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Equipo técnico

Revision del idioma inglés: PhD. Magdalena Rambeaud
Maquetacion: Dr. Enrique L. Portiansky
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Evaluacion in vitro de las actividades antimicrobiana,
antioxidante y protectora del ADN, de un extracto
etanodlico de romero (Rosmarinus officinalis L.)

In vitro evaluation of the antimicrobial, antioxidant and DNA protective
activities of an ethanolic extract of rosemary (Rosmarinus officinalis L.)

CECCHINI MariA EuGenia!, ROMA Darpo Anpris!, PUSSETTO Lucial, IGLESIAS DELvIs?!,
BASUALDO Magria CLaubia2, AIASSA DELIA ELBA3, MANAS TORRES FERNANDO JAVIERY

1. Laboratorio de Farmacologia, Facultad de Agronomia y Veterinaria. 2. Laboratorio de Salud
Publica, Facultad de Agronomia y Veterinaria. 3. Laboratorio de Genética y Mutagénesis
Ambiental, Facultad de Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales. Universidad Nacional de
Rio Cuarto. Rio Cuarto, Argentina.

* Correo electronico del autor de contacto: fmanas@ayv.unrc.edu.ar

Resumen

El objetivo del trabajo fue evaluar in vitro algunos potenciales efectos terapéuticos del extracto etanélico de romero
(Rosmarinus officinalis L.), incluyendo sus actividades inhibitoria sobre la formacién de biopelicula, antimicrobiana,
antioxidante y protectora del ADN. La evaluacién de la actividad antimicrobiana se llevd a cabo mediante la técnica de
difusién en pocillo y determinaciones de concentracion inhibitoria minima (CIM) y concentracién bactericida minima
(CBM), empleando dos bacterias gram (+) y tres gram (-). La determinacién de la actividad inhibitoria sobre la formacién
de biopelicula se realiz6 con el microorganismo que presentdé mayor sensibilidad a la actividad antimicrobiana del romero,
empleando una técnica en placa de 96 pocillos. La cuantificacion de las actividades antioxidante y antigenotoxica se llevo a
cabo sobre leucocitos caprinos, expuestos al extracto y a H,0,, mediante cuantificaciéon de lipoperoxidaciéon y dafio en el
ADN (ensayo cometa), respectivamente. Los resultados obtenidos indican mayor sensibilidad de los microorganismos gram
(+) al extracto de romero (CIM/CBM 312,5/1250 y 312,5/2500 ug/ml para S. aureus y S. epidermidis, respectivamente), en
tanto no se hall6 sensibilidad en los gram (-). Se encontré actividad inhibitoria sobre la formacién de biopelicula aun a
concentraciones subinhibitorias para S. aureus en placa de 96 pocillos. Finalmente, se demostr6 que el extracto de romero
presenta actividad protectora del ADN en células caprinas que podria estar vinculada con un efecto antioxidante. Resulta
necesario continuar investigando la capacidad antimicrobiana del extracto de romero para evaluar la posibilidad de
emplearlo in vivo para el tratamiento de infecciones cronicas relacionadas con la presencia de biopelicula.

Palabras clave

Romero, antibiopelicula, antioxidante, antigenotoxico

Abstract

The aim of the present work was to evaluate the antimicrobial, antibiofilm, antioxidant and DNA protective activities of a
rosemary (Rosmarinus officinalis L.) ethanolic extract. The antimicrobial activity evaluation was carried out by the well
diffusion method, and determinations of minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC) in 96-well plates using two gram (+) and three gram (-) bacteria. Determination of the inhibitory
activity on biofilm formation was carried out with the microorganism which showed the highest sensitivity to the
antimicrobial activity of rosemary, using a 96-well plate technique. Quantification of antioxidant and antigenotoxic
activities was carried out on goat leukocytes exposed to the extract and to H,0,, by quantifying lipoperoxidation and DNA
damage (comet assay), respectively. Results obtained indicate that there could be a greater sensitivity of the gram (+)
microorganisms to the rosemary extract (MIC/MBC 312.5/1250 and 312.5/2500 pg/ml for S. aureus and S. epidermidis,
respectively), while no sensitivity was evidenced in the gram (-) bacteria evaluated. An inhibitory activity on biofilm
formation for S. aureus in 96-well plate, even at subinhibitory concentrations, was found. Finally, it was demonstrated that
the extract of rosemary presents a DNA protective activity in goat cells, which could be linked to an antioxidant effect.
Further research on the antimicrobial capacity of rosemary extract is required in order to evaluate the possibility of using
it in vivo for the treatment of chronic infections related to the presence of biofilm.

