible en linea, que no forma parte de un
volimen, esta situacion debera consignarse.

Libros

Se citaran los/las autores/as, el afio de
publicacion, el titulo y la edicion (si no es la
primera). Luego, la ciudad de la publicacion y el
nombre de la editorial, separados por coma.

Gilbert SF. 2006. Biologia del desarrollo. 7° Ed.
reimp. Buenos Aires, Médica Panamericana.

Capitulos de libros
La cita constara de: autores/as del capitulo y

titulo del capitulo. En: autores/as del libro. Ao de
publicacion. Titulo del libro, edicién (si no es la
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primera). Luego, la ciudad de publicacién, nombre
de la editorial y paginas inicial y final del capitulo.

Garcia V, Ochoa L, Quiroga MF, Pasquinelli V.
Aspectos celulares y moleculares de la respuesta
inmune frente a las micobacterias. En: Rabinovich
GA. 2004. Inmunopatologia molecular: nuevas
fronteras de la medicina. Un nexo entre la investi-
gacion biomédica y la practica clinica. Buenos Aires,
Médica Panamericana, pp. 217-27.

Lewin B. Chapter 4: Clusters and repeats. En: Lewin
B. 2003. Genes VIII. Upper Saddle River, Pearson
Education Inc., pp. 85-133.

Restimenes de presentaciones en reuniones cienti-

ficas

Se utilizarda un formato similar al de los
articulos en revistas, consignando, luego del titulo
del trabajo, el nombre de la reunion. Luego, ciudad,
pais y pagina.

Pardini L, Bacigalupe D, Moré G, Rambeaud M,
Basso W, Perfumo CJ, Hermann DC, Schares G,
Venturini MC. 2011. Isolation and molecular
characterization of Toxoplasma gondii strains in
slaughtered pigs from Argentina. The 23rd
International Conference of the World Association
for the Advancement of Veterinary Parasitology.
Buenos Aires, Argentina, p. 336.

Tesis de maestria o doctorado y trabajos finales de
especializacion

Se indicara autor/a y ano. Luego, el titulo de
la tesis/trabajo. A continuaciéon, el indicador
“Tesis de” o “Trabajo de” seguido de la carrera e
instituciéon que otorga el titulo. Posteriormente, se
indicara la localizacién del recurso (URL) desde el
que la tesis o trabajo final pueden ser recuperados,
en caso de estar depositados en un repositorio
institucional.

Huber B. 2012. Estudio farmacocinético de tilosina
en abejas meliferas. Variables con impacto en el
nivel de residuos en miel. Tesis de Maestria en
Tecnologia e Higiene de los Alimentos, Facultad de
Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La
Plata. http://sedici.unlp.edu.ar/handle/10915/1592.

Muriel M. 2016. Determinaciéon de la cinética del
dafio en el ADN de leucocitos de sangre periférica en
equinos sometidos a esfuerzo fisico de alta
intensidad. Tesis de Doctorado en Ciencias Veteri-
narias, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universi-
dad Nacional de La Plata. http://sedici.unlp.edu.ar/
handle/10915/59227.

Libros electrénicos de acceso libre en internet

Autores. Anho de publicacion. Titulo como
figura en el buscador -correspondiente [libro
electronico/ebook]. DOI (si estuviera disponible).
Lugar de publicacion (si se conoce), editor.
Disponible en: (URL) [fecha de acceso].

Rang HP, Dale MM, Ritter JM, Flower RJ,
Henderson G. 2012. Rang y Dale Farmacologia.
Séptima Edicion [libro electréonico]. Amsterdam,
Elsevier. Disponible en: https://goo.gl/NFIeWT
[Consultado 01/06/2017].

Frank SA. 2002. Immunology and Evolution of
Infectious Disease [ebook]. Princeton, Princeton
University Press. Disponible en:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK2394/
[Consultado 01/06/2017].

Pagina web/Website

Autores. Aho de publicaciéon. Titulo de la
pagina. [En linea] Disponible en: (URL).
[Consultado (fecha de consulta)].

Abramowitz M, Davidson MW. 2018. Anatomy of
the Microscope: Introduction. [En linea] Disponible
en: https://www.olympus-lifescience.com/en/
microscope-resource/primer/anatomy/
introduction/ [Consultado 20/11/2018].

Organizacibn Mundial de la Salud (OIE). 2018.
Encefalopatia espongiforme bovina (EEB). [En
linea] Disponible en: http://www.oie.int/es/
sanidad-animal-en-el-mundo/enfermedades-de-los-
animales/encefalopatia-espongiforme-bovina/
[Consultado 20/11/2018]

En caso de dudas acerca de como citar otro
tipo de material (estandares internacionales, leyes,
publicaciones parciales en libros electrénicos de reu-
niones cientificas, patentes, informes de organiza-
ciones, etc.) comunicarse con el consejo editorial,
iniciando un hilo de discusién en el portal de la
revista.

- leyenda para las figuras. Forman parte del
documento principal, pero se redactaran en hoja
aparte.

1.3. Caracteristicas particulares de cada
trabajo

En ANALECTA VETERINARIA se publican trabajos en 8
secciones. Estas son:
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- Nota editorial. Se trata de la presentacion del
ntmero o del volumen. Es publicada por el Director
de la revista, en ocasiones particulares.

