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Trabajos de Investigacion

PRODUCCION DE ENSILADO DE PESCADO EN BAJA ESCALA
PARA USO DE EMPRENDIMIENTOS ARTESANALES

J Copes’, K Pellicer!, G del Hoyo!, N Garcia Romero?.

!Catedra de Tecnologia y Sanidad de los alimentos. ?Catedra de Patologia General.
Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata.

Resumen: Las producciones alternativas en el ambito agropecuario han cobrado especial
interés para los pequenos productores como una forma de diversificar la estrategia de pro-
duccion. La mayor limitante de estas producciones emergentes se basa en la necesidad de
alimentos de buena calidad y bajo costo. El ensilado de pescado es un suplemento dietario
desarrollado y usado con grandes resultados en otros paises. La finalidad de este trabajo
es comunicar la obtencién de ensilado de pescado, con una metodologia sencilla, accesible,
econémica y factible de ser implementada por productores con bajo nivel de tecnificacion.

Palabras claves: ensilado de pescado, acidificacion.

FISH SILAGE FOR SMALL PRODUCERS

Abstract: Alternative productions in the farming field have become of great importance to
small producers as a way to expand their production strategy; the main obstacle being the
demand of good quality food at a low cost. Fish silage is a diet supplement which has been
developed and used successfully in other countries. The subject of this work is fish silage
production with a simple, available and economical method that doesn’t require the use of
advanced technology.

Key words: fish silage, acidification.

Fecha de recepciéon: 29/08/05 Fecha de aprobacién: 20/01/06

Direccion para correspondencia: Julio A. Copes, Catedra de Tecnologia y Sanidad de los Alimentos. Facul-
tad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata. CC 296, (B1900AVW) La Plata. Argentina.
E-mail: jcopes@fcv.unlp.edu.ar
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INTRODUCCION

El ensilado de pescado es un producto que
puede ser elaborado a partir de los residuos de la
elaboracién de productos de la pesca (1, 2).

Segtn Balsinde Ruano (3) y Oetterer (4),
el ensilado de pescado es un alimento que posee
gran digestibilidad, cualidad que le proporciona
un gran beneficio en alimentaciéon animal, sin
dejar de mencionar que las proteinas que lo cons-
tituyen son de un elevado valor biolégico.

Esta modalidad se ha desarrollado en
muchos paises europeos, como asi también en
América Latina (5, 6) con la finalidad de proveer
un suplemento dietario para la alimentacion de
cerdos, aves, piliferos, ranas, peces, etc.

La metodologia para la obtencién de ensi-
lados es de bajo costo, relativamente facil y se
pueden adecuar los volimenes a las necesidades
de cada produccion.

En la elaboracién del ensilado se genera
un descenso del pH a valores cercanos a 4. De
esta manera, se activan las enzimas propias del
pescado produciendo su autoélisis. Como conse-
cuencia se modifican caracteristicas intrinsecas
que inhiben el desarrollo de bacterias del dete-
rioro y patégenas, que le confiere al producto
una conservacién prolongada en el tiempo, a
temperatura ambiente.

Los ensilados pueden ser biolégicos y
quimicos. Los primeros, son aquellos que a la
molienda del pescado, se le adicionan hidratos
de carbono (ej. melaza) y microorganismos (Lac-
tobacillus plantarum, Streptococcus, Candida
lipolitica, etc.). En el caso de los quimicos, se uti-
lizan diferentes acidos, tales como: acido formico,
sulftirico, clorhidrico, propiénico o mezclas de
acético, formico y fosfoérico, férmico y sulfarico o
propiodnico y sulfarico (7, 8, 9). El resultado final
en ambos casos es un descenso del pH.

Segtn las consideraciones anteriormente
citadas, se tomé como objetivo de este trabajo el
desarrollo de un ensilado de pescado en pequeina
escala a partir de residuos de pejerreyes, con la
finalidad de obtener un suplemento dietario pro-
teico de alto valor biolégico para ser utilizado en
micro emprendimientos de acuicultura.

MATERIALES Y METODOS

Como materia prima se utilizaron resi-
duos del fileteado de pejerrey (cabeza, tronco y
visceras), filetes defectuosos y algunos pescados
enteros. Se obtuvieron un total de 12 kg, en 5
oportunidades, conservandose a -18 °C durante
2 meses.

Previo descongelado, se pic6 con una ma-
quina manual (picadora de carne) marca Alexan-
der Werk N° 10. El primer picado se efectud
empleando una rejilla con orificios de salida de
1 cm de diametro y se almacené en recipientes
plasticos con tapa. Luego se acidificé el producto

con el agregado de 2,8 % de acido férmico (Do-
uglas Indus. Arg.), posteriormente se procedi6 a
mezclar el preparado y se lo conservé a tempe-
ratura ambiente. Un segundo picado se realiz6
a las 24 horas utilizando una rejilla de 0,5 cm
de diametro.

A las 24 horas del primer mezclado, se
control6 el pH, obteniéndose un valor de 4,40.
Se adicion6 a la mezcla una solucién de acido
sulfarico al 20% en forma gradual, hasta esta-
bilizar el pH en 4.

A los 30 dias, se tomo6 una alicuota de
aproximadamente 25 g y se sumergié durante
48 horas en agua para observar su estabilidad
en el medio acuoso.

La evaluacién del producto se llevé a cabo
mediante la toma de pH, analisis microbiologicos,
determinaciéon de humedad y determinacion del
porcentaje de proteina.

Las determinaciones de pH se realizaron
con un pH metro (Hanna HI 8424) introduciendo
el electrodo a 2, 5y 10 cm de profundidad desde
la superficie del ensilado, en forma diaria durante
toda la experiencia. El valor final, se obtuvo de
un promedio de 10 tomas.

Los analisis microbiologicos se realizaron
mediante el conteo de psicrétrofos totales, hongos
y levaduras, los dias 15, 20, 25 y 32. Las colonias
aisladas en los recuentos de psicrotrofos totales,
se colorearon con la tincién de gram.

También, se evalud la presencia de Sal-
monella spp los dias 20 y 30. Todos los analisis
bacteriologicos se realizaron siguiendo la metodo-
logia descripta en Food and Drugs Administration
(FDA) (10).

Se determiné humedad en estufa de secado
San Jor SE 30 T a 105 °C hasta peso constante
y proteinas por el método de Kjeldhal.

RESULTADOS

El picado obtenido con la metodologia ci-
tada produjo una pasta uniforme, que permiti6
el contacto homogéneo con los acidos (7). Luego
del segundo picado y con el uso de los dos acidos
(acido férmico y sulfairico) se logro el pH buscado
(4), manteniéndose cerca de ese valor durante 30
dias (Fig. 1).

Al dia cero el ensilado presenté caracteris-
ticas de textura untuosa y su color fue gris claro.
Después de S dias, se transform6 en una pasta
de color marrén, adhesiva (queda adherido a las
paredes de un cuchillo) que mantuvo su forma.

Las alicuotas del ensilado sumergidas en
agua mantuvieron la forma sin ningin tipo de
modificacion dentro de las 24 horas, mientras que
a las 48 horas, se observo que la forma se man-
tuvo, pero se evidenciaron pequenas grietas.

Los estudios microbiolégicos mostraron un
bajo recuento de bacterias psicrotrofas con una
disminucién luego del dia 25, lo cual no influye en

6 AnaLECTA VETERINARIA 2006; 26 (1): 5-8
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la conservacion del producto. La figura 2 muestra
los valores obtenidos en el recuento de microor-
ganismos psicrotrofos totales (log [UFC/g]).

En la tincion de Gram, se identificaron
gérmenes Gram positivos, de los cuales un 90%
presento forma de bacilos grandes, y el 10% res-
tante fueron formas cocoideas. No se obtuvo de-
sarrollo de hongos y levaduras. La investigacion
de Salmonella spp. arrojé resultado negativo.

El analisis de humedad no arrojé diferen-
cias con respecto al tiempo de almacenamiento,
ya que en el dia 1 se obtuvo un 77% y en el dia
30 fue de 76%.

Con el método de Kjeldhal, el porcentaje de
proteinas en el dia 30 fue de 16,6%.

DISCUSION

Una de las etapas mas importantes en la
elaboracion del ensilado de pescado es la mo-
lienda, para lo cual han sido descriptas distintas
técnicas de molienda de pescado y sus residuos
(3, 7).

En este trabajo se emplearon herramientas
accesibles para los pequenos productores, como

las maquinas manuales de picar carne. La utili-
zacion de una rejilla de mayor diametro (1 cm),
posterior acidificacion y nuevo picado con una
rejilla de menor diametro (0,5 cm) solucioné el
problema que generan las especies que poseen
escamas en la elaboracion de ensilados. Vale des-
tacar que esta metodologia puede ser realizada
sin inconvenientes por una sola persona.

Con respecto a la acidificacién, el agregado
de 2,8% de acido férmico no fue suficiente para
llegar a un pH de 4, lo cual se logré con la adicion
de acido sulftrico al 20%.

El pH alcanzado con el agregado de acidos
genera caracteristicas intrinsecas que no son
aptas para el desarrollo de muchas especies bac-
terianas, por lo cual resulta irrelevante la carga
microbiana inicial de la materia prima. También,
consideramos importante resaltar, que en los
meses de otofio e invierno las temperaturas son
bajas, influyendo en el desarrollo microbiano en
los ensilados que utilizan esta metodologia.

En este caso, no influy6 la temperatura, ya
que, a los 15 dias de realizado, las caracteristicas
organolépticas observadas concordaron con los

ISSN 0365-5148
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J. Copes y col.

resultados obtenidos por otros autores (3, 4, 7),
asi como también los porcentajes de humedad
y proteinas.

Con respecto a la firmeza del producto, el
tiempo durante el cual mantuvo su forma sumer-
gido en el agua y la capacidad de mezclarse con
otros componentes (fibra, proteinas, antibio6ticos,
etc.) le confieren al mismo una gran versatilidad
al momento de elegir un alimento como suple-
mento dietario.

También es importante mencionar que este
tipo de suplemento es de muy bajo costo (si es
comparado con harina de pescado).

Por lo expuesto, concluimos que el producto
posee una sumatoria de ventajas para los peque-
nos productores que justifican la implementacion
del ensilado quimico en los establecimientos de
acuicultura:

Materia prima economica y de facil obten-
cion.

Magquinaria de proceso barata y sin com-
plicaciones de operatividad.

Insumos accesibles (acidos).

Sencilla operatividad y manipulaci6n.

Prolongada vida util.
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Trabajos de Investigacion

PHYSIOLOGICAL VARIATIONS OF SERUM ELECTROLYTES
(Na, K, Ca, P, Mg, Cu) IN FARM-HOUSED
Caiman latirostris AND Caiman yacare
(Crocodylia: Alligatoridae)

JA Coppo, NB Mussart, NN Barboza, SA Fioranelli, GA Koza, WS Prado

Catedra de Fisiologia, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Nordeste

ABSTRACT: The purpose of the study was to establish the reference interval for serum
electrolytes from captive northeastern Argentine caimans, as well as to detect physiological
variations related to species, sex, age, feeding and year season. Samples from 223 healthy
subadults, both sexes specimens of Caiman latirostris (n=109) and Caiman yacare (n=114),
were obtained. Serum values of sodium (149.1+5.8 meq/l) and potassium (4.62+0.7 meq/1)
were determined by flame photometry. Calcium (9.07+0.8 mg/dl), inorganic phosphorus
(4.28+0.8 mg/ dl), and magnesium (2.62+0.31 mg/ dl) were measured by spectrophotometry.
Copper concentration (98.9116.2 g/ dl) was determined by atomic absorption spectrophotom-
etry. Magnesium levels were significantly higher in C. latirostris than in C. yacare, and also
they were higher in males than in females (p<0.05). Potassium was lower in C. latirostris.
Growth produced significant decrease of calcium and inorganic phosphorus. All serum elec-
trolytes registered lowest values in winter. Handling and feeding systems applied on farmed
reptiles caused calcium, inorganic phosphorus, sodium, magnesium, and copper values higher
than those registered in zoo specimens. Obtained data are applicable for caimans nutritional
control, as well as for diagnosis and illness prevention.

Key words: Caiman latirostris, Caiman yacare, serum electrolytes, physiological varia-
tions

VARIACIONES FISIOLOGICAS DE ELECTROLITOS SERICOS
(Na, K, Ca, P, Mg, Cu) EN Caiman latirostris Y
Caiman yacare (Crocodylia: Alligatoridae)
ALOJADOS EN CRIADEROS

RESUMEN: El propésito del estudio fue establecer el intervalo de referencia para el ionograma
sérico de caimanes autoctonos del nordeste argentino mantenidos en cautiverio, asi como
detectar variaciones fisioldgicas atribuibles a especie, sexo, edad, alimentacion y estacion
del ario. Se emplearon 223 ejemplares sanos, sub-adultos de ambos sexos, de las especies
Caiman latirostris (n=109) y Caiman yacare (n=114). Mediante fotometria de llama se deter-
minaron las concentraciones séricas de sodio (149,1+5,8 meq/) y potasio (4,62%0,7 meq/l).
Por espectrofotometria se obtuvieron los valores de calcio (9,07+0,8 mg/ dl), fésforo inorgdnico
(4,28+0,8 mg/ dl) y magnesio (2,62+0,31 mg/ dl). El cobre (98,9+16,2 ug/ dl) fue determinado por
espectrofotometria de absorcion atémica. La concentracién de magnesio fue significativamente
mds alta en C. latirostris que en C. yacare y mayor en machos que en hembras (p<0,05). El
potasio fue mas bajo en C. latirostris. El crecimiento produjo disminuciones significativas de
calcio y fésforo inorgdanico. Todos los electrdlitos registraron sus niveles mds bajos en invierno.
Los sistemas de manejo y alimentacion aplicados en un criadero produjeron valores de calcio,
fésforo inorganico, sodio, magnesio y cobre superiores a los registrados en un zooldgico. Los
datos obtenidos son aplicables al control nutricional, asi como al diagndstico y prevencion de
las enfermedades de estos reptiles.

Palabras claves: Caiman latirostris, Caiman yacare, electrolitos séricos, variaciones fisio-
logicas

Fecha de recepciéon: 21/02/06 Fecha de aprobacion: 05/06/06

Direccion para correspondencia: José Antonio Coppo, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNNE, Sargento
Cabral 2139, Corrientes (3400), Argentina. Tel./fax 03783-425753.
E-mail: jcoppo@vet.unne.edu.ar

ISSN 0365-5148 AnaLECTA VETERINARIA 2006; 26 (1): 9-15



J.A. Coppo y col.
INTRODUCTION

Argentine caiman population was dimin-
ishing until the decade of 1980, when severe
controls against stealthy hunt were imposed.
Nowadays, these measures and the introduction
of rearing programs as ranching system, allowed
an increase of its populational density (1).

The ranching system consists on the gather-
ing of eggs from wild nests, and an ulterior cap-
tive rearing, with restitution of juvenile caimans
to the same environment, in a similar number to
the proportion of specimens that would have sur-
vived under natural conditions, in safeguard of
the ecological balance (2). Caimans constitute an
important income source for the regional econo-
mies, through the export of leather and meat.
This production generates currencies nearby to
8 million dollars per year in Argentina (3).

Caiman latirostris and Caiman yacare are
autochthonous species that inhabit fresh water
of our country. The age determination of these
reptiles is impossible if date of birth is ignored
(4). Therefore, caimans are divided in four im-
portant biological categories, according to their
total longitude: I (0.23-0.40 m: younger than one
year), II (0.41-1.30 m: subadults), III (1.31-1.70
m: adult reproducers, males and females), and
IV (> 1.70 m: mature males) (1). Adults caimans
are unselective carnivores that can consume
either live animals or carrion; in hatcheries they
are maintained on balanced food with mineral
supplement (2). Environmental temperature is
important in feeding behavior and the digestive
process. Most crocodilians cease feeding when
the temperature goes below 25 °C. The optimal
feeding temperature is considered between 25
and 35 °C (5).