Key words

Rosemary, antibiofilm, antioxidant, antigenotoxic
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Cecchini et al.

Introduccion

Una de las actividades biologicas que se les
atribuyen a diversas especies vegetales es la
capacidad de actuar sobre la biopelicula, inhibien-
do su formacién o erradicindola. El término
biopelicula fue utilizado por primera vez en 1978
para hacer referencia a una comunidad organizada
de bacterias, algas, hongos, protozoarios, protegi-
dos por una matriz formada por una mezcla de
compuestos poliméricos, principalmente polisaca-
ridos. Mas del 99 % de los microorganismos de la
Tierra viven en estas condiciones (Vu et al., 2009),
protegidos asi de diversas condiciones ambienta-
les adversas, incluyendo el contacto con los
antimicrobianos tradicionales. Hasta la fecha, se
ha hallado gran cantidad de extractos vegetales y
fitoterapicos con capacidad de actuar sobre la
biopelicula (Borges et al., 2016; Sasirekha et al.,
2015).

Otra importante actividad terapéutica de
muchas plantas medicinales se relaciona con su
capacidad antioxidante. El estrés oxidativo ha sido
asociado con el desarrollo de muchos procesos
patologicos en animales, incluyendo enfermedades
infecciosas como neumonias, enteritis y sepsis,
mastitis, laminitis, enfermedades articulares en
general, endotoxemia, endometritis, obstrucciones
de las vias aéreas y diversas condiciones relaciona-
das con el ejercicio (Lykkesfeldt & Svendsen,
2007), por lo que el uso de plantas ricas en
antioxidantes se presenta como un objetivo para
explorar en el futuro en el ambito de la nutriciéon
animal (Celi & Gabai, 2015).

Una de las plantas que ha recibido
atencién en los ultimos afios, en cuanto a su
capacidad antibacteriana, antibiopelicula y antioxi-
dante, es el romero (Rosmarinus officinalis L.)
(Ceylan et al., 2014). Si bien las propiedades
biolégicas del romero han sido estudiadas, su po-
tencial actividad terapéutica no ha sido completa-
mente caracterizada (Issabeagloo et al., 2012). Se
ha reportado que tanto el extracto o su aceite
esencial, asi como algunos de sus constituyentes,
podrian tener actividad antimicrobiana (Ulbricht
et al., 2010). Por otro lado, si bien ha sido
estudiada la actividad antioxidante del romero
(Afonso et al., 2013), existe poca informacion
disponible sobre los posibles efectos que esta
actividad antioxidante podria tener sobre el
material genético.

La validacion de propiedades terapéuticas
y evaluacion toxicolégica de plantas medicinales es
sumamente importante debido a que el desarrollo
de nuevos medicamentos desde principios activos
de origen vegetal complementara el arsenal cada
vez menor de antimicrobianos y antiparasitarios
actualmente disponible (Toyang et al., 2012), y a
que los polifenoles presentes en muchas de ellas
tendrian una gran capacidad antioxidante y
antigenotoxica (Genena et al.,, 2008). El objetivo
del presente estudio fue evaluar, en modelos in

vitro, algunos de los potenciales efectos terapéuti-
cos del extracto de romero, incluyendo su activi-
dad inhibitoria sobre la formacién de biopelicula y
sus actividades antimicrobiana, antioxidante y
protectora del ADN.