- Trabajos de investigacion. Son informes
completos de investigaciones originales o de meta
andlisis. Constan de los siguientes apartados:
Introduccion, Materiales y métodos, Resultados, y
Discusion y conclusiones.

- Articulos de investigacion en ensenanza. Se
trata de trabajos que constituyan un aporte para la
ensenanza de las Ciencias Veterinarias (trabajos de
investigacion propiamente dicha, intervenciones,
etc.), que sean superadores de la mera presentacion
de resultados cuantitativos e incluyan el correspon-
diente analisis. Constan de los siguientes apartados:
Introducciéon (en el que deberan consignarse el
motivo de interés, el estado actual de la cuestién, los
fundamentos teéricos en que se enmarca y los
objetivos y podran incluirse hipotesis de trabajo),
Métodos, Resultados (presentacion y analisis),
Discusién y conclusiones, y Proyeccion de la
investigacion.

- Comunicaciones cortas. Se trata de informes
originales que se caracterizan por ser acotados en
extension o envergadura o que, en razéon de su
novedad, requieren comunicacién inmediata como
anticipo de otra méis exhaustiva. Constan de las
mismas secciones que los trabajos de investigacion.
No podran superar las 5 paginas de texto (en
formato de hoja A4, excluyendo la primera pagina y
la pagina de restimenes) ni las 3 figuras. Tendran,
como maximo, 15 referencias bibliograficas.

- Articulos de revision. Son revisiones narrativas
orientadas a la actualizaci6on de un tema relevante y
que incluyen la discusion critica del estado del
conocimiento. Constan de una breve Introduccion
(en la que se explica el interés del tema o el motivo
de la revision), Subtitulos (los que resulten apropia-
dos al tema en cuestion) y Discusiéon y conclusiones.
Tendran, como minimo, 40 referencias bibliogra-
ficas.

- Descripciones de casos. Consisten en la
descripcién de casos con aspectos inusuales que pro-
vean informacién significativa y original. Este con-
cepto incluye la presentaciéon o progreso poco habi-
tual de una enfermedad, efectos colaterales o adver-
sos no informados durante tratamientos o planes de
vacunacion, entre otros. Constan de Introduccion,
Presentacion del caso (con los subtitulos que
requiera el tipo de caso) y Discusién y conclusiones.
Debera incluir hallazgos relevantes, tanto positivos
como negativos, que surjan de los exadmenes
realizados, la interpretaciéon de los resultados y su
discusion con referencias a los articulos citados. Si
se trata de un solo caso, la historia clinica sera
completa, si son varios, solo se consignaran los
datos més relevantes de cada uno. Tendran como
maximo 15 referencias bibliograficas.

- Informes técnicos. Son descripciones y analisis
de técnicas novedosas en los ambitos de la investi-
gacion, del diagnostico o del tratamiento quirtrgico.
Constan de Introduccion, Descripcién metodologica,
y Discusion y conclusiones. En este y otros tipos de
trabajo que asi lo requieran, la descripcién metodo-
légica puede enriquecerse mediante videos de alta
calidad de informacién. Tendran, como maximo, 15
referencias bibliograficas.

- Resiimenes de presentaciones en reuniones
cientificas. El envio estardA a cargo de los
organizadores de reuniones cientificas ocurridas en
el ambito de la Universidad Nacional de La Plata,
previo acuerdo con el Consejo Editorial de la revista.
Dichos restimenes se publicaran en un Suplemento
dentro del mismo volimen. Para establecer el
formato de los resiimenes de presentaciones en
reuniones cientificas, se invita a quienes organicen
tales reuniones a ponerse en contacto para conocer
los aspectos formales requeridos, a través del correo
electronico (analecta@fcv.unlp.edu.ar).

2. Otros archivos

2.1 Figuras

Se consideran figuras que ilustran el trabajo
tanto a las fotografias como a los dibujos lineales y
esquemas. Deberan ser numeradas correlativamente
con numeros arabigos y citadas en el texto en el
orden que corresponda. En caso de tratarse de foto-
grafias, estas no podran incluir rostros de personas
que no sean autores, o animales con marcas espe-
cificas que permitan reconocerlos, excepto que se
posea consentimiento por escrito de sus propie-
tarios. Es responsabilidad de los autores obtener
permiso de quienes posean la propiedad intelectual
para reproducir figuras o tablas que han sido
publicadas en otro sitio. Las ilustraciones deben
tener un contraste adecuado. Deberan ser enviadas
separadas del texto y en formato TIFF.

Las figuras correspondientes a iméagenes
microscopicas capturadas a partir de camaras de
video o fotograficas montadas sobre el microscopio y
aquellas escaneadas a partir de fotografias, deberan
tener una resolucion final minima de 300 dpi.
Estas imégenes deberan contener una barra de
calibracién que indique la magnificacion final obser-
vada. No se aceptardn unidades de magnificacion
resultantes de la multiplicacién entre el objetivo y el
ocular (por ejemplo: 400X).