Knowledge of serum electrolyte concen-
trations and their physiological variations are
incomplete and controversial in autochthonous
caimans. Electrolytes are responsible of the inter-
nal environment osmolarity, and their imbalances
originate serious illnesses (6). All crocodilians
have salt-excretory lingual glands, even those
that are fresh water inhabitants, such C. latiros-
tris as C. yacare. Alligatoridae members’ lingual
glands are much simpler in structure and haven’t
much ability to concentrate or secrete NaCl com-
pared with other families (7). Periodic water sub-
mergence is necessary for all crocodilians in order
to counteract water loss. Water intakes consists
of incidental drinking and drinking when feeding;
water is also absorbed through the skin. Juvenile
crocodilians may lose up to 20% of liveweight
per day through dehydration. Daily movement
between land and water is necessary to maintain
their correct osmoregulation (5).

Loss of sodium in fresh water crocodiles
is fairly low, and the main sodium route loss
is through the skin. Evaporative water loss oc-

curs from the respiratory tract, the mouth, and
the skin. Kidneys are the primary route for the
excretion of waste nitrogenous but not for NaCl
excretion; kidneys are not able to regulate water
and salt reabsorption (5). Alligators and caimans
are less tolerant to saltwater but they can survive
for a considerable period of time in a saltwater
environment. This is probably due to their ef-
ficient regulation of water loss and sodium ab-
sorption. Hatching and juvenile crocodiles have
a greater rate of water loss than adult crocodiles,
and osmoregulation via behavior and movements
between a dry and wet environment is especially
important (5).

When Nile crocodiles reared in fresh water
are exposed acutely to saltwater, suffer marked
dehydration, lethargy, stop eating and loss mass.
Cloacal urine osmolality did not increase with in-
creasing salinity. There was a trend of decreasing
cloacal urine sodium and chloride and increasing
cloacal urine potassium with increased salinity,
indicating that urine was not an important route
for sodium and chloride excretion (8). Crocody-
lus niloticus held in hypertonic media showed a
body weight loss and raised plasma and urinary
sodium, potassium, chloride, and osmotic con-
centration. Within few hours after returning to
fresh water, rapid imbibition had greatly restored
body weight and produced significant plasma
dilution. The compensatory drinking behavior
displayed by crocodiles may thus involve the
renin-angiotensin system (9).

Mineral nutrition deficiencies are frequent
in farmed C. latirostris and C. yacare (2, 4, 10).
Data on caiman serum electrolyte concentrations
could be useful to optimize the diagnosis of their
sanitary, metabolic and nutritional dysfunctions
(11). It could also cooperate with the search of
real nutritional requirement of these reptiles in
captivity.

The purpose of this try was to determine
serum electrolyte reference values from subadults
C. latirostris and C. yacare specimens, as well as
to obtain physiological variations related to spe-
cies, sex, liveweight, dimensions, feeding and year
season. The study is part of a larger project that
intends to improve their rearing system.

MATERIALS AND METHODS

Experimental subjects

During 2 years, 223 subadults caimans (1),
50% of each sex, clinically healthy, from C. latiro-
stris (n=109) and C. yacare (n=114) species, were
studied. Some of them (n=29) were maintained at
the Corrientes City’s Zoo, in small ponds, without
roof, with running water, which was constantly
renovated; they were fed on chicken viscera and
fish. Remaining animals (n=194) were housed at
the «El Cachapé» farm (Chaco, northeastern Ar-
gentina), in roofed tanks with underground water,
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which was renewed daily and stayed at 26.9£3.5
°C (heated by gas), fed with meat flour supple-
mented with vitamins and minerals; sporadically
they received bovine viscera. To evaluate growth,
reptiles were divided in 3 development stages,
considering liveweight and corporal length.

Taking of samples

Hematic and morphometric studies were
performed 4 times a year, in each season, during
morning hours (8-9 a.m), after a 12-hours fast.
Liveweight was obtained using a hanging roman
portable scales and corporal dimensions were
evaluated with a metallic tape measure. Blood
sampling was carried out through the postoc-
cipital venous sinus punction, while reptile was
manually held and its jaw remained tied. Blood
was centrifuged to obtain serum, which was
maintained cooled at 5 °C until its analysis, which
was made before 3 hours of extraction.

Laboratory techniques

Sodium and potassium were evaluated us-
ing Biopur reagents, in a Metrolab 305-D flame
photometer (586 and 768 nm respectively). Serum
copper was determined by atomic absorption
spectrophotometry, in apparatus GBC932 Plus
(324.7 nm). Remainder electrolytes were mea-
sured in a Labora Mannheim 4010 UV-visible
spectrophotometer, using Wiener Lab reagents,
through regular laboratory methods: calcium
(cresolphtaleincomplexone, 570 nm), inorganic
phosphorus (phosphomolybdate, 620 nm), and
magnesium (xylidyl blue, 510 nm). All biochemi-
cal determinations were checked by an intra-
laboratory quality control, using comparative
electrolyte patterns (Standatrol).

Statistical analysis

Distributive normality was verified by Wilk-
Shapiro test (WS). Parametric statistics included
measures from central tendency (arithmetic
mean, xX) and dispersion (standard deviation, SD).
Fiduciary probability was evaluated by confidence
intervals (CI*95%). Homogeneity of the variance
was verified by Bartlett test. Analysis of variance

Electrolites in caiman

(ANOVA) was made by one way linear model.
Mean comparisons were carried out by Tukey
test. Coefficient of linear association was evalu-
ated by correlation (Pearson test). Calculations
were made with the aid of a statistical software
(Statistix 1996). For all inferences a 5% signifi-
cance was specified, below which the equality
null hypothesis was rejected.

RESULTS

Descriptive statistics obtained in all stud-
ied caimans are detailed in Table 1. Values ap-
proximately normal distributed (WS), allowed
the use of parametric statistics. Data dispersion
(SD) did not exceed the limits recommended by
parametric statistics. Confidence intervals (CI)
were adjusted around arithmetic means (x), but
individual ranges were wide.

Electrolyte values obtained on each studied
species are shown in Table 2. Potassium serum
levels were significantly higher in C. yacare, and
magnesium serum concentrations were signifi-
cantly higher in C. latirostris (p < 0.05).

Physiological variations related to sex and
age (established groups according to the increase
of liveweight and total length) are shown in Table
3. Serum magnesium values were significantly
higher in males than in females. Calcium and
inorganic phosphorus decreased significantly
according to age increase (liveweight and length
increases).

Pearson test revealed high linear asso-
ciation degree (p < 0.05) between liveweight and
variables as total longitude (r = 0.90), muzzletail
longitude (r = 0.83), head longitude (r = 0.79),
head wide (r = 0.86), and thoracic perimeter (r =
0.88). When considering growth stages, liveweight
correlated to serum concentrations of calcium
(r = 0.88), inorganic phosphorus (r = 0.92) and
sodium (r = 0.84). Total length increment also
correlated to the decrease of such electrolytes.

Variations of serum electrolytes during year
seasons (temperature) and place of origin (feed-
ing and handling systems) are shown in Table 4.
Sodium, potassium, calcium, inorganic phospho-
rus, magnesium and copper concentrations were

Table 1. Values obtained in total studied population (n = 223).

Tabla 1. Valores obtenidos en la poblacién total estudiada (n = 223).

Parameter x = SD ws CI+95% range

Na (meq/1) 149.1 £ 5.8 0.941 148.2 149.9 134 159

K (meq/1) 4.62+0.7 0.948 4.53 4.72 3.3 5.9

Ca (mg/dl) 9.07 £ 0.8 0.952 8.95 9.19 7.80 11.22

P (mg/dl) 4.28 £ 0.8 0.949 4.13 4.42 2.42 6.90

Mg (mg/dl) 2.62 +0.31 0.993 2.57 2.66 1.90 3.36

Cu (ug/dl) 98.9 + 16.2 0.956 91.5 106.3 31 168

x: arithmetic mean, SD: standard deviation, WS: Wilk-Shapiro distributive normality test (critical value: 0.947,
a = 0.05), CI+95%: confidence interval.
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Table 2. Values obtained on each species.
Tabla 2. Valores obtenidos en cada especie.

Parameter C. latirostris (n = 109) C. yacare (n = 114)

x * SD CI+95% x +* SD CI+95%
Na (meq/1) 149.4 £ 5.6 148.3 150.6 148.7 £ 6.1 147.5 149.9
K (meq/1) 4.75+£0.6*2 4.61 4.88 491+£0.7" 4.36 4.64
Ca (mg/dl) 9.15+0.9 8.98 9.33 8.98 £ 0.8 8.81 9.17
P (mg/dl) 4.22 £0.8 4.01 4.43 4.32+0.9 4.12 4.53
Mg (mg/dl) 2.71 +0.31 2 2.66 2.77 2.52 +0.28 b 2.45 2.58
Cu (ug/dl) 95.1 + 14.2 84.2 103.9 103.5 + 15.9 93.1 115.7
X: arithmetic mean, SD: standard deviation, CI+95%: confidence interval. In each line, different letters
indicate significant differences (Tukey test, p < 0.05).

Table 3. Variations according to sex, liveweight, and total lenght in both species (x).

Tabla 3. Variaciones segiin sexo, peso vivo y longitud total en ambas especies (x)

Parameter sex liveweight (kg) total lenght (cm)
male female| < 3.5 3.6-5.0 >5| <99100-110 > 110

Na (meq/1) | 148.7 149.9 |150.0 149.3 148.2 | 150.1 149.5 146.7

K (meq/l) | 454 4.68 | 464 456 4.67 | 466 459  4.62

Ca (mg/dl) | 9.09 8.92 |9.10% 9.08% 9.01*]| 9.12% 9.06°> 9.02°

P (mg/dl) | 429 4.26 |4.422 4372 4.09"| 4502 4382 4.01°

Mg (mg/dl)|2.712 2.52°| 2.64 2.59 2.65 | 2.63 2.60 2.61

Cu (ug/dl) | 102.0 97.8 | 98.2 99.3 98.5 99.8 101.5 95.6

x: arithmetic mean. In each line, different letters indicate significant differences (Tukey test, p < 0.05).

Table 4. Variations according to year season and feeding system in both species (x).
Tabla 4. Variaciones segun estacién del afio y sistema de alimentaciéon en ambas especies (x)

Parameter year season feeding
spring summer autumn winter farm zoo
Na (meq/l) | 149.7¢  151.4°  146.8° 146.2° | 149.82  1454°
K (meq/l) | 5.02° 4.85 2 4.38" 4.04 " 4.59 4.65
Ca (mg/dl) | 9.37 2 9.43 2 8.76 © 8.62 7P 9.09 8.98
P (mg/dl) | 4.59° 4.70 4.022° 3.61°¢ 4.31 4.25
Mg (mg/dl) | 2.62 ¢ 2.68 2.70 * 2.55" 2.77 2.41"
Cu (ug/dl) |110.2® 125.1°  103.4*  66.5° 113.7¢  88.5"
x: arithmetic mean. In each line, different letters indicate significant differences (Tukey test, p < 0.05).

significantly lower in winter than in summer. No
significant differences were registered between
summer and spring (warm and mild temperatures
respectively). Sodium, magnesium and copper
serum levels were significantly higher in reptiles
reared by ranching system than in those housed
at the zoo.

DISCUSSION

In crocodiles, the lack of fast causes an
increase of certain plasma components (12).
Eventual variations due to postprandial effect
and circadian rhythm (6) were excluded from
the experimental design, because samples were
taken during fast, in uniform morning hours.
Wide individual ranges verified in this study
should be attributed to reptilian physiological
particularities, because its blood parameters

fluctuate considerably due to feeding system,
habitat, climate and sex (11). Blood values from
other aquatic animals, such as amphibians, also
register greater oscillations due to their scarce
regulation mechanisms, and to a higher tolerance
to hemodilution and hemoconcentration (6).
Sodium serum concentration mean value
obtained in the present study for C. latirostris
and C. yacare, was similar to the natremia re-
ported for fresh water specimens as C. niloticus:
154+1 meq/1 (13) and Alligator mississippiensis:
148+5 meq/1 (14) and 141 meq/1 (15), as well as
for saltwater specimens as C. porosus: 143-161
meq/l (12) and Crocodylus acutus: 149 meq/1
(15). Since sodium is the main responsible of the
internal environment osmotic pressure (6), this
fact ratifies that crocodiles are able to regulate ef-
ficiently their osmolarity, so much in fresh water
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as in saltwater external environments.

Potassium serum levels obtained here
matched to those published for fresh water
specimens as C. niloticus: 3.8+0.5 meq/l (13)
and A. mississippiensis: 4.1£0.7 meq/1 (14) and
3.8 meq/1 (15). On the other hand, kalemias
from saltwater specimens would be higher: 7.9
meq/l in C. acutus (15) and 3.8-7.2 meq/l in C.
porosus (12).

Calcemia from caimans studied here was
slightly lower than that reported in fresh water
specimens as C. niloticus: 11.88 mg/dl (13) and
A. mississippiensis: 11.3+0.5 mg/dl (14) and 10.4
mg/dl (10, 16). However, it was considerably
higher than those obtained in saltwater speci-
mens as C. acutus: 13.6 mg/dl (13) and C. poro-
sus: 9.64-13.8 mg/dl (12). Serum calcium would
be also high on land reptiles as Iguana iguana:
9.0-25.1 mg/dl, Boa constrictor: 10-22 mg/dl,
and Testudo radiata: 10.8-14.4 mg/dl (15).

The inorganic phosphorus value registered
here in C. latirostris and C. yacare was lower than
those obtained in A. mississippiensis: 8.2+2.2
mg/dl (14), C. niloticus: 9.3 mg/dl (16) and C.
porosus: 3.7-8.9 mg/dl (12). Perhaps these low
values should be related to nutritional reasons,
keeping in mind that in most vertebrates, the
quantity of serum phosphates is directly propor-
tional to dietary phosphorus intake (6).

On the contrary, serum magnesium con-
centrations obtained in this study were approxi-
mately similar to those published for C. niloticus:
2.18 mg/dl (13), C. porosus: 1.94-3.40 mg/dl
(12), A. mississippiensis: 3.64 mg/dl (10) and C.
acutus: 4.65 mg/dl (13). Data on copper serum
concentrations from reptiles, were not found.

Data on C. latirostris obtained here matched
to those reported on 12 juvenile animals from the
same species (11) in sodium serum concentration
(150.8%+2.9 meq/1), but considerably differ from
levels of potassium (6.12+1.03 meq/]), calcium
(14.3+4.5 mg/dl) and inorganic phosphorus
(9.58+1.99 mg/dl). Electrolyte serum values
published for C. latirostris (n = 65) in other in-
vestigation (4) are similar to those found in the
current study for potassium (4.6£0.16 meq/l),
calcium (8.9+0.6 mg/dl) and inorganic phospho-
rus (5.64+0.46 mg/dl), although the sodium level
was lower (144+1 meq/l). Data about calcium
and inorganic phosphorus obtained in another
assay (17) on 50 C. latirostris juvenile and adults
specimens, are not very different (10.12+1.52 and
5.4+2.0 mg/dl respectively) to those registered
here.

Some electrolyte values obtained here on
C. yacare are similar to those published on the
same species (11) by other investigators (sodium:
148.2+3.1 meq/l, potassium: 4.58+1.22 meq/1
and inorganic phosphorus: 5.16+0.93 mg/dl). On
the contrary, ion levels reported on 33 C. yacare
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juvenile specimens (4) were surprisingly lower
(sodium: 129.3%+2.9 meq/1, potassium: 3.51+0.23
meq/l and calcium: 5.86+£0.84 mg/dl). In this
try, potassium values were significantly higher in
C. yacare than in C. latirostris; results obtained
in another study were in the other way around
(4). Higher values of inorganic phosphorus in
C. latirostris than in C. yacare (4, 11), were not
corroborated. Reference data on magnesium and
copper serum concentrations were not found from
autochthonous caimans.

Differences between sexes were scarce in
current study. Crocodylus palustris subadult
specimens did not register significant differences
related to sex either, although calcium and po-
tassium serum values were higher in juvenile
males than in juvenile females (18). During late
vitellogenesis of adult female A. mississippiensis,
elevated plasma vitellogenin and estradiol-17beta
were not correlated with plasma phosphorus but
were correlated with plasma calcium concentra-
tion (19).