Materiales y métodos
Material vegetal

Las hojas de romero fueron recolectadas
en la localidad de Alpa Corral, Departamento de
Rio Cuarto, Provincia de Coérdoba (32°41'24”S
64°43’16”0), durante el mes de octubre de 2015.
La recoleccion se realizé en horas de la manana, y
las hojas fueron conservadas y posteriormente
secadas a temperatura ambiente durante cinco
dias en hojas de papel absorbente. Una vez
transcurrido el periodo de secado, las hojas se
molieron manualmente, y el material molido se
almacené a 5 °Cy al abrigo de la luz.

Preparacion del extracto etandlico

Cinco gramos de hojas molidas de romero
se sometieron a extracciéon con 100 ml de etanol de
96° al 80 % durante cinco dias, al abrigo de la luz y
con agitacion periodica. Al cabo de esos cinco dias
se filtr6 con papel Whatman N° 1. Este extracto se
concentré en evaporador rotatorio a 70 °C hasta
sequedad y el residuo sé6lido se disolvi6 en DMSO
o etanol absoluto a una concentracion de 200 mg/
ml. Las diluciones de trabajo fueron realizadas en
solucion de DMSO al 5 % en agua para los ensayos
microbiolégicos (difusiéon en agar, CIM, CBM, e
inhibicién en la formacion de biopelicula) o en
etanol absoluto para los ensayos toxicolégicos
(TBARs, azul de tripan y ensayo cometa).

Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Las cepas utilizadas para evaluar la
actividad antimicrobiana del extracto etandlico de
Rosmarinus officinalis L. fueron: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermi-
dis y Pseudomonas aeruginosa (cedidas por el
Departamento de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Exactas Fisico-Quimicas y Naturales) y
Escherichia coli (FV 10188), provista por el
Departamento de Anatomia de la Facultad de
Agronomia y Veterinaria, ambos departamentos
pertenecientes a la Universidad Nacional de Rio
Cuarto.

Ensayo de difusion en agar

La actividad antibacteriana del extracto de
romero se evalué empleando la técnica de difusion
en agar. Las cepas fueron incubadas en caldo cere-
bro corazén durante 18 h a 37 °C; estos cultivos
fueron luego ajustados a una densidad de 108 UFC/
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ml segtn la escala de McFarland. Posterior-mente,
se sembraron 100 ul de cada cultivo en placas de
Petri con agar Mueller-Hinton (AMH) distribuyén-
dolo uniformemente con espatula de Drigalsky. En
cada placa se realizaron tres pocillos de 6 mm de
diametro perforando el agar con un sacabocado
estéril. En uno de los pocillos se colocaron 50 ul
del extracto de romero disuelto en DMSO a una
concentracion de 10 mg/ml, en otro pocillo se
coloco idéntico volumen de DMSO como control
del vehiculo y el dltimo se tomd como control
positivo, empleando una soluciéon de ciprofloxaci-
na (Recalcine Laboratories, Chile) de grado HPLC
con un 87 % de pureza, a una concentracion de
200 pg/ml. Finalmente, las placas se incubaron a
37 °C durante 24 horas. Las pruebas se realizaron
por duplicado para cada cepa. La interpretacion de
los halos y la clasificacién de los microorganismos
se llevo a cabo siguiendo las directivas del Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012).
Para el caso del extracto de romero y el DMSO
(control de vehiculo), se registraron los didmetros
de los halos de inhibiciéon con la finalidad de
determinar presencia o ausencia de actividad
inhibitoria. Esta fue luego cuantificada mediante la
determinaciéon de concentraciones inhibitoria y
bactericida minima.