Las figuras correspondientes a dibujos
lineales y esquemas deberan tener una resolucion
final de 600 a 1200 dpi. El tamano de letras y
nimeros incluidos en las figuras debera ser el
adecuado para que conserve la legibilidad, atin luego
de la reduccién de tamafno. Las leyendas para las
figuras deberan constituir una descripcién precisa
del contenido de las figuras y mencionar las técnicas
cuyos resultados alli se muestran. Todos los textos
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que contengan las figuras (incluidas las leyendas)
deberan resultar accesibles para la correccion.

2.2 Tablas

Las tablas se diseflardn usando la funci6n
correspondiente del procesador de texto o de las
planillas de calculo. Deben ser de estructura
sencilla (lineas horizontales incial y final de tabla y
linea de encabezados de columna), sin sombreados y
sin divisiones entre las filas o las columnas. Todo el
texto que contenga las tablas (incluidos los titulos)
debe ser accesible para la correccion.

Se enviaran en hoja aparte, en un archivo
con el titulo y las referencias correspondientes, que
deberan seguir los mismos criterios tipograficos que
para el resto del trabajo presentado.

2.3 Material complementario

Podran remitirse otro tipo de archivos,
como videos o hipervinculos, cuya pertinencia y
calidad sera evaluada por el Consejo Editorial. Este
material no sera considerado si no se envia segtin el
formato que aqui se detalla: peso maximo de 20 MB
cada uno y formato reproducible mediante herra-
mientas y programas gratuitos (PDF, SWF, MP4,
MOV, XLS, XLSX). Los datos del material comple-
mentario (nombre del archivo, formato y extension,
titulo de los datos presentados y descripcion de los
datos) constaran en el apartado “Leyendas para las
figuras”.

Envio del trabajo, proceso de revision y
comunicacion con los autores

ANALECTA VETERINARIA recibe trabajos para
su publicacion de manera continua. Es responsa-
bilidad de quien remita el trabajo asegurar que la
totalidad de los/las autores/as lo han leido y
aprobado y estan de acuerdo con el envio a ANALECTA
VETERINARIA.

El envio y todas las comunicaciones posteriores se
realizard en linea en:

https://revistas.unlp.edu.ar/analecta/index

Se consignaran el idioma del envio y la
seccion a la que corresponde y se leeran, cumpliran
y tildaran los REQUISITOS DE ENVIO. Entre ellos,
se establece la obligatoriedad de acompafiar el envio
con una breve nota de presentacion en la caja
“Comentarios para el editor” en la que se menciona
el interés que reviste su publicacién. En la nota de
presentacion se incluirAn nombres de potenciales

evaluadores/as, que en ningin caso podran haber
sido coautores/as de ningtin/a autor/a, al menos en
los ultimos cinco anos, ni miembros actuales de la
misma institucion. Estos datos son recibidos en
calidad de sugerencia y no generan ningin
compromiso para el Consejo Editorial

Es un requisito que los/las autores/as pro-
vean, en los casilleros correspondientes a los meta-
datos del envio, todos sus nombres completos y las
direcciones de correo electronico institucional. Quie-
nes ejerzan la profesion de manera independiente o
privada consignaran una direccién activa de correo
electrénico.

Revision

El Consejo Editorial evaluara la pertinencia
del trabajo, seglin se adecue o no a las areas del
conocimiento que alcanza la revista. En caso de
corresponder, el Consejo Editorial verificara que se
cumplan las siguientes premisas:

- calidad de contenido para ser remitido a evalua-
cién externa

- estructura gramatical del idioma del trabajo

- adecuacion a las normas editoriales (incluida la
bibliografia).

Los trabajos que no cumplan con las normas
editoriales seran devueltos para ser reordenados de
acuerdo con ellas, con fecha de recepcion perentoria.
En caso de no reenviarse en el plazo pautado, el
sistema emitira respuesta de “rechazo”, lo que no
obsta para la realizaciéon de un nuevo envio.

Los articulos seran sometidos a una revision
por pares con modalidad doble ciego (los nombres
de todas las personas involucradas como autoras o
evaluadoras se conservaran en el anonimato). El
Consejo Editorial seleccionara para esa funcion a,
por lo menos, dos especialistas externos/as.

Cuando se encuentren disponibles los resul-
tados de la evaluacion, se iniciara un hilo de discu-
sién en el sitio del envio. Se deberan responder los
comentarios y las sugerencias de los/as evaluadores/
as, punto por punto, en un documento aparte (ade-
mas de la nueva version del trabajo), titulado:
“Respuestas al Consejo Editorial”, que pueda leerse
e interpretarse de manera independiente de la nueva
version del trabajo. Los trabajos que sean reenviados
maés de una vez, o después de cuatro meses desde la
decision inicial, seran considerados como un nuevo
envio. Todos los cambios realizados en el nuevo en-
vio deberan resaltarse en amarillo o con control de
cambios para una mejor y mas rapida identifica-
cion.
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El Consejo Editorial decidira e informara si
el trabajo ha sido: aceptado sin modificaciones,
aceptado con modificaciones menores, aceptado con
modificaciones mayores o rechazado.

Una vez realizada la correccion editorial del
trabajo aceptado, este pasara a la etapa de Produc-
cion (disefio de la maqueta de publicacion). Los/las
autores/as recibiran una tltima prueba en formato
[.pdf] (prueba de galera) y dispondran de un breve
plazo que les sera comunicado, para enviar modi-
ficaciones. En caso de no enviarlas en el plazo esta-
blecido, la prueba se considerara aprobada para su
publicacion.