The increase of age in studied caimans (in-
creases of liveweight and total length) correlated
to calcium and inorganic phosphorus serum
concentration decrease. This is a common fact in
growing vertebrates and it is related to endocrine
mechanisms that cause deposition of calcium
phosphate (hydroxyapatite) in bones (6).

Phosphorus and calcium are also necessary
for development of crocodile dermal bones (os-
teoderms). Calcium concentration in osteoderms
from Crocodylus johnstoni, was inversely related
to the solubility of phosphate (but not to those
of sodium nor potassium), and varied according
to age (size), but not sex nor reproductive status
(20).

Maybe the lowest winter values registered
in all studied electrolytes should be related to the
ceasing of mineral intake caused by the interrup-
tion of feeding during cold station (5). A. missis-
sippiensis frequently suffers malnutrition due
to corporal reserves depletion happened during
the winter; the feeding is resumed in spring (14).
Temperature acute decreases increased blood pH,
but had no significant effect on plasma sodium,
chloride and bicarbonate concentration, and only
had minor effects on plasma potassium concen-
tration from A. mississippiensis (21).

Calcium, inorganic phosphorus, sodium,
magnesium and copper serum concentrations
were lower (significantly for last three electro-
lytes) in caimans fed on diet supplied at the zoo,
than in those fed on diet given at the hatchery.
This fact perhaps reflects mineral deficiencies in
the diet composition, considering that -in mam-
mals- mineral serum levels, especially inorganic
phosphorus, magnesium and copper, are nu-
tritional indicators that vary according to diet
mineral amount (6). Copper hepatic and renal
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concentrations from C. niloticus are similar to
those reported in other vertebrates and acquire
relevance for the evaluation of water degree con-
tamination (22).

Preys captured by crocodiles in wild life
provide appropriate minerals and trace-elements
levels, but the food consumed during captiv-
ity not always have appropriate electrolytical
proportions (10). Nowaday the mean problem of
northeastern Argentine caiman ranching system
is the feeding improvement; dietary calcium and
phosphorus deficiencies cause metabolic and en-
docrine dysfunctions in crocodiles (4). Imbalance
of dietary calcium / phosphorus rate generates
severe osseous anomalies in these reptiles (10).
Juvenile caimans can suffer nutritional second-
ary hyperparathyroidism due to the lack dietary
calcium (2).

Electrolytes carry out indispensable ho-
meostatic functions, such as bones and teeth
formation, polarization of membranes, integration
of enzymatic systems, energy storage, acid-base
balance, breathing, and clotting (6). Divalent
metal ions such as calcium and magnesium, but
not copper, are necessary to activate the serum
complement cascade in A. mississippiensis (23).
The yolk of A. mississippiensis egg is the primary
source of calcium, phosphorus and magnesium
for the embryo development; these elements are
depleted rapidly from the yolk once the embryo
enters the growing phase (24).

An episode of mineral deficiency was regis-
tered when a food change was made on C. yacare.
The diet of replacement of a bovine meat supple-
mented with minerals and vitamins, into an-
other diet made by meat and blood flour (without
supplement), caused marked decrease of calcium
and inorganic phosphorus plasma concentra-
tions, although it also generated plasma albumin
increase (4). Calcium fall reached surprisingly
low levels (initial: 11.78 mg/dl, final: 2.48 mg/
dl). Nevertheless, this information should con-
tain some error, because such hypocalcemia is
incompatible with life; calcemias below 7 mg/dl
cause tetany on muscular cells, specially when
plasma albumin are high (6).

Biochemical values can be useful to evalu-
ate caiman physiological state and to detect its
illnesses on an early stage (11), but should have
been correctly determined in the laboratory and
they should be compared with adequate reference
intervals (6). Several authors early quoted do
not describe the techniques used in their works.
Other investigators used dry chemistry methods,
such as reactive strips. According to each case,
heparinized plasma or serum were used. In cer-
tain studies, reptiles were not divided according
to sex, age, or year season. Blood extraction tech-
nique could be another cause of values variation,
but they are not always specified in consulted

references (15).

Standardization of clinical pathology tech-
niques is important to appreciate the labora-
tory tests as effective tools on caiman breeding,
meanly because ideal conditions for intensive
crocodile rearing have not yet been established.
Consequently, mortality is often directly linked
to handling and nutritional failures (25).

In conclusion, serum electrolyte reference
values from subadults C. latirostris and C. yacare
captive specimens, as well as significant physi-
ological variations related to species, sex, age
(liveweignt, dimensions), environmental tempera-
ture (year season), and feeding system, are estab-
lished. Obtained data can be applied to caiman
rearing improve in Argentine northeastern.
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ESTUDIO DE LA INTERFERENCIA PRODUCIDA POR
Clostridium piliforme EN RATONES N:NHI(S)nu
TRANSPLANTADOS CON LA LINEA TUMORAL A 549

M Ayala, S Milocco, G Principi, J Laborde, M Carriquiriborde,
P Cagliada, C Carbone

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

RESUMEN: Clostridium piliforme, produce una enfermedad fatal en el raton, que se manifiesta
como hepatitis con compromiso intestinal e interfiere en los resultados de las pruebas. El ob-
jetivo de este trabajo fue estudiar la interferencia que causa Clostridium piliforme en ratones
N:NIH(S)-nu (nude) transplantados con la linea tumoral A 549. Se utilizaron 100 animales
nude divididos en 4 grupos de 25 ratones cada uno: grupo 1, con el tumor e infectados
con Clostridium piliforme; grupo 3, sin tumor e infectados con Clostridium piliforme; grupos
control 2 y 4, con y sin tumores respectivamente, no infectados con el microorganismo. En
el grupo 1; 19 manifestaron signos clinicos a los 4 dias postinoculacion (p.i.) observandose
lesiones en el higado e intestino; en el grupo 3; 20 desarrollaron signos clinicos a los 4 dias
p.i., 5 murieron y el resto se sacrificé hallandose las mismas lesiones que en el grupo 1.
Los grupos 2 y 4 no presentaron lesiones. El 78% de los animales inoculados con Clostri-
dium piliforme manifestaron signos clinicos a los 4 dias p.i. No hubo diferencias entre los
animales con o sin tumor. Se concluyé que Clostridium piliforme interfiriere provocando la
muerte de los animales con o sin tumor.

PALABRAS CLAVE: Clostridium piliforme, ratones, interferencia, tumores.

STUDY OF THE INTERFERENCE PRODUCED BY
Clostridium piliforme IN NIH(S)nu IN MICE
TRANSPLANTED WITH THE TUMOR LINE A549

ABSTRACT: Clostridium piliforme produces a fatal infection in mice, as hepatitis involving
the intestine and interferes in experimental results. The aim of this work was to evaluate the
interference caused by Clostridium piliforme in N:NIH(S)-nu mice (nude) transplanted with
the tumor line A 549. One hundred nude mice were divided into four groups of 25 animals
each one: group 1, animals with tumor and experimentally infected with Clostridium pili-
forme; group 3 animals with no tumor and inoculated with the microorganism; and control
groups 2 and 4 with and without tumor respectively, not infected with the microorganism.
In group 1, nineteen mice showed clinical signs 4 days after inoculation, typical lesions in
liver and intestine were observed. In group 3; 20 mice showed clinical signs 4 days after
inoculation, 5 of them died, necropsy was performed on the rest of the animals, the same
kind of lesions as in group 1 were found. In groups 2 and 4 no lesions were observed. 78%
of the animals inoculated with Clostridium piliforme have shown clinical signs 4 days af-
ter inoculation. There were observed no differences in the animals with or without tumor
transplantation. It was concluded that Clostridium piliforme interferes causing the death of
the animals with or without tumor.

KEY WORDS: Clostridium piliforme, mice, interference, tumor.
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INTRODUCCION

Clostridium piliforme es el agente etiolégico
de la enfermedad de Tyzzer. Es un microorganis-
mo gram negativo, con forma de bastén, de 8 a 10
pm de largo por 0,5 um de ancho, con tendencia al
pleomorfismo; forma esporos terminales, es movil
y presenta flagelos peritricos. Es PAS positivo, se
tine rapidamente con colorantes basicos de ani-
lina y con la técnica de impregnacion argéntica,
que es la mas adecuada para su demostracion
en cortes histologicos. No crece en medios para
cultivos bacterianos, por lo que es un parasito
intracelular obligado, se multiplica bien en el
saco vitelino de huevos embrionados de pollo o
en cultivos primarios de hepatocitos de embrion
de pollo o de raton.

Produce una enfermedad fatal en varias es-
pecies como rata, ratén, conejo, hamster, merion,
caballo y perro, la cual se presenta como hepa-
titis con compromiso intestinal. La enfermedad
clinica se manifiesta generalmente al destete y se
caracteriza por diarrea y muerte de los individuos
afectados. La forma subclinica es la mas impor-
tante (1). Cuando se someten los animales a un
estrés experimental, como por ejemplo cambios
en el macro y microambiente o inmunodepresion
con drogas o agentes fisicos este agente adquiere
patogenicidad interfiriendo con los resultados fi-
nales de las pruebas de diagnéstico, investigacion
y control de calidad. Se transmite por via fecal-
oral, por lo que el primer sitio de infeccién es el
epitelio intestinal y desde alli se disemina por
via sanguinea a otros érganos como el corazén y
el higado, produciendo focos de necrosis en los
mismos (2,3,4).

El objetivo de este trabajo fue estudiar la
interferencia que produce el Clostridium piliforme
en ratones de la cepa N:NIH(S)-nu transplantados
con la linea tumoral de adenocarcinoma pulmo-
nar humano A549.

MATERIALES Y METODOS

Animales: se utilizaron 100 ratones hem-
bras de la cepa N:NIH(S)-nu, libres de patdégenos
especificos (SPF) de 8 a 10 semanas de edad, pro-
veniente de la colonia del Bioterio de la Facultad
de Ciencias Veterinarias de la Universidad Na-
cional de La Plata. Los animales se mantuvieron
bajo estrictas barreras sanitarias, a 22 °C + 1 de
temperatura y humedad del 50%, con aire filtrado
(Filtros HEPA 99,9%) a razon de 15 renovaciones
por hora, en cajas de acero inoxidable (n = 5),
con lecho de viruta estéril. Se les proporcion6
agua de bebida suplementada con vitaminas y
alimento (Cooperacion S.R.L.), autoclavados y
ad-libitum, de acuerdo con las recomendaciones
internacionales (5, 6).

Disefnio experimental: los ratones se divi-
dieron en 4 grupos: grupo 1: 25 animales con

Clostridium piliforme

desarrollo tumoral inoculados por via intravenosa
(iv) con un homogenato de higado e intestino pro-
venientes de ratones infectados con C. piliforme,
grupo 2: 25 animales con desarrollo tumoral
e inoculados por via iv con un homogenato de
higado e intestino de ratones libres de C. pili-
forme; grupo 3: 25 animales inoculados por via
intravenosa (iv) con un homogenato de higado e
intestino provenientes de ratones infectados con
C. piliforme, y grupo 4: 25 ratones como grupo
control.

Inoculacién experimental: Las células de
la linea tumoral A549 se transplantaron por via
subcutanea a los ratones de los grupos 1y 2 a
las 4 semanas de edad, previamente anestesiados
con pentobarbital sédico (60 mg/kg, IP) (7, 8, 9),
realizando una incision en la piel laxa del dorso
con un trécar. Los animales de los grupos 1y 3
se inocularon a las 6 semanas de edad por via iv
con un homogenato de higado e intestino prove-
niente de ratones infectados con C. piliforme en
una concentracion de 10° microorganismos en
0,1 ml de solucioén (6).

Técnica de Inmunofluorescencia (IF): para
la identificacion del C. piliforme se realizaron
improntas de higado e intestino de los animales
en los cuales se observaron lesiones. Las im-
prontas se fijaron con acetona, se enfrentaron
con un suero control positivo anti-Clostridium
piliforme (producido y validado en el laboratorio
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
UNLP) durante 30 minutos a 37 °C, se lavaron
con solucion buffer fosfato (PBS), se cubrieron
con un conjugado anti-raton marcado con fluo-
resceina (Merck) y se incubaron a 37 °C durante
una hora. Posteriormente se lavaron con PBS y
se observaron en un microscopio de fluorescencia
para confirmar la presencia del microorganismo
(6, 10, 11).

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los resultados
obtenidos. E1 76 % de los ratones del grupo 1 y el
80% del grupo 3 presentaron signos clinicos de la
enfermedad a los 4 dias p.i. E1 16% y el 25 % de
los animales de los grupos 1 y 3 respectivamente
murieron durante el periodo agudo de la enferme-
dad. En la necropsia se observo que presentaban
focos de necrosis en el intestino y en el higado. E1l
24% y el 25% de los ratones de los grupos 1y 3
respectivamente no presentaron signos clinicos
de la enfermedad. La prueba de IF resulté posi-
tiva en el 78% de los ratones inoculados con C.
piliforme, observandose la morfologia tipica del
agente causal de la enfermedad de Tyzzer.

Los ratones de los grupos control 2 y 4 no
presentaron lesiones correspondientes a esta
enfermedad.
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Tabla 1: SMC: Animales que no presentaron manifestaciones clinicas de la enfermedad de Tyzzer,
CMC: animales que presentaron signos clinicos y MFA: animales que murieron en la fase aguda de

la enfermedad.

Table 1: SMC: Animals without clinical signs of Tyzzer’s disease, CMC: Animals with clinical signs of Tyzzer’s disease, and
MFA: Animals which died during the acute period of the disease.

Grupos

1 Con tumor e inoculado con Cl. piliforme

2 Con tumor y sin inocular con Cl. piliforme
3 Sin tumor e inoculados con Cl. piliforme .
4 Sin tumor y sin inocular con Cl. piliforme.

SMC cMC MFA
6 (24%) 19 (76%) 4

25 (100%) 0 (0%) 0
5 (20%) 20 (80%) 5

25(100%) 0 (0%) )

DISCUSION

El 78% de los animales inoculados con C.
piliforme manifestaron signos clinicos a los 3 6
4 dias p.i. por lo tanto las infecciones con este
microorganismo se pueden considerar fatales en
las colonias, no habiéndose observado diferencias
en las respuestas entre los animales con o sin
tumor. Se concluyé que Clostridium piliforme es
un microorganismo que interfiere en las pruebas,
produciendo una enfermedad aguda que desem-
boca en la mayoria de los casos en la muerte de
los individuos, por lo cual en las investigaciones
en las que se utiliza el ratén como reactivo biol6-
gico este agente debe estar ausente de la colonia
durante toda la experiencia.
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RINOSCOPIA EN CANINOS
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RESUMEN: Se presenta un informe de las rinoscopias en caninos realizadas durante el ario
2004 en el Servicio de Diagnéstico por Imdgenes — Area Endoscopia de la Facultad de Cien-
cias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata. El 61% de los casos fue derivado
al Servicio por presentar descarga nasal, en el 86% se hallaron masas, de las cuales el 60%
eran TVT (Tumor Venéreo Transmisible). Del 40% de las restantes el 71% eran tumores ma-
lignos. Se presenta una breve revisién bibliogrdfica del tema.