Determinaciéon de la CIM (concentraciéon
inhibitoria minima) y la CBM
(concentracion bactericida minima)

La cuantificacion de concentraciones
minimas inhibitorias y bactericidas se llevé a cabo
para ciprofloxacina y extracto de romero, emplean-
do las cinco cepas en estudio. Para la determina-
cion de la CIM se llevé a cabo el método de
microdilucién en placa de 96 pocillos descripto por
el CLSI (2012). Se colocaron 100 ul de caldo
Miieller-Hilton (CMH) en todos los pocillos,
exceptuando las tres tltimas columnas que fueron
reservadas para los controles. En los pocillos de la
primera columna se agregaron 10 ul del extracto
disuelto en DMSO, logrando una concentraciéon de
10 mg/ml, a partir de la cual se realizaron ocho
diluciones seriadas para obtener las concentra-
ciones a evaluar (10 000; 5000; 2500; 1250; 620;
310; 150; 80 y 40 ug/ml). Por dltimo, se completd
cada pocillo con 9o ul de la suspension del
microorganismo (108 UFC/ml segtn la escala de
McFarland) y, en todos los casos, el DMSO quedo6
a una concentraciéon final del 5 %. En la columna
de control de vehiculo, se colocaron 100 pl de
CMH, 90 pl del in6culo y 10 pul de DMSO. La
columna de control negativo se completé con CMH
(190 u) y DMSO (10 ul) como control de
esterilidad. La columna de control positivo fue
completada con 100 pl de CMH y 100 ul de
in6culo. Las placas se incubaron a 37 °C durante
18 horas.

La CIM para ciprofloxacina se llevo a cabo
del mismo modo. En este caso, el antimicrobiano
fue disuelto en el mismo caldo Miieller-Hilton y se

evaluaron las siguientes concentraciones: 98,00;
49,00; 24,505 12,25; 6,12; 3,06; 1,53; 0,76 y 0,38
pg/ml. Se incluyeron un control de esterilidad
(control negativo consistente en 200 ul de CMH) y
un control positivo (100 ul de CMH y 100 pl de la
suspension del microorganismo).

En todos los casos, la CIM se determind
como la minima concentracion del compuesto
evaluado que inhibe completamente el crecimiento
bacteriano y se expres6 en ug/ml. Para la determi-
nacion de la CBM, se tomaron 100 pl de cada uno
de los tratamientos que no presentaron turbidez
luego de la incubacion, asi como también de los
controles, y se los inoculdé sobre una placa con
AMH, diseminando con espatula de Drigalsky. La
CBM se calculb como la minima concentracion del
compuesto que no permite el crecimiento visible
de colonias en la placa de Petri.

Inhibiciéon de la formacion de biopelicula

La cuantificacion de la formacion de
biopelicula en superficie abi6tica fue determinada
segin el método descrito por Dubravka et al
(2010), con algunas modificaciones, para el micro-
oganismo mas sensible al extracto de romero
segin el método de microdiluciéon en placas de 96
pocillos. Para la preparacion del inbculo, el micro-
organismo fue multiplicado en caldo tripticasa-
soya (CTS) durante 24 h, a 37 °C. Se tomaron
alicuotas de 100 pl de la suspensiéon del micro-
organismo (108 UFC/ml segin la escala de
McFarland) y se inocularon en pocillos de placas
de poliestireno de 96 pocillos. Se adicionaron
cinco concentraciones del extracto de romero
disueltas en DMSO (312,50; 156,25; 78,12; 39,06 y
19,53 ug/ml), v se incluyeron controles negativos
(CTS y DMSO sin in6culo) y controles positivos
(CTS y DMSO con in6culo). Todos los pocillos
recibieron idénticas proporciones de DMSO y CTS.
Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 h,
tras lo cual se procedi6 a remover el contenido y
enjuagar los pocillos tres veces con agua destilada
estéril. Finalmente se adicionaron a cada pocillo
200 pul de metanol como fijador, y se realiz6 la
tincion con 160 pl de una solucién al 0,5 % de
cristal violeta. La decoloracion se llevo a cabo con
una solucién de acido tricloroacético al 30 %, cuya
densidad 6ptica (DO) se midi6 a 492 nm en un
espectrofotometro. Estas determinaciones fueron
realizadas por triplicado.