Los articulos se pondran a disposicion del ptblico
para que haga de ellos un uso justo y respetuoso de
los derechos de autor, cumpliendo las condiciones
de la licencia de uso Creative Commons CC-BY-
NC-ND. Este tipo de licencia permite a otras perso-
nas descargar la obra y compartirla, siempre y cuan-
do se otorgue crédito por la autoria, pero no permite
cambiarlas de forma alguna ni usarlas comercial-
mente.
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INFORMATION FOR AUTHORS

Editorial policy and general terms

The opinions expressed in the articles publi-
shed in ANALECTA VETERINARIA do not necessarily
reflect the opinions of the journal. ANALECTA
VETERINARIA authorizes the reproduction of its arti-
cles for academic purposes with the sole condition of
mentioning the source. The use of commercial
names cited for the identification of products in the
context of the presented articles does not direct or
indirectly imply endorsement or promotion of said
products by the journal.

The authors grant ANALECTA VETERINARIA the
rights of authorship in a non-exclusive manner.
They are responsible for the data and contents being
published, and claim having actively participated in
the research process and/or the preparation of the
work. The authors also declare the existence or not
of conflict of interests, mention the financial sup-
ports and specify the approval by the institutional
committees and regulatory authorities that corres-
pond to each case. It is their sole responsibility to
have authorization rights to cite unpublished data.
No editorial responsibility is assumed for the
accuracy of the references. Eventually, the Editorial
Board may require probative information.

Language

ANALECTA VETERINARIA accepts articles in
Spanish or English. Titles, abstracts and keywords
of the articles will be published in both languages.

Originality

The information contained in the articles
must be original (not published). It cannot be in the
process of evaluation in more than one journal or
other means of communication. Plagiarism (equal
or very similar information published with another
author in another medium) and duplicate publica-
tion (information already published by any sender)
are considered serious ethical errors which invali-
date their publication in ANALECTA VETERINARIA.

Standards of ethics

Regarding the definition of authorship, the
responsibilities of the editors and the causes that act
as a possible conflict of interests, ANALECTA
VETERINARIA adheres to the recommendations of the
International Committee of Medical Journal
Editors (http://www.icmje.org).

In relation to other aspects, such as the
format and style of preparation of the original,

Analecta Veterinaria establishes a set of rules that
are detailed in "Instructions for the preparation of
the article". All the doubts that may arise can be
consulted by electronic mail to:
analecta@fcv.unlp.edu.ar

The Editorial Board of Analecta Veterinaria
takes into consideration the ethical treatment of
experimental animals and reserves the right not to
publish works that do not comply with this premise.
The submission of each article will include the
certification of approval of the procedures perfor-
med for that work by the ethics committee of its
academic unit. If this is not possible it will be
recorded according to what national or international
ethical standards were carried out.

Types of articles for publication

Submissions of research papers, research
works in education, short communications, case
reports, technical reports, review articles and ab-
stracts of presentations in scientific meetings (only
by organizers) are accepted (see 1.3). The Editorial
Board will decide the priority of publication of each
work and the proportion of each type, privileging
those dealing with research.

Instructions for the preparation of
the article

General characteristics

The working language can be either Spanish
or English. It is preferred that works written in
English follow the grammar of British English.
Other variants of the English language are accepted,
provided they are uniformly followed throughout the
work.

Measurement units will be expressed
according to the Sistema International de Unidades
(www.cem.es/sites/default/files/siu8edes.pdf).

Abbreviations must be clarified the first
time the term or expression is mentioned but its use
will not be necessary if it is mentioned less than five
times. If the work requires the use of several abbre-
viations (more than ten) a list should be generated,
which will be included after the abstracts. Certain
abbreviations, acronyms and abbreviations (ATP,
DNA, ELISA, WHO, PBS, Dr., No., among others) do
not require clarification.

For naming substances, biological agents of
disease, anatomical terms, etc., recommendations of
the current nominas and consensuses for the
corresponding specialty will be followed. Commer-
cial products must be identified by means of the
registered trademark symbol (®/™), also specifying
the generic names of the main components. If they
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are mentioned in the “Materials and methods”
section, the name and address of the manufacturer
(city, country) must also be entered. Scientific
names of generic or lower category will be written in
italics.

Original for publication (general)

The original for publication includes a main
document and other files:

1- Main document: it is a file that
contains the presentation page, sections of the work
(which vary according to their type), acknowledg-
ments, conflict of interests’ statement, bibliography
and the legends for the figures. This document may
have some of the following formats: doc, doex o
rtf.

2- Other files: tables, figures, supplemen-
tary material.

1- Main document

1.1. General format of the document del
documento (common to all type of articles)

The document will be configured in A4-size
paper, with margins of at least 3 cm per side and 1.5
line spacing. The text should be aligned in the left
and right margins (justified text). The Times New
Roman font type of 12 points will be used. Pages
should be numbered, using Arabic numerals in the
lower right corner. Likewise, the lines must be
numbered throughout the entire document consecu-
tively, starting on the first page or presentation
page. The use of automatic hyphenation will be
allowed exclusively for scientific meetings abstracts.