Palabras Clave: rinoscopia- caninos

CANINE RHINOSCOPIES

ABSTRACT: The present paper reports on canine rhinoscopies performed by the Diagnostic
Imaging Unit — Endoscopy Department (Faculty of Veterinary Science, La Plata National Uni-
versity). 61% of the cases submitted to the unit showed nasal discharge. In 86% they were
masses of which 60% were Transmissible Venereal Tumors. Of the remaining 40%, 71% were
malignant tumors. A brief literature review on the topic is introduced.
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Introduccion

El diagnéstico de las enfermedades nasa-
les es complicado debido a inaccesibilidad de la
cavidad nasal y a que los signos clinicos no son
especificos de cada enfermedad (1, 2). Los anima-
les con enfermedades naso-sinusales o de naso
faringe, presentan generalmente estornudos,
estornudo inverso, epistaxis, dificultad respirato-
ria, deformacion facial y/o descarga nasal (3). Es
necesario el uso de examenes complementarios
para llegar al diagnostico definitivo. La rinoscopia
brinda acceso a la cavidad nasal para examinar
mucosa, luz, presencia de cuerpos extranos, con-
firmar las modificaciones de la arquitectura de
cornetes (a veces sospechada por estudios radio-
légicos), realizar biopsias y en algunos casos para
procedimientos terapéuticos (3, 4). Esta practica
debe estar siempre acompanada por una correcta
historia, examen clinico y un protocolo que in-
cluye radiografias, cultivo para hongos y bacte-
rias, histopatologia (HP) y pruebas de alergia. La
rinoscopia puede ser anterior o posterior. En la
anterior se examina la cavidad nasal, ingresando
por orificios nasales. Se evaltia cada meato nasal.
La rinoscopia posterior se utiliza para explorar
coanas y rinofaringe, para lo cual se introduce el
endoscopio por cavidad oral. En el borde libre del
paladar blando se retroflexiona el tubo de inser-
cién, pudiendo observar hacia rostral las coanas
(3, 4, 5, 6, 7). Estas técnicas se pueden realizar
separadamente, pero rutinariamente se realizan
las dos, permitiendo tener un examen completo
tanto de cavidades, coanas y rinofaringe. El exa-
men endoscopico se lleva a cabo bajo anestesia
general. Durante la misma es posible ejecutar
también lavados nasales y radiografias (6, 7, 8).
El presente trabajo tiene por objetivo describir
los signos clinicos que motivaron la realizacién
del estudio endoscépico, los hallazgos anormales
de la cavidad nasal y su correspondencia con
hallazgos microscopicos.

Materiales y métodos

Se realizaron rinoscopias anterior y pos-
terior a 31 pacientes caninos y felinos con sig-
nos clinicos de enfermedad nasal. Se utiliz6é un
gastro-fibroscopio Olympus Gif N30 de 5 mm
de diametro externo. Se realizé rutinariamente
lavado nasal con toma de muestra para citolo-
gia, bacteriologia y micologia. Durante el estudio
endoscopico se realizd biopsia ante la presencia
de masa accesible. Se analiz6 estadisticamente
la casuistica mediante medidas de resumen de
datos cualitativos y cuantitativos. Se analizaron
diferencias significativas (p<0,05) mediante la
prueba de comparacion de proporciones (Epidat
version 3.0 OPS-Xunta de Galicia).

Resultados

Sobre un total de 31 casos, el 90% corres-
pondieron a caninos, mientras que se registraron
solamente 3 felinos. En este trabajo se analizara
la casuistica en 28 caninos. Los caninos de raza
indefinida correspondieron a casi la mitad de la
casuistica (46%), seguidos por collie (11%) y viejo
pastor (7%). No se observaron razas puras braqui-
céfalas pero el 31% de los de raza indefinida eran
braquicéfalos. Mas de la mitad de los pacientes
(57%) se registraron en la franja etaria de 5 a 8
afios, siendo las edades extremas registradas de
2y 14 anos.

Los signos clinicos mas frecuentemente
relatados por los duefios figuran en la tabla 1.

Tablal. Signos clinicos
Tablel. Clinical Signs

Signos clinicos

Descarga nasal: 61% (de éstas, el 35% también
presentaba estornudos, tos o ruidos que aler-
taba al dueno)

Deformacion frontal o nasal: 25%

Descarga nasal secrecién bucal u ocular: 7%
Estornudos: 4%

En el 86% de las rinoscopias, los hallazgos
endoscopicos fueron masas con distinta ubica-
cion. En el 14% restante se hallaron eritemas,
lesiones ulcerativas y moco (Tabla 2).

Tabla 2: Hallazgos endoscopicos
Table 2: Endoscopic Findings

Hallazgos
Anterior: 37,5%

Antero posterior: 33%
Anterior: 29%
Eritemas, ulceras: 14%

Masas: 86%

El diagnoéstico de las 24 masas arrojoé 60%
de TVT (Fig. 1) (de los cuales 83% eran machos).
En aquellas masas que no eran TVT, 29% fueron
benignas (polipos y neoplasias epiteliales benig-
nas) y 71% fueron malignas (neoplasia epitelial
maligna, carcinoma de glandulas mucosas con
bajo indice de malignidad, carcinoma pobremente
diferenciado, condrosarcoma y osteosarcoma os-
teoblastico). En 4 casos no se realizé ni citologia
ni HP. De los 24 casos con hallazgos de masa,
en 58% se observaba como signo clinico descar-
ga sanguinolenta, en 4% rinorragia y en 38%
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8. Lecoindre. Endoscopy of the respiratory tract Pro-
ceedings WSAVA Congress 2002 http://www.vin.
com/proceedings/Proceedings.plx?CID=WSAVA2002
&PID=2610

Fig 1. TVT en rinofaringe.
Fig.1. TVT in nasopharynx

descarga no sanguinolenta, no observandose di-
ferencias significativas (p<0,05) en cuanto a tipo
de descarga y malignidad de la masa.

Discusion

La implementacién de la rinoscopia como
método de diagnoéstico en las enfermedades na-
sales permite identificar masas en rinofaringe, no
identificables con otros métodos, posibilitando el
abordaje quirargico correcto. Permite la identifi-
cacion directa de lesiones, la toma de muestras
para citologia e histopatologia, pudiendo arribar
mas facilmente a un diagnoéstico definitivo. La
mayor frecuencia de tumores malignos coincide
con la bibliografia internacional.
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RESUMEN: La atresia vascular portal es una anomalia congénita poco frecuente en los ca-
ninos. Los shunts porto sistémicos (SPS) son comunicaciones entre la vena porta y el sistema
venoso, de manera que la sangre portal pasa a la circulacién general sin ingresar al higado.
Los mismos pueden ser congénitos o adquiridos y presentar una ubicacién intra o extra hepd-
tica. En asociacion a la atresia portal se han hallado shunts simples congénitos y multiples
adquiridos. El presente trabajo describe la presentacion clinica de un perro con atresia de
la vena porta y shunts portosistémicos multiples adquiridos, asi como los hallazgos en los
estudios de laboratorio, radiolégicos, ultrasonogrdficos e histopatolégicos post mortem.
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VASCULAR PORTAL ATRESIA

ABSTRACT: The vascular portal atresia is a congenital anomaly rarely seen in canines. The
portal systemic shunts (PSS) are connections between portal vein and vein system, so that
portal blood accesses to general circulation without trespassing the liver. These shunts can
be congenital or acquired and also they can present an intra or extra liver location. In as-
sociation with portal atresia there have been found simple congenital and multiple acquired
shunts. The present report describes a clinical presentation of a dog with portal vein atresia
and multiple acquired portal systemic shunts, so as the laboratory, radiological, ultrasono-
graphical findings, including histopathological studies post mortem.
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INTRODUCCION

En pacientes normales, la vena porta y sus
tributarias componen el sistema portal, el cual
termina formando un lecho capilar dentro del pa-
rénquima hepatico. La vena porta colecta sangre
del pancreas, bazo y todo el tracto gastrointestinal
exceptuando al recto. A nivel del hilio hepatico,
ésta tiene un diametro aproximado de 1,2 cm.
La vena porta esta formada por la confluencia
de las venas esplénica, mesentérica caudal y
mesentérica craneal. Existe un pequeno vaso, la
vena gastroduodenal, que desemboca en la porta
cerca del hilio hepatico (1).

La vena cava caudal recibe en direccion
craneal a las venas renales, las venas frénico-
abdominales y antes de abandonar el abdomen
recibe a las hepaticas a nivel de la cara diafrag-
matica del higado. Por tltimo son tributarias
las venas frénicas derecha e izquierda (1). Se
consideran estructuras anémalas a los vasos que
aboquen a la vena cava caudal en craneal de las
venas frénico-abdominales antes de las venas
hepaticas (2). La misma recibe la denominacion
de shunt porto sistémico o anastomosis porto-
caval. Estas comunicaciones entre la vena porta
y el sistema venoso hacen que la sangre portal
ingrese a la circulaciéon general eludiendo al hi-
gado (2). Pueden ser congénitas o adquiridas y
presentarse en ubicacion intra o extra hepatica
(2, 3). Algunas comunicaciones congénitas repre-
sentan permanencia de anastomosis vasculares
fetales; tal vez motivadas por la ausencia de las
senales metabdlicas apropiadas que disparan el
cierre venoso fetal (3). Estas, por lo general son
vasos Unicos de localizacién intrahepatica (2). En
cambio las adquiridas, suelen ser secundarias a
un insuficiente lumen portal, ya que, cualquier
alteracion que genere aumento de presiéon en la
vena porta (intra o extra hepatica) activa estas
comunicaciones venosas (4). Estas tltimas son
tipicamente multiples, extra hepaticas y conec-
tadas a la vena cava representando el 20% de los
casos reportados (2).

La anomalia congénita de la vena porta
mas reportada en caninos es la hipoplasia en su
trayecto extra y/o intra hepatico (5). La aplasia de
la vasculatura portal intrahepatica se cita como
anomalia congénita excepcional (6). Los pacientes
con estas anomalias vasculares pueden presentar
signos clinicos muy variables. Algunos animales
son llevados a la consulta por presentar disuria
o hematuria motivadas por urolitiasis (4). Otros
problemas frecuentes, suelen ser retardo en el
crecimiento, pérdida ponderal o presentar signos
de encefalopatia hepatica, generados por un in-
adecuado clearence de toxinas derivadas desde
el intestino. Muchos perros tienen predileccion
por comer frutas o vegetales (4). A menudo los
signos son intermitentes y se exacerban después
que el animal ingiere una dieta hiper proteica.

Atresia de la vena porta en canino

Los mismos incluyen ataxia, presién de la cabeza
contra objetos, convulsiones o coma (2). La dismi-
nucion del flujo sanguineo hepatico y la falta de
factores troficos como insulina y glucagon derivan
en atrofia hepatica (3). Otro signo informado es
la ascitis desencadenada por hipoalbuminemia
severa o asociada a desordenes hepaticos adquiri-
dos, como la fibrosis periportal y a la hipertension
portal. Las alteraciones gastrointestinales mas
comunes son anorexia intermitente, vomitos y
diarrea (2, 4).

El rango etario de los animales afectados
con anomalias congénitas es de 2 meses a 8
anos, siendo la mayoria menores a un ano de
edad (4).

Entre los hallazgos de laboratorio pueden
observarse hipocolesterolemia, hipoglucemia,
hipoalbuminemia e hipoglobulinemia; mediana
elevacion de las enzimas alanina aminotranfe-
reasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST),
elevacion de la amoniemia, anemia microcitica
y poiquilocitosis. En la orina se pueden hallar
cristales de biurato de amonio y de uratos (3).

En el presente trabajo se describen el caso
clinico y la planificacion diagnéstica de un canino
con atresia de la vena porta y shunts portosisté-
micos multiples adquiridos.

MATERIALES Y METODOS

Una hembra canina de 7 meses de edad,
mestiza, de 8 kg de peso, fue atendida en la
Catedra de Clinica de Pequefios Animales de la
Facultad de Ciencias Veterinarias (Universidad
Nacional de La Plata), por presentar una severa
distension abdominal de 20 dias de evolucion. E1
apetito era normal, la alimentacion consistia en
carne picada y alimento balanceado, habia sido
vacunada y desparasitada dos meses antes. Vivia
desde hacia cuatro meses en la casa junto a otros
tres perros sanos.

Durante el examen fisico se observo dis-
nea leve, las mucosas aparentes eran levemente
ictéricas y la temperatura rectal era 38,9 °C. La
auscultacion toracica estaba dentro de los limi-
tes normales (frecuencia cardiaca: 160) excepto
el area de auscultaciéon cardiaca que se hallaba
desplazada hacia craneal. La severa distension
abdominal impedia la palpacion visceral, por lo
que se realiz6 la paracentesis abdominal. El li-
quido obtenido, de aspecto transltcido ambarino,
se envid para estudio fisico-quimico y recuento
celular. La palpacién abdominal posterior no
evidencié ninguna anormalidad.

Se remiti6 sangre para hemograma, quimi-
ca sérica de rutina y amoniemia.

Se indicaron estudios radiolégicos de térax
y ultrasonograficos de térax y abdomen, con el
objeto de identificar posibles anomalias cardiacas
o vasculares.

Posteriormente se realiz6 una laparoto-
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mia exploratoria para categorizar el presunto
cortocircuito portocava mediante arteriografia
intraquirurgica.

Debido a la reduccién del funcionamiento
hepatico, se realizé la premedicacién anestésica
con un opioide reversible (butorfanol) y con un
anticolinérgico (atropina); la induccién se realiz6
con mascara con sevofluorane.

Se colocé una via central en yugular para
medir presion venosa central. Se realiz6 una
laparotomia xifo-retroumbilical, posteriormente
se aspir¢ el liquido ascitico contenido en la cavi-
dad abdominal. Luego se procedié a explorar la
cavidad, para esto se retrajo el duodeno hacia la
izquierda y ventralmente, para poder visualizar la
vena cava caudal, la porta en ventral de la vena
cava y las venas renales (Figura 1).

Posteriormente se exteriorizé un segmento
de yeyuno para hacer una yeyunoportografia,
se canaliz6 una vena yeyunal con un catéter n°
20 cerca del borde mesentérico del intestino, se
lo asegur6 con dos suturas y se le acoplé una
valvula de tres vias para poder medir presion
venosa yeyunal. El liquido de contraste (Triyoson)
se administré6 en forma lenta en dos tiempos,
permitiendo una exposicion radiografica con
incidencia laterolateral y otra ventrodorsal. Por
ultimo se obtuvo una muestra incisional hepatica
para su estudio histopatologico (Figura 2). Al ser
informado el propietario sobre la condicién del
animal y el prondéstico, se decidi6 la eutanasia y
autorizo6 la necropsia.

Fueron remitidas muestras de la vena porta
y parénquima hepatico para estudio histopato-
logico.

RESULTADOS

Los hallazgos del hemograma y de la qui-
mica sérica no arrojaron datos orientativos de la
distensiéon abdominal a excepciéon de un aumento
leve de los valores de bilirrubina y descenso de
las proteinas plasmaticas (4,5 g/1). La amoniemia
fue normal. El estudio del liquido abdominal era
compatible con trasudado (Tabla 1).

Tabla 1. Analisis del liquido abdominal.
Table 1. Analysis of abdominal fluid.

pH 8

Proteinas 300 mg/dl

Glucosa 500 mg/dl

Sangre ++

Densidad 1.015

Color amarillento claro,
traslicido

Recuento celular 400 células por ml

La radiografia y la ecocardiografia arrojaron
hallazgos normales. En el estudio ultrasonografi-
co abdominal se observé aumento de la ecogeni-
cidad de distribucién homogénea y generalizada
del parénquima hepatico No se vieron estructuras

lineales intrahepaticas compatibles con vasos
portales.

La exploracién quirtirgica del abdomen per-
miti6 observar un higado de menor tamano que
el normal (tamafo aproximado 60%). También se
constaté una disminucién del calibre y marcado
aumento de la consistencia a la palpacion de la
vena porta; asi como una serie de vasos tortuosos
de pequeno diametro comunicando el inicio de la
vena porta con la vena cava caudal (Figura 3).

En la yeyunoportografia intraquirurgica,
se observo el llenado de la vena yeyunal, de la
mesentérica craneal y de numerosas venas tor-
tuosas de escaso calibre en direccién a la vena
cava. No hubo ingreso del radiopaco en la vena
porta en proximal del higado en las proyeccio-
nes latero-lateral (Figura 4a) comparadas con la
misma técnica en un animal normal (Figura 4b)
y ventro-dorsal (Figuras 5a y Sb).

La medicién de la presién venosa central fue
de 4 cm de H,O y de la yeyunal 6 cm de H,O.

Durante la necropsia se observé la vena
cava caudal y sus tributarias, la vena mesenté-
rica craneal y la vena porta. Se vieron multiples
vasos tortuosos de distintos calibres desde el
comienzo de la vena porta hacia la cava abocando
cranealmente a las venas renales. Hacia craneal
de estas neovascularizaciones se observo la
vena porta como un cordén fibroso continuando
esta anormalidad en las ramas que entraban a
los respectivos l6bulos hepaticos. Los mismos
no poseian lumen. Al examen macroscopico, el
higado era pequefio, homogéneo, firme al tacto
y con escasa vascularizacion; la superficie era
ligeramente granular (Figura 6).