Evaluaciéon del balance oxidativo y efectos
sobre el ADN

Tratamiento de las muestras

Se obtuvieron muestras de sangre (16 ml
en jeringa heparinizada) de tres caprinos machos,
adultos y clinicamente sanos. Cada muestra de
sangre entera se dividi6 en 8 tubos y se incubd a
37 °C en movimiento constante mediante agitador
orbital con cinco concentraciones del extracto de
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romero disuelto en etanol absoluto (312,5; 156,2;
78,1; 39,1 y 19,5 ug/ml), un control negativo
(sangre con etanol) y un control positivo (sangre
que luego fue expuesta tnicamente a H,0, 30 uM)
durante 15 minutos. Transcurrido este periodo se
adicion6 H,0, (30 uM) a todos los tubos (excepto
al control negativo) y volvié a incubarse a 37 °C
durante 30 minutos. Tras el tratamiento de las
muestras, estas se fraccionaron en dos tubos (1 ml
cada uno), a los que se les realiz6 la cuantificacion
de los niveles de lipoperoxidacion mediante el
ensayo de sustancias reactivas al acido tiobarbi-
tarico (TBARs) y del dafio en el ADN mediante el
ensayo cometa. Este disefio se repitid en tres
oportunidades diferentes, tomando las muestras
de sangre a los tres animales, durante tres
semanas consecutivas.

Determinacion de sustancias reactivas al
acido tiobarbitarico (TBARSs)

La cuantificacién de sustancias reactivas al
acido tiobarbitarico (TBARS) se llevo a cabo en el
plasma de las muestras de sangre tratadas, segiin
el método descripto por Buege & Aust (1978),
modificado por Marcincak et al. (2003), utilizando
malondialdehido (MDA) como sustancia de refe-
rencia. Se utilizd6 una curva de calibraciéon de
concentraciones conocidas de MDA (1,3; 2,9; 4,3;
6,5; 9,7; 14,6 v 29,3 nmol de MDA/ml), obtenido
mediante hidrolisis del 1,1,3,3-tetrametoxipropa-
no. Cada muestra fue analizada por triplicado en
las tres muestras de sangre tomadas a cada uno de
los tres animales, obteniéndose un total de 27
datos (nueve para cada animal). Los resultados se
expresaron como nmol de MDA /ml de plasma.

Aislamiento de leucocitos de sangre
periférica caprina

Se aislaron los leucocitos del paquete
globular mediante lisis de los eritrocitos. Una vez
separado el plasma, se resuspendi6 el paquete glo-
bular en una soluciéon tamponada de lisis (8,3 g/1
de NH4Cl; 0,5 g/l KHCO3 y 18,5 mg/l de EDTA).
Se dejaron reposar los tubos a 4 °C durante 10
minutos y se centrifugd nuevamente, repitiendo el
procedimiento dos veces, para finalmente resus-
pender los globulos blancos obtenidos en PBS
(Brendler-Schwaab et al., 1994).

Viabilidad y recuento celular mediante la
tincion con azul tripan

Se evalu6 la viabilidad celular mediante la
tincion con azul tripan (Freshney, 2000). El
recuento celular fue realizado por dos observado-
res y se llevd la suspensiéon hasta una concentra-
cion de 3x10° células/ml para realizar el ensayo
cometa.