1.2. Other characteristics common to all type
of articles

1.2.1. First page

The first page will contain the title of the
work in two languages, the names of the authors,
their respective filiation/place of work, the complete
data of the person who sends the work and constitu-
tes the contact and the running title of the work.
Official institutional addresses (postal address and
email) are preferred. If necessary, this page may
exceed the length of the A4-size paper.

- Title. It will be written with the initial capitalized
(type sentence) and in bold, centered, and text set
in 14 points Times New Roman font. It will be
concise, but sufficiently informative. It is desirable
to include some conclusion of the work. It should

not contain abbreviations without clarification, and
it will only contain abbreviations, acronyms or
shortenings widely disseminated (eg DNA, AIDS,
WHO). An interline space will be left and then the
title will be consigned in English (or in Spanish, if
the article was written in English), with the same
typographical characteristics.

- Identification of authors. Leaving a space after the
title in the second language, the last name/s will be
written first, a comma, and then all the complete
names. It will continue in this way, separating them
by semicolons (;). Numbers with a superscript
format will be placed to indicate the institutional
affiliation. Following the superscript, we encourage
the inclusion of the ORCID (Open Researcher and
Contributor ID) identification code, which in the
final article will constitute an icon with a hyperlink
(see example on the first page below). The author or
contact author will be identified with an asterisk.

- Institutional affiliation/Workplace. It will be
entered immediately. First, the research unit should
be indicated (Chair, working group, Laboratory,
Institute). Then, the Faculty or another institution
on which it depends, the University or higher
organization.

Those who register their membership in a
research agency must also state, in dependencies of
which institution they work, for example:
National Council for Scientific and Technical
Research (CONICET), School of Veterinary
Sciences ...”.

In case of being an activity professional in
the private field, “independent professional”, locality
and country of work will be consigned.

If all the working places are in the same
country, this can be recorded at the end of the
labour affiliations. Otherwise, the different countries
must be included in each workplace.

Next, the contact email address should be
included (for format, see example).

Even the acronyms of recognized
institutions in the field of veterinary sciences should
be clarified, since they may be unknown to
inhabitants of other countries.

- Running title. Tt will be written in the same
language as the work, after the contact email, leav-
ing a space. It will consist of a short and repre-
sentative title, of 45 characters or less, including
spaces.

- Personal information. Below the running title the
complete work postal address and the contact
author's telephone number will be consigned. Only
the email address will be visible in the published
version.

Email addresses of the rest of the authors
should be included in the metadata section during
the online submission process, but they will not be
published.
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First page example

Full title in the language of work

Title in the second language

Last name(1), Names!; Last name(2), Names!;
Last name(:)))’ NameSZ,orcid.org/0000—0002—xxxx—xxxx;
Last name(4), Names?; Last name(5), Names?;
Last name(6), Names'*

1. Chair, Department, Faculty/School/College,
University, Country. 2. Laboratory, National
Council of Scientific and Technical Research
(CONICET), Faculty, University. Country. 3.
Independent professional. City, Country. 4.
Laboratory, National Institute of Agricultural
Technology (INTA).

*Email address of the contact author:
identification@mail.edu

Running title

Data of the contact author (*)
Complete postal work address and contact
telephone

1.2.2. Second and third pages: they will contain
the abstracts and the keywordscontendran los
resimenes y las palabras clave.

The second page will contain the abstract of
the work in the language in which it was written,
under the subtitle Abstract and, below, leaving a
space, will include the keywords in the same
language, under the subtitle Key words. On the next
page (third), the abstract will be written in the
second language (in Spanish it will be subtitled as
Resumen). Leaving a space, the keywords will be
consigned with the subtitle: Palabras clave.

- Characteristics of the abstracts. They will include
the objectives, main results and conclusions,
developed in 200 words or less. It is suggested to
avoid acronyms and abbreviations. They will not be
divided into sections or contain bibliographic
citations.

- Key words. They are additional words or
expressions that facilitate the retrieval of the
document from bibliographic databases. For greater
utility in the search within the indexing systems, the
use of terms not included in the title is suggested.

Three to five keywords separated by commas will be
accepted.
1.2.3. Following pages

They will contain the text,
acknowledgments, conflict of interests’ statement,
bibliography and legends for the figures.

- Text. Organized in sections according to the type of
article. These will be headed by uppercase/lowercase
subtitles (sentence type), without endpoint. The text
will contain the entries for all the tables, figures,
bibliographical references and supplementary
material. Following the text, the acknowledgments,
the conflict of interests’ statement and the list of
bibliographical references (under the subtitle
Bibliography) should be announced.

- Acknowledgements. Here, thanks to people who
have made significant contributions that do not
constitute authorship can be included. In this
section, the source of financing of the work must
also be included as well as the codes of identification
of subsidized projects.

- Conflict of interest’s statement. There is a conflict
of interest when professional judgment regarding a
primary interest (the patient's well-being, the
validity of the research) can be influenced by a
secondary interest (such as economic benefit).
Under this title:

a- financial or personal relationships with
organizations or persons that may influence or bias
the results of the work may be recorded.

b- it may be declared that there is no conflict
of interest.

Example:

There is no conflict of interest, including among the
latter the financial, personal or other relationships
with other people or organizations that could
inappropriately influence the work.

- Bibliography. ANALECTA VETERINARIA uses the
format of references based on the Harvard style, of
the type “author-year” in the text and in alphabetical
order in the list of references.