El estudio histopatolégico reveld distorsion
de la arquitectura lobulillar, fibrosis periacinar,
con dilatacion de la vena centrolobulillar con
formacion de microtrombos y presencia de pig-
mentos intracitoplasmaticos (hemosiderina) en
las células de van Kupffer. El examen microscé-
pico de la vena porta reveld la ausencia de luz
intravascular con reemplazo fibrético.

DISCUSION

A pesar que la amoniemia del paciente re-
sulté dentro de valores normales, no se desecho el
diagnostico presuntivo de encefalopatia hepatica,
dado que la hiperamoniemia no es consistente-
mente demostrable (6).

El estudio ultrasonografico hizo sospechar
la ausencia del sistema portal hepatico al no ha-
berse hallado imagenes compatibles con los vasos
portales, a pesar de no detectarse los shunts.
Otro método diagnostico mas preciso como la
scintigrafia recto portal no fue realizado por no
contar con el equipamiento necesario (6).

Durante la laparotomia exploratoria se
pudo constatar que la vena porta era un cordon
fibroso firme al tacto. Al intentar colocar un caté-
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Fig.1. Laparatomia exploratoria mostrando la
vena cava caudal (flecha negra), la vena renal
dilatada (flecha blanca) y la vena porta como un

cordén fibroso (flecha rayada).

Fig. 1. Exploratory laparotomy showing caudal cava vein
(black arrow) dilated senal vein (white arrow) and portal vein
as a fibrous cord (streaky arrow).

Fig. 2. Biopsia hepatica.
Fig. 2. Hepatic biopsy

Fig. 3. Vena cava caudal (flecha blanca) shunt
porto-cava (flechas rayadas), vena porta (flecha
negra).

Fig. 3. Caudal cava vein (white arrow), porto-caval shunt
(streaky arrow), portal vein (black arrow).

Fig.4a. Yeyuno-portografia latero lateral eviden-
ciando el liquido radiopaco inyectado en una vena
yeyunal (flecha rayada), marcando el recorrido
de la vena mesentérica craneal (flecha blanca) y
las neoformaciones vasculares o shunts (flecha
negra).

Fig. 4 a. Lateral view of a yeyunum portal venography show-
ing a radiopaque liquid in a yeyunal vein (streaky arrow),
demostrating crial mesenteric vein distance (white arrow)
and shunts (black arrow).
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Fig.4b. Yeyuno-portografia normal mostrando la
vena yeyunal (flecha blanca), vena mesentérica
craneal (flecha negra), vena porta (flecha rayada

diagonal) y sistema portal (flecha rayadas).

Fig. 4b. Normal yeyunum portal venography showing yeyunal
8 black arrow), portal vein (diagonal streaky arrow) and portal
system (streaky arrows).

ter para medir su presiéon se confirmé la ausencia
de lumen vascular. Ademas se observaron multi-
ples vasos comunicantes entre el inicio de la vena
porta extra-hepatica y la vena cava caudal. En la
yeyuno-portografia intraquirargica, se visualizé
el llenado de la vena yeyunal, de la mesentérica
craneal y de numerosas venas tortuosas de es-
caso calibre en direccién a la vena cava. No hubo
ingreso del radiopaco en la vena porta en proximal
del higado, lo que se interpreté como ausencia de
lumen portal (7, 8, 9). Las anastomosis multiples
extra-hepaticas se citan en la bibliografia como
defectos adquiridos secundarios a otras alteracio-
nes vasculares congénitas (3). Estas representan
aproximadamente el 20% de todas las anastomo-
sis porto-sistémicas caninas (2) y surgirian en
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Fig.5a. Yeyunoportogragia ventro-dorsal mos-
trando las venas yeyunales (flecha rayada hori-
zontal, la vena mesentérica craneal (flecha rayada
vertical) y las neoformaciones vasculares o shunts
(flecha rayada diagonal).

Fig.5b. Yeyuno-portografia normal: vena yeyunal
(flecha blanca), vena mesentérica craneal (flecha
negra), vena porta (flecha rayada diagonal) y sis-
tema porta (flechas rayadas).

Fig. 5b. Normal yeyunum portal venography: yeyunal vein
(white arrow), cranial mesenteric vein (black arrow), portal
vein (diagonal streaky arrow) and portal system (streaky
arrows).
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Fig.6. Vena porta (flecha) y sus colaterales con

aspecto de cordén fibroso.
Fig. 6. Portal vein (arrow) and colaterals as a fibrous cord.

parte debido al incremento de la resistencia al
flujo sanguineo portal y la resultante hipertension
portal (2, 3). Al intentar colocar un catéter en la
vena porta fibrosada para medir su presion, se
confirmé la ausencia de lumen vascular. Este
hallazgo impidié tanto el registro de su presién,
como la relacion de las presiones porto/cava y
porto/central. No se realizaron las ligaduras de
las multiples comunicaciones porto-cavales por
hallarse contraindicadas al agravar la hiperten-
sién portal (3). La micro-hepatia se adjudicé a la
falta de aporte de nutrientes necesarios para el
desarrollo, ya que los mismos ingresan al parén-
quima por la vena porta (2, 3).

Los hallazgos descriptos en el estudio histo-
patolégico condicen con los citados en la biblio-
grafia como resultado de la hipertension portal
cronica (5, 10). Ambos hechos se consideraron
la causa de la colecta abdominal, motivo de la
consulta de este caso. Otro método diagnoéstico
mas preciso como la scintigrafia recto portal no
fue realizado por no contar con el equipamiento
necesario (11, 12).
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RESUMEN: La via de administracién epicutdnea provee una alternativa de administracion
muy importante para aquellas drogas potencialmente téxicas cuando son administradas por
otras vias, para terapias prolongadas y terapias de reemplazo. Existen tres formas de admi-
nistrar farmacos a través de la piel; (i) sistemas de administracion transdermal (parches), (ii)
drogas aplicadas como spot-on y pour-on y (iii) la aplicacion epicutdnea de farmacos a través
de cremas y geles. La penetracion de drogas a través de la piel depende de varios factores
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INTRODUCCION
1. ESTRUCTURA Y FUNCI6N DE LA
PIEL

La piel es el 6rgano de mayor tamano del
organismo, asimismo, uno de los mas complejos.
La piel esta constituida por la epidermis, dermis y
subcutis. Cada una de estas estructuras es fisica
y funcionalmente diferente, con apéndices (pelos,
glandulas sebaceas y sudoriparas) en diferentes
proporciones, las cuales varian de acuerdo a la
especie animal y la localizacién anatémica.

La funcioén primaria de la piel es la protec-
cién frente a agentes ambientales, tanto fisicos
(radiacion UV, calor, frio), como quimicos y
microbiolégicos. La piel también participa en la
termorregulacion, actiia como 6rgano sensorio y
tiene funciones endécrinas (sintesis de vitamina
D y conversion de feromonas) (1). La piel posee
una compleja estructura, y estd compuesta por
una amplia gama de tipos celulares incluyendo,
células sanguineas y del sistema inmune.

2.1 EPIDERMIS

Las células de la epidermis pueden dividirse
en corneocitos y no corneocitos. Este tiltimo gru-
po incluye melanocitos (2), células de Langerhans
y células de Merkel. Las células de Langerhans
controlan la proliferacién de los corneocitos y son
importantes células presentadoras de antigenos
(3), mientras que las células de Merkel se ubican
en la region basal y funcionan como nocicepto-
res. En este punto cabe aclarar que el término
nociceptor incluye receptores que responden
estimulos de origen variado (dolor, temperatura,
presion) (4).

Los corneocitos estan dispuestos en ca-
pas y conectados por medio de desmosomas y
hemidesmosomas (5). Las células cornificadas
del estrato corneo se renuevan de forma ciclica,
siendo la duracién de estos ciclos menor de tres
semanas (6).

Estrato corneo

El estrato corneo esta constituido por
células muertas que poseen en su interior una
proteina insoluble, amorfa y rica en sulfuro lla-
mada queratina (7). Estas células estan rodeadas
de una capa lipidica continua constituida por
ceramidas, acidos grasos y colesterol (7), a la que
se denomina bicapa lipidica intercelular (7). Esta
estructura funciona como una barrera altamente
lipofilica, la cual evita la perdida excesiva de agua
y previene la penetracion de moléculas (8).

Elias y Feingold (9) desarrollaron un mo-
delo que describe la organizacion del estrato
corneo al que denominaron “ladrillos y cemen-
to”. De acuerdo a este modelo, los corneocitos
queratinizados conforman una barrera de alta
tortuosidad (espacial) que dificulta el pasaje de
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moléculas, independientemente de su tipo. Asi-
mismo, los lipidos hidrofobicos organizados in-
terce-lularmente como laminas finas firmemente
agrupadas incrementan la impermeabilidad del
estrato cérneo, en este caso especificamente para
sustancias hidrofilicas
El estrato corneo, representa el blanco
primario de todos los métodos utilizados para
mejorar la penetraciéon transepitelial de farmacos.
Sin embargo, como se discutira posteriormente,
el mejoramiento de la penetracion es un objetivo
dificil de alcanzar, debido a la alta velocidad de
restituciéon que posee el estrato corneo.
Las estrategias mas comunmente aplicadas
para modificar el estrato cérneo se basan en: (a)
remocion de lipidos aplicando solventes organicos
(lo que conduce a un gran pérdida de agua) y (b)
remocion de corneocitos y lipidos (tape stripping).
Ambas estrategias inducen cambios en las con-
ductancias de iones y sintesis de citocinas lo que
inicia una respuesta metabédlica de las células
nucleadas de la epidermis, conduciendo a una
restitucion de la barrera lipidica y restauracion la
impermeabilidad. Existen técnicas no invasivas
que permiten monitorizar el tiempo de la respues-
ta de reparacion de esta barrera, como el método
de pérdida de agua transepidermal (TEWL) (10).

2.2 DERMIS

La dermis esta conformada, principalmen-
te, por mucopolisacaridos. Las principales células
encontradas en esta regiéon son fibroblastos, los
cuales producen tejido conectivo. Esta region
se caracteriza por estar altamente inervada y
poseer una gran cantidad de vasos sanguineos
y linfaticos (10).

2.3 APENDICES

Los apéndices representan estructuras
muy importantes en los animales domeésticos
cumpliendo fundamentalmente funciones de
proteccién. El estrato corneo se invagina dentro
de las estructuras de la piel constituyendo el
foliculo piloso.

Desde el punto de vista de la penetracion de
drogas el numero y tipo de apéndices cutaneos es
muy relevante. A nivel de los apéndices, el espesor
del estrato céorneo disminuye e, inclusive, puede
desaparecer. Consecuentemente los apéndices
cutaneos se transforman en vias de penetracion
muy importantes. El nimero de apéndices varia
de acuerdo a la especie y a la region anatéomica
(11).

Entre las especies domésticas, los ovinos
presentan la mayor densidad de foliculos pilo-
sos (10.000 foliculos/cm?). Este es un nuiimero
extraordinariamente alto si lo comparamos con
los humanos que poseen solamente 40-70 foli-
culos/cm? (10).
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Fig. 1. Estructura de la piel
Fig.1 Skin structure

3. PENETRACION DE DROGAS

La liberacién del principio activo desde la
formulacién aplicada en la superficie de la piel
y su transporte hacia la circulacion sistémica o
su concentracion local es un proceso que incluye
diversos pasos: (a) disolucién del principio activo
eny liberacién desde la formulacion, (b) particion
desde la formulacion hacia la capa mas externa
de la piel, o sea el estrato corneo (EC), (c) difusion
dentro del estrato cérneo, (d) particién desde el
estrato corneo hacia la dermis y (e) difusién hacia
los capilares sanguineos y/o penetraciéon a los
tejidos subyacentes (12).

Posteriormente a la administracion epicuta-
nea de las formulaciones/sistemas de liberacion
las drogas pueden penetrar la piel por diferentes
vias, concentrarse localmente y/o penetrar en el
torrente sanguineo.

3.1 VIAS DE PENETRACION DE
DROGAS

La penetracion de las drogas a través de
los dominios lipidicos del estrato cérneo es un
proceso lento, seguido de una rapida difusion a
través de la epidermis viable y la dermis papilar
(13). Ambos procesos se llevan a cabo por difu-
si6én pasiva. La velocidad y la magnitud de este
transporte estan gobernadas por la ley de Fick,
segln la cual la velocidad de difusion es direc-
tamente proporcional al coeficiente de difusién y
al de particion del principio activo y a la solubi-
lidad del mismo en el medio acuoso que rodea la
membrana, siendo inversamente proporcional al
grosor de la membrana a ser atravesada.

Las drogas aplicadas de forma epicutanea
pueden atravesar la piel a través de diferentes
rutas: (a) intercelular, (b) transcelular, (c) trans-
folicular, (d) via glandula sebacea (e) via glandula
sudoripara y (f) mixta (7, 10, 13, 14), siendo la
via intercelular la mas comun (6).

Se ha reportado que las drogas no polares
atraviesan el estrato corneo por la ruta intercelu-
lar, mientras que las drogas polares lo hacen por
la ruta transcelular (4). Las glandulas sebaceas
son mas permeables que los cornercitos, por lo
tanto la unidad pilo sebacea (foliculo piloso, pelo
y glandula sebacea) constituye una via alternativa
que permite que las drogas alcancen la dermis
evadiendo la impermeabilidad del estrato cérneo
intacto (7).

3.2 FACTORES QUE LIMITAN LA
PENETRACION

El pasaje de los farmacos administrados en
forma topica a través de todas las estructuras que
conforman la piel es imprescindible si se pretende
alcanzar concentraciones efectivas a nivel local o
sistémico. Sin embargo, este es un objetivo dificil
de lograr, dado que este pasaje (penetraciéon) es
altamente variable (15), lo cual se refleja en las
diferencias significativas en la concentraciéon
alcanzada en el sitio de accién.

Los factores que determinan la penetracion
de las drogas a través de la piel pueden ser di-
vididos de acuerdo a su determinante primario
en: a) dependientes del paciente, b) dependien-
tes del principio activo y c¢) dependientes de la
formulacién.
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3.2.1 FACTORES DEPENDIENTES DEL
PACIENTE

Existen diferentes estructuras que actian
como barrera para la penetracion de drogas: (i)
la capa epicutanea (un manto acido y una capa
acuosa), (ii) la capa electrolitica subcornea, (iii) la
epidermis (iv) la union dermatoepidérmica (v) la
dermis y (vi) la unidad pilosebacea (foliculo piloso,
pelo y glandula sebacea) (7). Como se mencionara
previamente, el estrato corneo es considerado
como la principal barrera de la piel (13, 16).

La penetrabilidad de las drogas a través del
estrato corneo varia dependiendo de la especie y
edad del animal. El pH de la piel (determinante
fundamental del estado de ionizacién de las mo-
léculas), la temperatura medioambiental (como
determinante del grado de hidrataciéon cutanea)
(17) y el estado de hidratacion general son facto-
res que pueden alterar la magnitud del proceso
de penetracion de las drogas aplicadas epicuta-
neamente (13).

Considerando que el estrato céorneo posee
carga negativa, (7) las moléculas catiénicas (ej.
PSGAGs) (18) no penetraran facilmente el estrato
corneo.

Los pelos alteran la penetracion de las dro-
gas actuando como barrera fisica, limitando el
contacto necesario entre la droga y el epitelio para
la posterior penetracion (10). Las consecuencias
de la alta densidad pilosa sobre la penetracion de
drogas son discutidas. Algunos autores conside-
ran que existe una correlacion negativa entre la
densidad pilosa y la penetracion (10), mientras
que otros consideran que la alta densidad de foli-
culos pilosos mejora la penetraciéon de las drogas
debido a que las invaginaciones del epitelio en
los foliculos pilosos incrementaria el area total
de contacto formulacién/piel (19).

Otro factor importante a considerar es el
metabolismo epidermal de drogas (19). La epi-
dermis tiene la capacidad de metabolizar drogas
antes de que sean absorbidas a la circulacion sis-
témica (efecto de 1° paso cutaneo), habiendo sido
reportada la presencia de enzimas que catalizan
reacciones metabdlicas tanto de fase 1 como de
fase 2 (13). Esta actividad metabdlica de la piel
podria ser de utilidad para activar prodrogas las
cuales pueden ser formuladas para maximizar la
penetraciéon transdermal (20).