Ensayo cometa

El ensayo fue realizado siguiendo el
protocolo descripto por Singh et al. (1988) con
algunas modificaciones. Se mezclaron 250 ul de
agarosa de bajo punto de fusiéon (ABPF) (Promega)
con 50 pl de la suspensiéon de leucocitos. De esa
mezcla, se colocaron 65 ul en un portaobjetos pre-
viamente tratado con 200 ul de agarosa de punto
de fusién normal (APFN). Finalmente, se adicion6
una tercera capa de ABPF y se depositaron los
portaobjetos en recipientes con soluciéon de lisis
(NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM y Tris 10 mM, 10 % de
dimetilsulféxido y 1 % de tritébn) a 4 °C durante
una hora. A continuacién, se llevo a cabo la corrida
electroforética durante treinta minutos a 30 V y
250 mA utilizando una solucién alcalina (pH >11).
Los portaobjetos fueron neutralizados mediante el
goteo de una soluciéon de neutralizacion (Tris 0,4
M) a pH 7,5. Por 1ltimo, se colorearon los
portaobjetos con bromuro de etidio y de inmediato
se analizaron en el microscopio de fluorescencia.
Se tomaron fotografias de, al menos, 100
nucleoides que fueron analizados mediante el
programa Comet Score 1.5® Tri Tek Co. El
parametro elegido para evaluar el dafio en el ADN
fue el momento de la cola. Los cometas sin nticleo
detectable o “nubes” no fueron considerados en el
analisis.

Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de la varianza
(ANOVA) para evaluar las diferencias entre los
distintos tratamientos y se realizaron a posteriori
las pruebas de Tukey y Dunn. El supuesto de
normalidad fue corroborado mediante la prueba
de Kolmogorov-Smirnov. Se utiliz6 el coeficiente
de Pearson para determinar la relacién existente
entre la concentracion de romero y los parametros
de cada uno de los ensayos utilizados (relacion
dosis-respuesta), y para evaluar una posible rela-
cién entre el dafio en el ADN y la lipoperoxidacion
por especies reactivas del oxigeno.

Resultados
Actividad antimicrobiana

Los resultados obtenidos mediante el
ensayo de difusiéon en agar indican la existencia de
actividad antimicrobiana del extracto de romero
frente a S. aureus y S. epidermidis, obteniéndose
halos de inhibicion de 9 y 10 mm, respectiva-
mente. No se observaron halos de inhibiciéon para
ninguna de las tres bacterias gram negativas
evaluadas. Del mismo modo, no se visualizaron
halos de inhibicién en ninguna de las bacterias
expuestas a DMSO como control de vehiculo. El
antimicrobiano ciprofloxacina produjo un efecto
inhibitorio sobre las cinco bacterias evaluadas,
obteniéndose halos de inhibiciéon con los siguien-
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tes diametros: S. aureus, 10 mm; S. epidermidis,
12 mm; P. aeruginosa, 21 mm; E. coli, 40 mm; E.
coli (FV 10188), 36 mm.

Fue posible obtener valores de CIM y CBM
del extracto de romero unicamente para las
bacterias gram positivas. Se observd una CIM de
312,5 y una CBM de 1250 pg/ml para el S. aureus,
mientras que para el S. epidermidis los valores
fueron de 312,5 y 2500 pg/ml para la CIM y CBM,
respectivamente. La ciprofloxacina no inhibi6 el
crecimiento de S. aureus en las concentraciones
ensayadas, por lo que no se obtuvieron valores de
CIM y CBM para este microorganismo. Para el S.
epidermidis, se obtuvieron valores de 3,1y 12,5 ug/
ml para CIM y CBM, respectivamente. En cuanto a
las bacterias gram negativas, P. aeruginosa fue la
que exhibi6 el valor de CIM mas bajo, de 1,6 pg/
ml; en tanto la CBM lleg6 a 50 pg/ml. Para las
bacterias E. coli analizadas, los valores fueron
idénticos en ambos casos, obteniéndose valores de
CIM de 6,2 pg/ml y CBM de 12,5 pg/ml (Tabla 1).

Antimicrobiano
Ciprofloxacina  Extracto de romero

Microorganisme v\ opM (ug/ml) CIM/CBM (ug/ml)
E. coli 6,2/12,5 NI
E. coli (FV 10188) 6,2/12.5 NI
P. geruginosa 1,6/50 NI
S. aureus NI 312,5/1250
S. epidermidis 3,1/12.5 312.5/2500
NI: No inhibid.