All articles or other sources used as
references should be accessible online or through
bibliographic search engines. Otherwise, the
document may be sent at the request of the
evaluators or the Editorial Board. Sources based on
communications presented at scientific meetings,
personal communications, procedures manuals,
institutional protocols and theses should be reduced
to a minimum and only be incorporated if a source
published in another medium is not registered.
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Format of references in the text

It will be recorded, in parentheses in blue
font colour (including parentheses): the last name of
the first author (followed by the expression et al., if
it is more than two authors) and the year of
publication, separated by a comma, according to the
example. If the article has only two authors both will
be consigned separated by the sign: &. If the
construction requires it the reference can be in the
middle of the sentence.

... puede persistir el infiltrado de linfocitos (Deeg et
al., 2002).

... similares a los musculos maseteros del ciervo axis
(Mateo & Sanchez, 2016).

Authors could also have chosen to express:

“Segin Deeg et al., (2002), puede persistir el
infiltrado de linfocitos.

If the same statement is based on more than
one bibliographic citation these must be separated
by a semicolon (;). The incorporation of quotes in
parentheses will be alphabetical (see example
below). If two or more references are included from
the same author, the publication dates should be
separated by commas, in ascending chronological
order.

en las células apoptéticas se produce la
externalizacion de la fosfatidilserina de la
membrana (Fadok et al., 1992; Savill, 1993, 1997;
Willie, 1997).

If two or more references are included from
the same author and the same year they will be
identified by letters:

.. inducido por las células macrofagicas (Jones et
al., 2009a, 2009b).

These same letters should be recorded later
in the references list.

References to personal communications will
be indicated in parentheses in the following way:
(personal communication, author, year). The author
may be omitted if it is included in the text.

Format of references in the Bibliography
(list of references)

The order will be alphabetical, and each
reference must include the totality of au-
thors.

Articles in journals

The complete list of authors and their
initials, separated by commas, will be cited. Then the
year between points will be consigned. Next, the title
of the work with uppercase and lowercase letters
(sentence type), without quotes or bold. Next, the
full title of the journal followed by a period. Then,
the volume, number of the journal (in parentheses),
followed by a colon and the pages of the article
separated by a hyphen, in that order, without spaces
after the punctuation marks. If available, the Digital
Object Identifier (DOI) will be included at the end of
the reference, according to the format shown below:

Rensetti D, Marin M, Quintana S, Moran P, Verna A,
Odeén A, Pérez S. 2016. Involvement of tolllike
receptors 3 and 7/8 in the neuropathogenesis of
bovine herpesvirus types 1 and 5. Research in
Veterinary Science. 107:1-7.
doi:10.1016/j.rvsc.2016.04.009

Buldain D, Buchamer A, Marchetti L, Aliverti F,
Borja C, Mestorino N. 2017. Efecto antimicrobiano
de la combinacion de cloxacilina con aceite esencial
de Melaleuca armillaris frente a Staphylococcus
aureus. Analecta Veterinaria. 37(2):33-9.
doi:10.24215/15142590€014

If it is an advance publication available
online, which is not part of a volume, this situation
should be recorded.

Books

SThe authors, the year of publication, the
title and the edition (if it is not the first) will be
cited. Then, the city of the publication and the name
of the publisher, separated by comma.

Gilbert SF. 2006. Biologia del desarrollo. 7° Ed.
reimp. Buenos Aires, Médica Panamericana.

Chapters of books

The reference will consist of authors of the
chapter and title of the chapter. In: authors of the
book. Year of publication. Title of the book, edition
(if not the first). Then, the city of publication, name
of the publisher and initial and final pages of the
chapter.

Garcia V, Ochoa L, Quiroga MF, Pasquinelli V.
Aspectos celulares y moleculares de la respuesta
inmune frente a las micobacterias. En: Rabinovich
GA. 2004. Inmunopatologia molecular: nuevas
fronteras de la medicina. Un nexo entre la investi-
gacion biomédica y la préctica clinica. Buenos Aires,
Médica Panamericana, pp. 217-27.
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Lewin B. Chapter 4: Clusters and repeats. En: Lewin
B. 2003. Genes VIII. Upper Saddle River, Pearson
Education Inc., pp. 85-133.

Scientific meetings abstracts

A format like that of articles in journals will
be used, registering the name of the meeting after
the title of the work. Then, city, country and page.

Pardini L, Bacigalupe D, Moré G, Rambeaud M,
Basso W, Perfumo CJ, Hermann DC, Schares G,
Venturini MC. 2011. Isolation and molecular
characterization of Toxoplasma gondii strains in
slaughtered pigs from Argentina. The 23rd
International Conference of the World Association
for the Advancement of Veterinary Parasitology.
Buenos Aires, Argentina, p. 336.

Master's or doctoral thesis and specialization final
works

Author and year will be indicated. Then, the
title of the thesis/work. Then, the indicator "Thesis
of' or “Work of” followed by the career and
institution that grants the title. Subsequently, the
location of the resource (URL) from which the thesis
or final work can be retrieved will be indicated, if
deposited in an institutional repository.