Las secreciones de las glandulas sebaceas
y sudoriparas constituyen otra importante va-
riable en el pasaje de las drogas a través de la
piel (10). La zona anatémica de aplicacion es otro
factor importante en la penetracion transepitelial
de los farmacos (10). En este contexto, existen
importantes diferencias en el grosor y contenido
lipidico de la piel entre las diversas zonas anato6-
micas con caracteristicas de zonas de aplicacion.
Un factor relacionado es el flujo sanguineo local,
cuya modificaciéon determina cambios en los pa-
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trones de penetraciéon de drogas (21). Estudios de
flujo sanguineo local utilizando eco-doplers han
permitido demostrar diferencias intra-animal asi
como inter-animal (11).

3.2.2 FACTORES INHERENTES A LAS
DROGAS

En forma general, la capacidad de las
drogas de difundir a través de las membranas
biologicas depende de a) peso molecular (< 400),
b) tamafio molecular, c) grado de ionizacion y d)
solubilidad.

Con respecto a las propiedades fisicoqui-
micas de las drogas, la capacidad intrinseca de
penetracién de las moléculas esta determinada
por el adecuado equilibrio entre la liposolubili-
dad e hidrosolubilidad. Siendo el coeficiente de
particion lipido/agua uno de los factores deter-
minantes de la magnitud de las concentraciones
iniciales de droga en la capa mas superficial del
estrato corneo.

Otro factor relacionado con el principio ac-
tivo es su grado de ionizaciéon (7). En este punto
es importante tener en cuenta que el grado de
ionizacién del principio activo para aplicaciones
epicutaneas estara determinado no s6lo por el
pH de la piel, sino también por el pH de la for-
mulacion.

Como se mencionara previamente, la der-
mis posee un alto contenido de agua y se compor-
ta como barrera para la penetraciéon de las drogas,
fundamentalmente para aquellos componentes
lipofilicos con un coeficiente de particiéon lipido/
agua mayor a 600 (22). Se ha estimado que el
estrato corneo provee una resistencia difusional
de la penetracion 1000 veces superior para las
drogas hidrosolubles comparado con aquella para
drogas liposolubles (10).

3.2.3 DEPENDIENTES DE LAS
FORMULACIONES

La mas simple de las formulaciones para la
administracién transdérmica de drogas consiste
en un vehiculo semisélido (unglientos o cremas),
conteniendo una suspensiéon de la droga homo-
géneamente distribuida.

La primera etapa del proceso de penetra-
cion esta representado por la liberacion de la
droga, la cual es controlada por la formulacién,
siendo éste el primer paso limitante del proceso
(12). Una vez liberado desde la formulacion el
principio activo difunde hasta alcanzar la inter-
fase formulacion-piel, sitio en el que alcanza un
equilibrio (estado estacionario).

La penetracion de un principio activo desde
la formulacion aplicada epicutaneamente hasta la
circulacion sistémica o tejidos locales involucra
multiples procesos; (a) disolucién y liberacion
dentro y desde la formulacién (b) particion dentro
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del estrato corneo, (c) difusién a través del estrato
corneo, (d) particion desde el estrato corneo ha-
cia la fase acuosa de la epidermis, (e) difusion a
través de la dermis y (f) acceso a la circulacion
sistémica y/o tejidos circundantes (24).

Las propiedades relacionadas a las drogas
que influyen su flujo a través de la piel son, de
acuerdo a la ley de Fick, el coeficiente de difusion
y de particion del principio activo y la solubilidad
del mismo en el medio acuoso que rodea la zona
de pasaje.

El gradiente de concentraciéon es influen-
ciado por la particién de la droga dentro de la
piel y desde la piel hacia los tejidos subyacentes
(25). El grado de particion dentro de la piel puede
ser estimado a partir del coeficiente de particién
octanol-agua (25), siendo la curva de correlacion
coeficiente de particiéon octanol-agua (logP) vs
ritmo de penetracion una parabola, lo que define
una relacién asintética (26).

Compuestos con bajo coeficiente de parti-
cién (logP) poseen baja permeabilidad debido a su
pobre capacidad de particion dentro del dominio
lipidico del estrato corneo. Compuestos con un
alto logP también mostraran baja permeabilidad,
en este caso debido a su escasa particion fuera
del estrato corneo. La maxima penetracion se
observa en compuestos con logP en el rango de
1 a3 (26).

Otra caracteristica del principio activo que
determina la particiéon de la droga dentro de la
piel y en el vehiculo es la actividad termodinamica
en la formulacion. El grado de actividad termo-
dinamica puede ser mejorado incrementando la
concentraciéon de la droga o manipulando la for-
mulacién para reducir la solubilidad de la droga
en el vehiculo. La solubilidad de la droga en el
estrato céorneo puede ser mejorada incorporando
sustancias denominadas “mejoradoras” de la
penetraciéon, entre ellas DMSO y propilenglicol
(27).

La estructura quimica de la droga también
influye la difusibilidad (28). Esto seria conse-
cuencia de la interaccion de los grupos polares
de la molécula con el dominio lipidico del estrato
coérneo. La temperatura corporal es otro factor a
considerar ya que puede alterar la cinética mo-
lecular y el emplazamiento espacial del principio
activo (17).

4 MEJORAMIENTO DE LA
PENETRACION

Existen drogas no apropiadas para la apli-
cacion epicutanea. Esto puede ser consecuencia
de (i) sus caracteristicas fisicoquimicas (excesivo
tamano, excesiva carga eléctrica, insuficiente so-
lubilidad, tendencia a causar irritacion directa,
etc.) o (ii) sus caracteristicas cinético / dinamicas
(biotransformacion cutanea, alta extraccion en
sangre o baja potencia) (10).

En los ultimos afos se han desarrollado
diversas estrategias tecnologicas con el objetivo
de mejorar la capacidad de penetracion de las
drogas. Estas estrategias pueden ser de tipo qui-
mico (mejoradores de la penetracion) (29) o fisico
(iontoforesis, ultrasonido y microagujas) (30).

4.1 MEJORADORES DE LA
PENETRACION TRANSEPITELIAL DE
FARMACOS

Aun cuando existe un gran numero de
sustancias con caracteristicas apropiadas para
mejorar la penetraciéon de drogas, son muy pocas
las que inducen un mejoramiento significativo
in vivo de la penetracion transepitelial, el cual
se refleje en las concentraciones sistémicas y/o
locales del principio activo (31). Otra caracteris-
tica que reduce el niumero de mejoradores aptos
para uso in vivo es la irritacion cutanea que estos
compuestos provocan a las dosis efectivas para
incrementar la difusibilidad de farmacos a través
del estrato cérneo (32, 33).

4.1.1 MECANISMO DE ACCION

El mecanismo exacto por el cual las sus-
tancias mejoradoras aumentan la penetracion de
farmacos a través de la piel no ha sido dilucidado
en forma completa y, es probable que tengan
multiples efectos una vez que acceden al estrato
corneo (34).

Se han propuesto un gran numero de
acciones para estos compuestos que explican
el incremento en la permeabilidad observada in
vivo. Estas acciones pueden ser divididas en dos
grupos:

(a) Acciones que incrementan la permeabi-
lidad de la piel (7, 19, 30, 35, 37):

- Desnaturalizacion o modificacion de la
queratina intracelular causando un aumento
de la hidratacién (incremento del coeficiente de
difusion de la droga en el estrato corneo).

- Alteracion de los desmosomas que man-
tienen la cohesion entre los corneocitos (desor-
denamiento de la estructura del estrato cérneo
con un incremento de la difusibilidad).

- Modificaciéon del dominio lipidico con
reduccioén de la resistencia de la barrera epidér-
mica.

- En la dermis viable, estimulacién/modi-
ficacion del metabolismo celular con la conse-
cuente hiperplasia.

- Inhibicion del metabolismo celular con
disminucion del espesor de la piel.

(b) Acciones que modifican las propiedades
fisicoquimicas de las drogas:

- Incremento del coeficiente de particion
de la droga en la piel por aumentar la actividad
termodinamica de la droga en el vehiculo (34).
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La combinacion de sustancias mejoradoras
de la permeabilidad (SCOPE) (synergic combina-
tion of permeability enhancers) puede considerar-
se como una alternativa en el desarrollo de las
formulaciones. Ha sido reportado que la combi-
nacién de dos o mas mejoradores quimicos de la
penetraciéon conduce a un sinergismo de suma
(34). Inclusive un grado mayor de mejoramiento
en la penetracion de drogas tras la aplicacion
epicutanea podria lograrse combinando métodos
fisicos y quimicos (30).

4.1.2 CARACTERISTICAS
DEL MEJORADOR IDEAL DE LA
PENETRACION (63)

- Atoxico, no irritante e hipoalérgenico.

- Rapida accion.

- Con un tipo y duracién de actividad pre-
decible y reproducible.

- Sin actividad farmacolégica sistémica.

- Con efecto reversible.

- Compatible con excipientes y drogas.

4.2 METODOS FISICOS PARA
MEJORAR LA PENETRACION
TRANSEPITELIAL DE FARMACOS

Los métodos fisicos que mejoran la pe-
netracion de farmacos a través de la piel son
numerosos. Sin embargo, la mayoria se basa
en la aplicacion de corrientes y/o campos eléc-
tricos. Basicamente, estas técnicas se aplican
con el objetivo de (a) promover la penetracion
de farmacos que normalmente no atraviesan la
barrera cutanea (farmacos de alto peso molecu-
lar como pueden ser hormonas), (b) aumentar la
penetracion de aquellos farmacos que penetran
en concentraciones subterapéuticas y (c) reducir
los periodos de latencia de aquellos productos
aplicados t6picamente.

4.2.1 ULTRASONIDO

El ultrasonido mejora la penetracién trans-
dermal de drogas alterando la estructura del es-
trato corneo (39). El principal cambio estructural
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observado en la piel tras la aplicaciéon de ondas
de sonido de baja frecuencia es la aparicion de
cavidades (cavitacién) (30). Ha sido demostrado
que la utilizaciéon de ondas de baja frecuencia
(16- 20 kHz) mejora mas de 1000 veces la pene-
tracion de ciertos farmacos, entre ellos insulina,
eritropoyetina e interferon (35, 38).

4.2.2 IONTOFORESIS

La iontoforesis consiste en la aplicaciéon de
pequenas corrientes eléctricas (~ 0.5 mA/cm?) a
través de electrodos. La corriente eléctrica actua-
ria como un transportador de las drogas a través
de las estructuras de la piel (39). Los mecanismos
principales que conducen al incremento de la
penetraciéon son (i) replecion de iones, (ii) dismi-
nucién de la resistencia de la piel aumentando la
permeabilidad y (iii) electro6smosis (40).

La eficiencia de la iontoforesis depende,
basicamente, de las propiedades fisicoquimicas
de las moléculas (polaridad, valencia) y de la inte-
raccién principio activo/formulacion (40). La efec-
tividad clinica de la iontoforesis ha sido reportada
especialmente para formulados de anestésicos
locales y drogas antiinflamatorias (41).

4.2.3 ELECTROPERMEABILIZACION

La electropermeabilizacién consiste en apli-
car pulsos de corriente eléctrica (~100-1000V/
cm) sobre la piel por periodos cortos (micro o
milisegundos) (42). La corriente aplicada induce
la formacién reversible de poros acuosos en el
estrato corneo (11, 43) los cuales conforman
una nueva ruta para la penetracion de farmacos
(44).

4.2.4 OTROS METODOS FISICOS ME-
JORADORES DE LA PENETRACION
TRANSEPITELIAL DE FARMACOS (ver
tabla 1)

Microagujas: son agujas microscopicas lo
suficientemente grandes como para crear orificios
en el estrato céorneo de la piel y permitir el pasaje
de moléculas, pero no para generar dolor (30).

Tabla I Caracteristicas de los mejoradores quimicos y fisicos de la penetracién cutanea de farma-

METODO AUMENTA
TRANSPORTE

Sustancias quimicas X
Iontoforesis XX
Permeabilizacion eléctrica XX
Ultrasonido XX
Microagujas XX
Inyeccion Jet XXX
Permeabilizacion térmica XX

Los métodos mejoradores son comparados en base a baja (x) moderada (xx) o alta (xxx) eficacia en su categoria.

NO CAUSA DOLOR BAJO COSTO
O REACCION

><><><><><><S
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Inyeccién Jet : consiste en la inyeccion a
alta presiéon/velocidad dentro de la piel de gotas
de liquido o particulas soélidas conteniendo la
droga (30).

Permeabilizacién térmica: representa la
formacion de canales acuosos dentro del estrato
corneo de la piel, tras la aplicacion de pulsos
térmicos (4).

5. LIPOSOMAS

Eldesarrollo de liposomas y tranferosomas
ha permitido mejorar la eficacia de los farmacos
aplicados por la via epicutanea. Los liposomas
son estructuras concéntricas biocompatibles
formadas por bicapas lipidicas que rodean una
fase acuosa. Los liposomas transportan tanto
drogas hidrofobicas como hidrofilicas, pudiendo
entregar los principios activos intracelularmente
(45, 46).

El desarrollo de inmunoliposomas ha
permitido maximizar la utilidad de este tipo de
formulaciones evitando el acumulo en células del
sistema reticulo endotelial (46).

6. METODOS IN VIVO e IN VITRO
PARA EL ESTUDIO DE PENETRACION
TRANSEPITELIAL DE DROGAS

6.1 METODOS IN VITRO

Los métodos in vitro aplicados al estudio de
la penetraciéon de drogas representan las técnicas
mas difundidas. En estos métodos se utilizan
tanto piel animal o humana como membranas
artificiales (piel artificial).

6.1.1 CELDA DE DIFUSION

La celda de difusion de Franz representa,
desde su desarrollo en 1975, el principal método
utilizado para evaluar la penetraciéon transepi-
telial de farmacos (24, 47, 48, 49). La celda de
difusién es un sistema compuesto por dos cama-
ras, una donante y otra aceptora, separadas por
piel o membrana artificial. El estrato corneo es
orientado hacia la camara donante a través de la
cual se aplican las drogas a estudiar. Las celdas
de difusion son mantenidas a 32-35 °C (50).

AuUn cuando este método es considerado
un sistema confiable de screening para evaluar
la bioequivalencia/ biodisponibilidad (51) tiene
varias limitaciones, por un lado, no contiene como
variable de analisis a las rutas de eliminacion
de drogas (sistema vascular y metabolismo en
la dermis) y, por otro, no pondera las modifica-
ciones fisiologicas de la piel (contenido de agua,
pH cutaneo, descamacion del estrato cérneo,
temperatura) (10, 37). Es importante remarcar
que la piel una vez montada en celdas de Franz
o sistemas similares permanece con un grado
constante de hidratacién durante todo el periodo

del ensayo. Este factor podria afectar la bicapa
lipidica (52) o inducir la formacién de vesiculas
extracelulares en el estrato (53).

Con sus desventajas este modelo in vitroes
un buen indicador cualitativo de la penetracion
cutanea de farmacos (54).

6.2 METODOS IN VIVO
6.2.1 ESTUDIOS EN ANIMALES

La penetraciéon de drogas a través de las
estructuras de la piel ha sido estudiada utilizando
animales vivos. En estos casos, la capacidad de
penetraciéon de formulaciones o drogas aplicadas
localmente es estimada evaluando las concen-
traciones alcanzadas en la circulacion sistémica
u orina. Feldman y Maibach (55) demostraron,
utilizando hidrocortisona marcada (}*C), que
existen diferencias en la penetracién de drogas
relacionadas al sitio de aplicaciéon. Asimismo, se
ha reportado que ciertas drogas podrian quedar
secuestradas en las estructuras de la piel (57) o
concentrarse localmente sin penetrar en la cir-
culacion sistémica (55). Estos factores indicarian
que las concentraciones de una droga mensura-
das en la circulacion sistémica no son reflejo de
la penetracién absoluta de un farmaco. Es por
esta razon que las concentraciones sistémicas de
una droga no son Utiles para predecir concentra-
ciones en los tejidos o en el liquido sinovial tras
la administracion tépica (56).

6.2.2 BIOPSIA CUTANEA

La biopsia cutanea representa un método
que permite evaluar la cantidad de droga que
penetra a través de las diferentes estructuras de
la piel en funcién del tiempo. Sin embargo, este
meétodo, s6lo permitiria evaluar la penetraciéon al
tiempo de la toma de muestra.

6.2.3 EXTRACCION DEL ESTRATO
CORNEO

La extraccién del estrato cérneo mediante
una cinta adhesiva es otra de las técnicas que
han sido utilizadas para evaluar la progresion
de una droga a través del estrato coérneo (57), asi
como para evaluar la influencia de este pasaje en
el proceso de penetracién de farmacos.

6.2.4 MICRODIALISIS

La técnica de microdialisis es otro método
importante utilizado para evaluar la penetracion
de farmacos tras la aplicacion epicutanea (51).
Esta técnica, poco invasiva, permite evaluar la pe-
netrabilidad de farmacos aplicados localmente

Las principales limitaciones de esta técnica
son reflejo de la interaccién entre la droga en es-
tudio (basado en sus propiedades fisicoquimicas
-relaciéon hidrosolubilidad/ liposolubilidad, PKa,
etc-) y las caracteristicas del liquido de dialisis
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(58) asi como la relaciéon entre el tamafio molecu-
lar de la droga y el tamafio del poro de la membra-
na de dialisis. La mayoria de las membranas de
microdialisis solo son permeables a componentes
hidrofilicos de bajo peso molecular (58).

El analisis comparativo de la penetracion
transepitelial evaluada usando microdialisis y
la celda de difusién tipo Franz, demuestran una
buena correlacién cuali y cuantitativa entre la
penetracion in vitroy los coeficientes de absorcion
in vivo (51).

6.2.5 MODELO ANTIEDEMATOSO

El modelo de edema intraepitelial ha sido
utilizado para evaluar la penetracion de diferentes
farmacos a través del estrato corneo de animales
vivos (50). Sin embargo, es importante considerar
que este método de evaluacién no serviria para
predecir concentraciones de drogas en los tejidos
subyacentes, ni la biodisponibilidad de la droga
cuando es administrada epicuta-neamente.

7. EVALUACION DE LA
PENETRABILIDAD

La aplicaciéon de la ley de Fick al analisis
la curva de disposicién de droga tras la admi-
nistracion epicutanea, permite determinar los
parametros de que reflejan la penetracién como,
flujo de droga (J) y coeficiente de penetrabilidad
(59). La penetracién de una molécula a través
de las estructuras de la piel genera un gradiente
de concentracion alcanzando un flujo de régi-
men estacionario que se puede describir con la
siguiente formula:

Flujo (Js)(ig/cm/h)) = (Dq/Dt)x (1/A)

Donde Dq es la cantidad de droga que atra-
viesa la piel, Dt es el tiempo, siendo la relacion
Dq/Dt representativa del flujo de droga en estado
estacionario expresado en ig/h, y A el area de
aplicacion.

El flujo de una droga esta estrechamente
relacionado con el coeficiente de penetrabilidad
que relaciona el flujo del soluto con el gradiente de
concentraciéon a través de la membrana o piel.

Coeficiente de penetrabilidad (Kp) = Js/
dosis aplicada.

El flujo maximo (J__) puede ser medido
experimentalmente como el flujo desde una so-
lucién saturada a partir de k_multiplicado por
la solubilidad de la droga en la fase donante y
representa una estimacion de la cantidad maxima
de droga que puede atravesar un area definida
por unidad de tiempo (60).

El desarrollo de modelos matematicos para
describir y estimar la permeabilidad de la piel es
un area de crecimiento constante, especialmente
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para predecir la penetrabilidad de sustancias hi-
drofébicas a través del estrato corneo (61). Estos
modelos pueden ser categorizados de acuerdo
a: (1) la relacion de penetrabilidad/estructura
cuantitativa (QSPRs), (2) expresiones basadas
en mecanismos de difusiéon o (3) combinacion
de ambos.

8. PAUTAS PARA EL DESARROLLO DE
UNA FORMULACION

El desarrollo de una formulacién es un
ejercicio complejo en el cual se deben tener en
cuenta tanto los efectos clinicos del principio
activo (su farmacologia) asi como, los factores
biofarmacéuticos del sistema de liberacion, entre
ellos : (i) solubilidad de la droga en el vehiculo
(27), (ii) interaccion de la droga con los excipientes
(34) (ii) eleccion de los mejoradores quimicos de la
penetracién (29), (iv) toxicidad de los excipientes
(32, 33) y (v) tiempo de accion de los mejoradores
de la penetracion (34).

CONCLUSION

A pesar de que la via de administracion
epicutanea no ha sido extensamente explotada
en medicina veterinaria, sus ventajas potenciales
respecto a otras vias de administracion son innu-
merables, entre ellas (i) disminucioén de las dosis,
(ii) evitamiento del efecto de primer pasaje, (iii)
posibilidad de administrar drogas sin abrasion
de epitelio y, en algunos casos, (iv) facil manejo
de la forma farmacéutica aplicada (posibilidad de
controlarla y/o removerla).

La administracion epicutanea de drogas
representa una via de administracion alternativa
mas practica, segura y menos invasiva que las
vias convencionales de administraciéon basadas
en el uso de agujas. En un futuro, seran posibles
los tratamientos continuos con un mayor espec-
tro de drogas, fundamentalmente con aquellos
farmacos que requieran de administracion en-
dovenosa, intervalos interdosis cortos, asi como
para drogas con baja biodisponibilidad tras la
administracién oral o que posean efectos toxicos
cuando son administradas por otras vias. Es
importante hacer hincapié en el desarrollo de los
inmunoliposomas lo que posibilitara tratamientos
mas dirigidos e, inclusive, la inmunizacién segura
y efectiva de animales a través de la aplicacion
epicutanea de antigenos (24, 62).
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Resumen: La gata doméstica es poliéstrica estacional, con ovulacién inducida por el coito.
Sin embargo, la ovulacion espontdnea puede ocurrir en algunas hembras. El celo ocurre con
un intervalo de 14 a 19 dias en aquellas gatas expuestas a un fotoperiodo largo (14 horas luz
diarias). El ciclo estral felino se divide en cuatro periodos: proestro, estro, interestro y anestro.
Cada etapa presenta ciertas particularidades que diferencian una de otra. Existen diferentes
métodos para prevenir tanto la ocurrencia temporal como permanente de los ciclos estrales
en la gata doméstica. Si bien en general permiten un adecuado control de la reproduccién, la
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Fisiologia reproductiva

La gata domeéstica al igual que otros ma-
miferos domésticos tales como el equino, cabra
y oveja, comparte la particularidad de ser poliés-
trica estacional, es decir que ciclara de manera
repetida durante una estacion reproductiva a
menos que el ciclo sea interrumpido por prefiez,
pseudeprenez o enfermedad (1). Los ciclos estra-
les felinos ocurren con un intervalo de 14 a 19
dias promedio en aquellas hembras que estan
expuestas a un promedio de 14 horas luz diaria
(2). En nuestro hemisferio el periodo reproductivo
de la gata comprende las estaciones de primavera
y verano, sin embargo bajo un régimen luminico
artificial de 14 horas de luz diarias ciclan durante
todo el afio (3). Por el contrario, si las gatas son
expuestas a un régimen luminico diario corto, (8
h luz/diarias), la actividad ovarica cesa y conse-
cuentemente la hembra entra en anestro (4).

La mayoria de las hembras felinas alcanzan
la pubertad entre los 6 y 9 meses de edad (5, 6).
Esto varia debido a la influencia de varios facto-
res, entre ellos la época del afio en que la hembra
nace. Se ha informado que aquellas hembras
que nacen en invierno comienzan su actividad
sexual mas tempranamente que aquellas que
nacen en verano (7). Por otro lado, la madurez
sexual presenta cierta heredabilidad; es asi que
razas de pelo corto como el Siames o Burmes son
mas precoces que las razas de pelo largo como la
Persa (8). Otro factor a considerar es el peso, ya
que las hembras necesitan un peso minimo de
2,3 a 2,5 kg para llegar a la pubertad (9)

Ciclo estral

El ciclo estral felino se divide en cuatro pe-
riodos; proestro, estro, interestro y anestro (10).
El proestro, es el periodo del ciclo estral cuya
duracion puede ser tan breve (24 h) que pasa
inadvertido o durar 1 a 2 dias (11). Es el mo-
mento de actividad folicular (sintesis y secrecion
de estrogenos), cambios en la citologia vaginal y
preparacion para el apareamiento y prenez (1).
El foliculo ovarico desarrolla desde un diametro
aproximado de 0,5 mm a 1,5 mm durante este
periodo (6). Los estrogenos, llegan a concentra-
ciones superiores a 20 pg/ml, siendo los niveles
plasmaticos de esta hormona en anestro o inter-
estro inferiores a 15 pg/ml (1). El aumento de las
concentraciones séricas de estrogeno se relaciona
con el comportamiento afectuoso de la hembra, y
las caracteristicas conductales (fricciones, pisoteo
con los miembros posteriores, vocalizaciones y
menor hostilidad hacia el macho) presentes en
esta etapa del ciclo estral. En este periodo si bien
la hembra atrae al macho, no permite la monta
(11).

El estro es el momento en que la hembra
acepta el servicio, y la sintesis y concentracion
sérica de estrogenos llega a los niveles mas altos,
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40 a 80 pg/ml (9). La duracién promedio de este
periodo es de 6 a 10 dias (6). Debido a las altas
concentraciones de estréogeno plasmatico, la gata
aumenta las vocalizaciones, presenta lordosis,
mantiene la cola hacia un lado y acepta la cépula
(11). Este aumento de estrégeno, no solo produce
un cambio del comportamiento, sino que también
actia sobre el epitelio vaginal produciendo la
cornificacién del mismo (10). En consecuencia,
la citologia vaginal de la fase folicular (proestroy
estro) presentara células superficiales nucleadas
y anucleadas. Las células superficiales son gran-
des, de bordes irregulares, ntcleo oval y picnético
o sin nucleo (6).

Una particularidad de las hembras felinas
es que la ovulacién es inducida por el coito (5). La
estimulacion vaginal durante la cépula produce
un aumento de las seniales neurales hacia la zona
medio ventral del hipotalamo con la consecuente
liberacion de GnRH. Esta tltima estimula la libe-
racién de LH (9). La probabilidad de que ocurra
ovulacién esta directamente relacionada con la
amplitud de la onda de LH, la que a su vez esta
asociada al numero e intervalo entre las copulas.
Se ha informado que muchas cépulas en un breve
periodo de tiempo se correlacionan con mayor
probabilidad de ovulaciéon (12). La onda de LH
optima se observa cuando se produce un maximo
de apareamientos durante un periodo de 2 a 4
horas. Un estimulo coital adicional mas alla de
este periodo de tiempo puede no incrementar de
manera significativa la onda de LH. Los valores
de esta hormona van desde 10 ng/ml antes del
apareamiento a mas de 100 ng/ml después de
la estimulaciéon maxima (9).

Se ha observado que 35 % de las hembras
felinas pueden presentar ovulacion espontanea
(11). Esto ocurre en aquellas colonias de gatos
en que las hembras estan confinadas en el mis-
mo ambiente que los machos, a pesar de que no
haya contacto fisico ni visual. Esta observacion
se puede atribuir al efecto de las feromonas tal
como en otras especies (5).

En ausencia de apareamiento u ovulacion
espontanea comienza la etapa llamada inter-
estro, la cual es definida como la etapa que le
sigue a un estro y precede al estro siguiente. La
duracion de este periodo varia de 8 a 10 dias
promedio (10). Mediante citologia vaginal puede
observarse un predominio de células interme-
dias, células superficiales en menor proporcién y
ocasionalmente pueden visualizarse neutroéfilos.
Las células intermedias son mas pequefnas que
las células superficiales, con contornos celulares
regulares y nuicleo redondo u oval, el cual puede
estar picnotico (6).

Si ocurre ovulacion pero los ovocitos no
son fertilizados, los foliculos se luteinizan y se
forman cuerpos ltiteos que secretan progestero-
na. La fase luteal es mas corta que la gestacion,
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y se denomina pseudogestaciéon (5). En esta
etapa, la concentracién de progesterona sérica
llega a niveles de mas de 20 ng/ml (13, 14). La
vida media de los cuerpos lateos es de 25 a 35
dias y al final de esta fase un periodo breve de
interestro precede al siguiente estro, siempre y
cuando las gatas estén en etapa reproductiva
(5). En consecuencia la duraciéon del periodo de
pseudogestacion es aproximadamente de 40 dias
(13, 14). En esta fase la citologia vaginal presen-
ta las mismas caracteristicas que la citologia de
interestro.

Tanto en caninos como en felinos la sintesis
de progesterona por parte del cuerpo luteo es ne-
cesaria durante toda la gestacion, de esta manera
las concentraciones séricas de esta hormona se
mantienen estables en valores de 15 a 30 ng/ml,
hasta aproximadamente el dia 60, momento en
que la concentracién de progesterona disminuye
abruptamente, coincidiendo con el dia del parto
(5). A diferencia de los cuerpos luteos de la pseu-
dogestacién, los cuerpos lateos de la gestacion
pueden mantenerse mas alla de 25 dias gracias
a factores luteotroficos especificos como los de
la pituitaria (5).

El anestro es el periodo caracterizado por
la ausencia de ciclos estrales. Esta fase ocurre
cuando disminuyen las horas luz con el con-
siguiente aumento de melatonina y prolactina
(15). Las concentraciones séricas de melatonina
y prolactina son sincrénicas, se elevan durante
los periodos de oscuridad y disminuyen durante
los periodos de gran intensidad luminica (16).
Por lo tanto, el anestro felino se caracteriza por
niveles elevados de prolactina y melatonina, y
niveles basales de estréogeno y progesterona (5).
En esta etapa, la citologia vaginal presenta conte-
nido mucoso, predominio de células parabasales
y una escasa cantidad de células intermedias y
leucocitos (17). Las células parabasales se carac-
terizan por ser redondas, con bordes celulares
regulares y poseer una relacion nucleo citoplasma
disminuida (6).

Estacionalidad reproductiva

Como puede observarse al estudiar el ciclo
estral felino, la estacionalidad reproductiva de la
gata domeéstica esta intimamente relacionada con
el fotoperiodo y la concentracién de melatonina
sérica. Esta tlltima, es una hormona derivada de
la serotonina y es sintetizada y secretada princi-
palmente por la glandula pineal. La liberacién de
melatonina sigue un ritmo circardiano; es libera-
da en periodos de oscuridad, momento en que se
sintetiza (18). Por el contrario, durante periodos
de luz al estar inhibida la sintesis no hay secre-
cién de melatonina (18). En el caso de la gata, al
ser una especie fotoperiodo positivo, la secuencia
de eventos que sigue a un cambio de estacion
es la siguiente: en verano las noches son cortas

y la duracién de la secreciéon de melatonina es
igualmente corta y por lo tanto la concentracion
de melatonina sérica es baja (0,53 + 0,1 ng/ml).
Como consecuencia de esto, se producen pulsos
de GnRH. La liberacién pulsatil de GnRH provo-
ca una liberacion pulsatil de la gonadotrofinas
hipofisiarias especialmente de la hormona lutei-
nizante, la que produce en la hembra el comien-
zo del periodo reproductivo. Por el contrario en
invierno, las noches son largas y la duracién de
la secrecion de melatonina durante la noche es
igualmente larga y por lo tanto la concentracion
de melatonina sérica es alta (8,94 + 2,6 ng/ml).
Como consecuencia del cambio en la duracion
de la liberaciéon de melatonina durante la noche
desde el verano al invierno, en esta ultima esta-
cién no ocurren pulsos de GnRH y el eje gonadal
hipofisiario esta quiescente. De esta manera la
melatonina regula el estado funcional de las go6-
nadas y controla la capacidad reproductiva de un
animal segun la estacion del afio (19).