Huber B. 2012. Estudio farmacocinético de tilosina
en abejas meliferas. Variables con impacto en el
nivel de residuos en miel. Tesis de Maestria en
Tecnologia e Higiene de los Alimentos, Facultad de
Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La
Plata. http://sedici.unlp.edu.ar/handle/10915/1592.

Muriel M. 2016. Determinaciéon de la cinética del
dafo en el ADN de leucocitos de sangre periférica en
equinos sometidos a esfuerzo fisico de alta
intensidad. Tesis de Doctorado en Ciencias Veteri-
narias, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universi-
dad Nacional de La Plata. http://sedici.unlp.edu.ar/
handle/10915/59227.

Electronic books with free access on the internet

Authors. Year of publication. Title as it
appears in the corresponding search engine
[electronic book/ebook]. DOI (if available). Place of
publication (if known), publisher. Available at:
(URL) [access date].

Rang HP, Dale MM, Ritter JM, Flower RJ,
Henderson G. 2012. Rang y Dale Farmacologia.
Séptima Edicion [e-book]. Amsterdam, Elsevier.
Available en: https://goo.gl/NFIeWT [Consulted
01/06/2017].

Frank SA. 2002. Immunology and Evolution of
Infectious Disease [ebook]. Princeton, Princeton
University Press. Available at:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK2394/
[Consulted 01/06/2017]

Website

Authors. Year of publication. Page title.
[Online] Available at: (URL). [Consulted (date of
consultation)].

Abramowitz M, Davidson MW. 2018. Anatomy of
the Microscope: Introduction. [online] Available at:
https://www.olympus-lifescience.com/en/
microscope-resource/primer/anatomy/
introduction/ [Consulted 20/11/2018].

Organizacion Mundial de la Salud (OIE). 2018.
Encefalopatia espongiforme bovina (EEB). [online]
Available at: http://www.oie.int/es/sanidad-animal-
en-el-mundo/enfermedades-de-los-animales/
encefalopatia-espongiforme-bovina/

[Consulted 20/11/2018]

In case of doubts about how to cite another
type of material (international standards, laws,
partial publications in electronic books of scientific
meetings, patents, reports of organizations, etc.)
communicate with the editorial board, starting a
thread of discussion in the portal of the journal.

- legends to the figures. They are part of the main
document, but they will be written on a separate

page.

1.3. Characteristics of each type of article

ANALECTA VETERINARIA publish articles in 8 different
sections. These are:

- Editorial note. It is the presentation of the
number or volume. It is published by the Director of
the journal, on particular occasions.

- Research work. They are complete reports of
original research or meta-analysis. They consist of
the following sections (4): Introduction, Materials
and methods, Results, and Discussion and
conclusions.

- Teaching research articles. These are works
that constitute a contribution for the teaching of
Veterinary Sciences (research work, interventions,
etc.) that are superior to the mere presentation of
quantitative results and include the corresponding
analysis. They consist of the following sections (5):
Introduction (in which the motive of interest, the
current status of the issue, the theoretical
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foundations in which it is framed and the objectives
and hypotheses of work may be included), Methods,
Results (presentation and analysis), Discussion and
conclusions, and Projection of the investigation.

- Short communications. These are original
reports that are characterized by being limited in
size or extent or, because of their novelty, require
immediate communication as a preview of a more
exhaustive one. They consist of the same sections as
the research works. They cannot exceed 5 pages of
text (in A4-size paper, excluding the first page and
the abstract page) or the 3 figures. They will have, at
most, 15 bibliographical references.

- Review articles. They are narrative reviews
aimed at updating a relevant topic and include a
critical discussion of the state of knowledge. They
consist of a brief Introduction (in which the interest
of the topic or the reason for the review is
explained), Subtitles (those that are appropriate to
the topic in question) and Discussion and
conclusions. They will have, at least, 40
bibliographical references.

- Case reports. They consist in the description of
cases with unusual aspects that provide meaningful
and original information. This concept includes the
presentation or unusual progress of a disease,
collateral or adverse effects not reported during
treatments or vaccination plans, among others. They
consist of Introduction, Presentation of the case
(with the subtitles that require the type of case) and
Discussion and conclusions. It must include relevant
findings, both positive and negative, that arise from
the examinations performed, the interpretation of
the results and their discussion with references to
the articles cited. If it is a only one case, the clinical
history will be complete, if there are several, only
the most relevant data of each one will be consigned.
They will have a maximum of 15 bibliographical
references.

- Technical reports. They are descriptions and
analysis of novel techniques in the fields of research,
diagnosis or surgical treatment. They consist of
Introduction, Methodological description, and
Discussion and conclusions. In this and other types
of work that require it, the methodological
description can be enriched through videos of high-
quality information. They will have, at most, 15
bibliographical references.

- Scientific meetings abstracts. Its presentation
will be in charge of the organizers of scientific
meetings that took place at the National University
of La Plata, after agreement with the Editorial Board
of the journal. These abstracts will be published in a
Supplement. To establish the format of the abstracts
those who organize such meetings are invited to get
in touch by email (analecta@fcv.unlp.edu.ar) to
know the formal aspects required.