El completo conocimiento y comprension
de la fisiologia reproductiva de la gata asi como
la funcién de las hormonas que participan en
el ciclo reproductivo felino, son necesarios para
realizar una adecuada prevenciéon de los ciclos
estrales. La observacién de los signos clinicos
conductales y cambios en la imagen citologica
vaginal presentes en las distintas fases del ciclo
estral permiten caracterizar al mismo asi como
realizar una aproximacion diagnéstica racional.
Del mismo modo el conocimiento del mecanismo
de accién y funcién de las hormonas hipofisiarias
y gonadales, nos permitird una mejor compren-
sién de las variaciones hormonales del ciclo estral
felino asi como de las posibilidades de manejo
del mismo.

Control de la reproduccion

En la actualidad el control de la reproduc-
cién en pequenos animales se puede lograr en
forma permanente mediante técnicas quirtrgicas
[ovariectomia (OV), ovariohisterectomia (OVH), li-
gadura tubaria] o bien en forma temporal median-
te administracién de drogas anticonceptivas (20).
La remocion quirargica de las gonadas mediante
OV u OVH evita la ocurrencia de ciclos estrales,
apareamiento, gestaciones indeseadas y compor-
tamiento reproductivo. Sila OV u OVH se realiza
antes del primer celo, disminuye significativa-
mente la aparicion de tumores mamarios. Si se
realiza luego de que han ocurrido uno o mas ciclos
estrales la incidencia de las afecciones mamarias
no varia, sin embargo la implementacién de OVH
hara posible reducir la incidencia de afecciones
uterinas. La OVH y la OV evitan la modificacién
del comportamiento durante el ciclo estral lo cual
puede complicar la relacion duefio-mascota (21).
Los efectos colaterales indeseables de este método
anticonceptivo son infrecuentes e incluyen las
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complicaciones directamente relacionadas con
la cirugia (reacciones inflamatorias, adherencias,
abscesos), el sindrome del ovario remanente y la
obesidad. Si los animales son gonadectomizados
antes de la pubertad ocurre retardo del cierre de
nucleos de crecimiento. Aunque la incontinencia
urinaria hipoestrogénica ha sido descripta como
una complicaciéon frecuente de la esterilizacion,
su incidencia es baja en felinos (21).

Otra técnica quirargica poco utilizada es la
ligadura de trompas, pero no controla la aparicion
de signos externos ni previene enfermedades del
tracto reproductivo (22).

Para el control temporal de la reproducciéon
en la hembra felina se han utilizado progestage-
nos, andrégenos, analogos de la de GnRH y méto-
dos inmunolégicos que todavia se encuentran en
desarrollo. No obstante, no existe en la actualidad
ningln protocolo seguro y reversible para preve-
nir la ciclicidad sexual en esta especie (20)

Los progestagenos son las drogas usadas
mas frecuentemente para prevenir o interrumpir
el estro en las hembras felinas. El acetato de
megestrol es el progestageno que posee menos
efectos colaterales (1). La prevencion del estro se
logra con la administracion de 2,5 mg/gata via
oral una vez por semana o 5 mg/gata via oral
cada 2 semanas por varios meses (23). Para la
interrupcion del estro esta indicado administrar
2,5 mg/gata por dos semanas. Si se suspende
la medicacion la gata entra en estro nuevamente
pocos dias o varias semanas después (23).

Acetato de medroxiprogesterona es otro
progestageno utilizado para suprimir el estro. Es
efectivo a una dosis de 25 a 100 mg intramuscu-
lar (IM) cada 6 a 12 semanas (23). El acetato de
megestrol tiene vida media mas corta que el ace-
tato de medroxiprogesterona lo cual se relaciona
con una menor produccion de efectos colaterales
indeseables de la primera droga (20). Se han
informado numerosos efectos colaterales asocia-
dos al uso de estas drogas, entre estos pueden
mencionarse: hiperplasia endometrial quistica,
fibroadenomatosis mamaria y neoplasia mamaria
(20). Asi mismo hiperglucemia, glucosuria, poli-
dipsia, y poliuria pueden ocurrir dentro de las
dos semanas de administrado el acetato de me-
gestrol (20). La administracion de progesterona se
asocia con la estimulacién en la secrecion de la
hormona del crecimiento con signos resultantes
de acromegalia y resistencia insulinica en gatas
(1). Algunas hembras felinas tratadas con acetato
de megestrol han desarrollado diabetes mellitus,
que suele ser transitoria y se resuelve cuando se
interrumpe la administracion del farmaco. Sin
embargo el estado diabético es permanente en
algunos gatos (1). Se ha demostrado que los gatos
que han recibido tratamiento con dosis frecuen-
tes de acetato de megestrol padecen supresion
adrenocortical pronunciada sin signos clinicos de
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insuficiencia de glucocorticoides (24). A pesar de
ser los progestagenos efectivos para la prevencion
o interrupcién del estro no se recomienda su
uso debido a sus numerosos efectos colaterales
indeseables (25).

La clormadinona, es un progestageno que
ha sido administrado via oral, via subcutanea,
via intramuscular y en forma de implante sub-
cutaneo. Se ha informado que una dosis de 2
mg totales, via oral, 1 vez a la semana ha sido
suficiente para prevenir la ocurrencia del estro
por 10 a 14 meses sin ningun efecto indeseable,
a excepcion de aumento de peso solo durante el
primer afno de tratamiento (26). Sin embargo se
demostré que a largo plazo, la administracion de
clormadinona, se relaciona con la aparicion de
neoformaciones mamarias, hiperplasia endome-
trial quistica y piéometra (26). A fin de reducir los
efectos colaterales indeseables y lograr protocolos
seguros para uso clinico se han evaluado dife-
rentes protocolos en los cuales se trabajé dismi-
nuyendo la dosis efectiva, alargando el intervalo
entre administraciones, o combinando ambas
acciones (26).

Deslorelina es un analogo de la GnRH.
Acttia por disminucién del nimero de receptores
de GnRH en la pituitaria causando supresion de
la liberacion de la hormona FSH y LH. En todos
los casos, el tratamiento en anestro provoca la
induccién de proestro debido a la estimulacion
ovarica producida por la liberacion inicial de FSH
y LH por el efecto agonista (27). La administra-
cion conjunta con progestagenos durante los
primeros dias previene la aparicion de este efecto
estimulante inicial (28). El uso de un implante
subcutaneo de 6 mg de deslorelina, suprimié la
actividad ovarica en hembras felinas. No se han
detectado efectos colaterales en las hembras tras
su administracién; sin embargo la duracién de
la supresion de ciclos estrales mostré una alta
variabilidad individual. Por tal motivo el implante
subcutaneo de deslorelina no representaria un
método seguro para la prevencién de ciclos estra-
les en la clinica reproductiva diaria (29).

Mibolerona es un esteroide androgénico
anabdlico, cuyo uso en la gata no ha sido auto-
rizado, pero evita los ciclos estrales en un gran
porcentaje de éstas. Ejerce retroalimentacion ne-
gativa sobre la glandula pituitaria disminuyendo
la secrecion de hormonas gonadotréficas. Debe
administrarse a una dosis de 50 mg via oral, 1
vez por dia, 30 dias antes de la ocurrencia del
proéximo proestro, de lo contrario no suprimira el
proximo estro (20). Entre los efectos colaterales
de este andrégeno se ha informado que puede
ocasionar agrandamiento del clitoris, y cambios
en el comportamiento de la hembra. Se ha prohi-
bido el uso de la mibolerona en gatos debido a su
potencial hepatotoxicidad y tirotoxicosis (30).

Se han estudiado métodos inmunolégicos
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para prevenir gestaciones no deseadas utilizando
vacunas para generar anticuerpos contra la zona
pelacida del ovocito (ZP). La ZP es una matriz
extracelular de glicoproteinas secretados por los
ovocitos durante la foliculogénesis, es importante
en la diferenciacién de las células foliculares y
regula la adhesion y penetracion de los esper-
matozoides (31). Estas glicoproteinas presentan
reaccién cruzada entre especies (31). Es esperable
que tras la aplicacion de las vacunas menciona-
das anteriormente desarrollen altos titulos de
anticuerpos en las hembras felinas, y que estos
anticuerpos cubran la superficie de la ZP de los
ovocitos ovulados previniendo la fertilizacion de
los mismos por los espermatozoides (20). Spay
Vac es una vacuna que incorporé antigenos por-
cinos de ZP, cuya particularidad es inducir infer-
tilidad por largo tiempo tras una sola aplicacién
(32). Se han realizado pruebas de campo en cier-
vos y en focas con buenos resultados. En gatas
lo resultados obtenidos no fueron alentadores; a
pesar de la presencia prolongada de anticuerpos
y alto titulo de los mismos en sangre, las gatas
quedaron prenadas. Estudios inmunohistoquimi-
cos indicaron que los anticuerpos producidos por
las gatas tratadas con pZP reconocieron pZP, pero
no la zona pelacida felina fZP. Ademas estudios
previos demostraron que pZP no tenian reaccion
cruzada con fZP. Se experiment6 entonces con
animales diferentes al porcino para formular una
vacuna anticonceptiva para felinos, entre ellos
hurones feZP, perros cZP, ratones mZP y felinos
mismos fZP. Los resultados mostraron que estas
vacunas, inclusive la formulada a partir de anti-
genos fZP, producian reacciones inmunogénicas
en las hembras felinas, pero los anticuerpos ZP
fracasaban en unirse a fZP, por lo que no impe-
dian la fertilidad (32).

Conclusiones

El conocimiento de las diversas hormonas
que participan en la reproducciéon asi como las
caracteristicas peculiares del ciclo reproductivo
felino son de suma utilidad en la practica diaria
para realizar un adecuado manejo del ciclo es-
tral. Sin embargo, solo algunos investigadores
se han abocado al estudio del ciclo estral felino
asi como de las hormonas que participan en el
mismo. En la tltima década poco ha avanzado el
conocimiento en la prevenciéon de ciclos estrales
mediante protocolos terapéuticos con escasos
efectos colaterales.

Los métodos anticonceptivos hasta ahora
utilizados en la practica veterinaria producen
efectos colaterales indeseables, entre ellos proble-
mas reproductivos, patologias endocrinologicas y
cambios de comportamiento. Si bien la OV u OVH
son métodos cuyos efectos indeseables son de
baja incidencia, tienen la desventaja de prevenir
la ocurrencia de ciclos estrales de manera irrever-

sible. Sin embargo estudios realizados muestran
que seria posible implementar protocolos, para el
control de la reproduccion en felinos, que posean
escasos efectos colaterales indeseables. Algunos
de estos protocolos incluirian métodos inmuno-
logicos e implantes subcutaneos de deslorelina
aunque se encuentran ain en investigacion.
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I-.-Trabajos de investigacién, II.-Articulos de
revision, III.-Comunicaciones breves IV-Informaciéon
institucional y V. Cartas al editor.

Normas generales de redaccién

Los manuscritos deberan ser enviados para su
publicacién al Comité editorial en idioma espafiol o in-
glés. Deberan enviarse por triplicado en hoja tamafio A4
(210 x 297 mm), numeradas correlativamente y escritas
a doble espacio, simple faz, con un margen de 4 cm a
la izquierda y no menor de 2 cm en el derecho. Debera
enviarse ademas una copia en disquete (MS-Word 2000®
o Word Perfect 8.0%); dos de las copias no deberan con-
tener el nombre de los autores ni su filiacién cientifica.
Los autores deben retener una copia de todo el material
enviado inclusive fotografias ya que no se aceptara res-
ponsabilidad por dafio o pérdida de trabajos.

Las fotografias en blanco y negro podran ser in-
cluidas en ntimero no mayor a 3 por articulo. Otras
inclusiones de fotografias en blanco y negro o en color
tendran un cargo extra y estaran a cargo de los autores.
Las versiones electrénica y en CD-ROM de la revista
podran contener fotografias color sin costo para los
autores. La inclusion de fotografias color en el material
impreso debera ser expresamente solicitado al editor.
El material enviado estara listo para su reproduccion,
podran enviarse fotografias o graficos en formato TIF,
CRD, JPG, GIF o BMP. El costo de cada articulo sera
de $ 50 hasta 7 hojas (publicadas) y $ 10 por cada
hoja adicional que debera ser abonado por los autores

indefectiblemente antes de su publicacién.

Las unidades de medida se expresaran siguiendo
las normas del Sistema Internacional de Unidades. E1
material enviado sera analizado para su publicacion
por el Comité Editorial, el que lo sometera a consi-
deraciones del referato externo. El Comité Editorial
informara al autor del trabajo de las correcciones y/o
recomendaciones sugeridas por el evaluador y deter-
minara en funcién de ello la aceptacion o rechazo del
mismo. Si hubiere correcciones, las mismas deberan
ser efectuadas por los autores en un plazo maximo de
6 meses, caso contrario se considerara el trabajo como
"rechazado". Se deja constancia que el hecho de recibir
un trabajo no conlleva la obligacién de su publicacion
por parte de ANaLEcTA VETERINARIA. Una vez aceptado el
trabajo se enviara a los autores la "prueba de galera"
para su correccion, la que debera ser devuelta en un
plazo no mayor de 15 dias. La falta de respuesta luego
del plazo estipulado se entendera como una aceptacion
de la misma. El envio de un trabajo a ANALECTA VETERI-
NARIA debera realizarse con el consentimiento de todos
los autores. En todos los casos se tomara como fecha
de remision la del timbre postal correspondiente.

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

Normas particulares de redaccion:
1.Trabajos de investigacion:

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

a)Titulo: sera breve, preciso y reflejara el contenido del
trabajo. A renglén seguido se indicara el nombre y apellido
(s) del autor, acompanados de sus grados académicos mas
importantes, separando los autores por una coma. A renglon
seguido se senalara el nombre de la institucion, catedra o
laboratorio a la que pertenece, asi como su direccién postal,
numero de fax, y direccion electronica si la posee. Cuando
haya mas de un autor que pertenezca a diferentes institucio-
nes, catedras o laboratorios, las mismas seran identificadas
con un numero arabigo superindice, después del apellido.
Agregar un titulo resumido de un maximo de 40 caracteres
(considerar espacios y simbolos como caracteres).

b)Resumen: sera redactado en castellano y en inglés (abs-
tract) incluyendo ademas en este ultimo caso el titulo en
idioma inglés. El resumen debera sintetizar los objetivos
principales del trabajo, la metodologia empleada, los resul-
tados mas sobresalientes y las conclusiones que se hayan
obtenido. No superara tanto en espanol como en inglés las
200 palabras.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Las tablas se presentaran en hojas separadas y con
titulos completos ubicados sobre el margen superior y nu-
merados con numeros arabigos, debera incluirse ademas
el titulo en inglés. Los graficos se presentaran también en
hojas separadas pero con titulos explicativos ubicados al pie
de los mismos y numerados consecutivamente con nimeros
romanos debiéndose incluir ademas el titulo en inglés. Las
tablas, graficos o fotos se adjuntaran al final del manuscrito
debiéndose indicar en el texto la posicion correspondiente
"insertar" tabla N° o grafico N° o foto N°. Las fotografias
deberan remitirse con la numeracion en el reverso escrito
con lapiz (o pegar una etiqueta de papel) de acuerdo a su
secuencia en el texto, asi como también indicarse el titulo y
el autor del trabajo y cual es la parte superior de la misma.
El tamano debera ser de 10 por 15 cm, pudiendo reducirse
en la publicacion por lo que se sugiere la buena calidad del
detalle que se quiera resaltar. Cada foto debera ser acompa-
nada de una breve resena explicativa de la misma en espanol
y en inglés.

II. Articulos de revision

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

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

III.Comunicaciones breves

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

IV.Informacidén institucional

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

V.Cartas al editor

En esta seccién se incluiran actualizaciones breves y
comentarios sobre articulos ya publicados. Las cartas (hasta
1000 palabras de texto) deberan ser en formato carta y no
se dividiran en secciones. Las cartas comenzaran con una
introduccién breve sobre la relacion del tema. Incluir desa-
rrollo de métodos; referencias, en no mas de cinco; y figuras
o ilustraciones, en no mas de dos.

Correspondencia

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

Sr. Director ANALECTA VETERINARIA

CC 296 (B1900AVW) La Plata, ARGENTINA

TEL/FAX: 0221-4257980

Desde el exterior: +54-221-4257980

E-mail: analecta@fcv.unlp.edu.ar
http://wwuw.fecv.unlp.edu.ar/ analecta/ analecta. html
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