2. Other files

2.1 Figures

Figures that illustrate the work are conside-
red both photographs and linear drawings and
schemes. They must be numbered correlatively with
Arabic numerals and cited in the text in the order
that corresponds. Photographs should not include
faces of people who are not authors, or animals with
specific marks that allow them to be recognized,
unless they have the written consent of their owners.
It is the responsibility of the authors to obtain
permission from those who possess the intellectual
property to reproduce figures or tables that have
been published elsewhere. The illustrations must
have an adequate contrast. They must be sent
separately from the text and in TIFF format.

Figures corresponding to microscopic ima-
ges captured from video or photographic cameras
mounted on the microscope and those scanned from
photographs must have a final resolution of at least
300 dpi. These images must contain a calibration
bar indicating the final magnification observed.
Magnification units resulting from the multiplica-
tion between the objective and the eyepiece will not
be accepted (for example: 400X).

Figures corresponding to line drawings and
diagrams should have a final resolution of 600 to
1200 dpi. The size of the letters and numbers
included in the figures should be adequate to
preserve legibility, even after the size reduction. The
legends for the figures must constitute an accurate
description of the contents of the figures and
mention the techniques whose results are shown
there. All texts containing the figures (including
legends) must be accessible for correction.

2.2 Tables

Tables will be designed using the corres-
ponding function of the word processor or spread-
sheets. They must have a simple structure (initial
horizontal lines and end of table and line of column
headings), without shading and without divisions
between rows or columns. All text that contains the
tables (including titles) must be accessible for
correction. They will be sent in a separate file with
the title and the corresponding references which
must follow the same typographical criteria as for
the rest of the work presented.

2.3 Supplementary material

Other types of files such as videos or
hyperlinks, whose relevance and quality will be
evaluated by the Editorial Board may be sent. This
material will not be considered if it is not sent
according to the format that is detailed here:
maximum weight of 20 MB each with a format
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reproducible using free programs and tools (PDF,
SWF, MP4, MOV, XLS, XLSX). The data of the
supplementary material (name of the file, format
and extension, title of the presented data and
description of the data) will appear in the section
“Legends to the figures”.

Submission of work, review process and
communication with authors

ANALECTA VETERINARIA receives works for its
publication continuously. It is the responsibility of
the person submitting the article to ensure that all
the authors have read and approved it and agree to
send it to ANALECTA VETERINARIA.

Submission and all subsequent communica-
tions will be done online at:

https://revistas.unlp.edu.ar/analecta/index

Submission language and the section to
which it corresponds will be consigned. SUBMIS-
SION REQUIREMENTS will be read, fulfil and
mark. Among them, it is compulsory to accompany
the shipment with a brief note of presentation in the
box “Comments for the editor” in which the interest
of your publication is mentioned. In the presenta-
tion note, it is asked to include names of potential
evaluators, who in no case may have been co-
authors of any author, at least in the last five years,
or current members of the same institution. These
data are received as a suggestion and do not
generate any commitment for the Editorial Board.

It is a requirement that authors provide all
their full names and the institutional email address-
es in the boxes corresponding to the meta-data of
the shipment. Those who practice the profession
independently or privately will consign an active
email address.

Revision

The Editorial Board will evaluate the
relevance of the work according to whether it fits the
areas of knowledge reached by the journal. If
applicable, the Editorial Board will verify that the
following premises are met:

-quality of content to be submitted to external
evaluation.

-grammatical structure of the language of work.
-adjustment to editorial standards (including
bibliography).

Works not complying with the editorial
norms will be returned to be reordered according to
them, with peremptory date of receipt. In case of not
being resubmitted within the prescribed period the
system will issue a "rejection" response, which does
not prevent a new submission.

Articles will be submitted to a double-blind
peer review (the names of all the people involved as
authors or evaluators will be kept anonymous). The
Editorial Board will select at least two external
specialists for this functions.

When the results of the evaluation are
available, a discussion thread will start at the portal.
The comments and suggestions of the evaluators
should be answered, point by point, in a separate
document (in addition to the new version of the
work), entitled: “Responses to the Editorial Board”,
which can be read and interpreted independently of
the new version of the work. The works that are
forwarded more than once, or after four months
from the initial decision, will be considered as a new
submission. All changes made to the new submis-
sion should be highlighted in yellow for better and
faster identification.

The Editorial Board will decide and inform
if the work has been accepted without modifications,
accepted with minor modifications, accepted with
major modifications or rejected.

Once the editorial correction of the accepted
work has been made, it will go to the Production
stage (design of the publication layout). The authors
will receive a final version in [.pdf] format (galley
proof) and will have a brief period that will be
communicated to them, to send modifications. In
case of not sending them within the established
term, the final version will be considered approved
for its publication.

The articles will be made available to the
public to make them fair and respectful use of
copyright, complying with the terms of the Creative
Commons CC-BY-NC-ND license. This type of
license allows other people to download the work
and share it, as long as credit is granted for the
authorship, but does not allow them to be changed
in any way or used them commercially.

ANALECTA VETERINARIA 66


https://revistas.unlp.edu.ar/analecta/index 

	TapaAnalectaVeterinaria-39(2)
	PrimerasHojas 39(2)
	Indice39-2
	Editorial 39(2)
	Miceli1_etal
	Miceli2_etal
	Santelices_etal
	Fernandez_etal
	Compagnoni_etal
	Vicente_etal
	InstruccionesParaAutores 39(2)
	InstructionsForAuthors 39(2)