Tabla 1. Método de dilucién en caldo en placa de 96 pocillos.

De acuerdo con los resultados de CIM y
CBM del extracto de romero para los distintos
microorganismos analizados, se procedié a selec-
cionar a S. aureus para evaluar la capacidad del
extracto de romero de inhibir la formaciéon de
biopelicula en placa de 96 pocillos.

La figura 1 muestra una disminucién esta-
disticamente significativa de la formacion de
biopelicula en cultivos de S. aureus tratados con
78,12 (p <0,01; prueba de Tukey); 156,25 y 312,5
pg/ml (p <0,001; prueba de Tukey) del extracto de
romero en placas de 96 pocillos durante 24 h.
También se observd una diferencia estadistica-
mente significativa entre el control negativo (sin
inoculo) y los pocillos tratados con DMSO (p
<0,001; prueba de Tukey), lo que demuestra que el
DMSO en la concentracién empleada no inhibe la
formacion de biopelicula en superficies abioticas.

En la figura 2 se observa una disminucion
dosis-respuesta (R: -0,9112, prueba de Pearson, p
<0,05) en la formacion de biopelicula por S.
aureus expuesto a distintas concentraciones del
extracto etandlico de romero disuelto en DMSO.

Actividad antioxidante

En la tabla 2 se muestran los resultados
correspondientes a la cuantificacion en los niveles

de lipoperoxidacién en plasma de sangre caprina
tratada simultdneamente con H,O, y extracto de
romero. No fue posible obtener resultados para la
concentracion maés elevada (312,5 pg/ml) del ex-
tracto de romero debido a interferencias en la
lectura espectrofotométrica de las muestras provo-
cadas por la generaciéon de hemolisis durante la
incubacion. Se obtuvieron un total de 9 datos por
cada concentracion ensayada.

Extracto
de
romero

(pg/ml)
15625 221 1,61 216 332 093 121 3,90 335 263 236+1,02

7825 0,87 133 356 494 340 2,02 394 217 327 283131
39,06 1,63 2583 210 295 1,57 2,69 426 7,83 1,80 3,07+197
19,53 1,26 1,89 338 222 282 183 246 593 520 3,00:1,60
0,00 284 045 385 292 283 1,15 5740 629 2830 321x1,89

Nmoles de MDA por ml de plasma Media=DE

Tabla 2. Niveles de malondialdehido (MDA) por ml de plasma
en sangre caprina tratada con H,O, y cuatro concentraciones de
extracto de romero disuelto en etanol.

Si bien no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos
tratamientos, en la figura 3 puede observarse una
correlacion negativa entre los niveles de MDA/ml
de plasma y las concentraciones crecientes de
extracto de romero (R: -0,9812, p <0,01; prueba
de Pearson).
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Figura 1. Cuantificaciéon en la formacion de biopelicula por
S. aureus expuesto a distintas concentraciones de extracto de
romero en placa de 96 pocillos. Concentraciones expresadas en
ug/ml. CN: control negativo. DMSO como control de vehiculo.
**¥p <0,001; ** p <0,01; prueba de Tukey.

Viabilidad celular

Los resultados del ensayo de azul tripan
arrojaron una viabilidad superior al 90 % en todos
los casos.
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Figura 2. Correlacion entre niveles de formacion de biopelicula
(D.0.) y concentraciones de extracto de romero en cultivos de

S. aureus en placas de 96 pocillos. R: -0,9112, prueba de
Pearson, p <0,05.
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Figura 3. Nmoles de Malondialdehido (MDA) versus concentra-
ciones de extracto de romero en sangre caprina expuesta a
H,O0, (30 uM). Concentraciones expresadas en pg/ml. CN:
control negativo. Etanol como control de vehiculo.

Actividad protectora del ADN

Con respecto al efecto del extracto de
romero sobre la integridad del ADN evaluado
mediante el ensayo cometa, se encontré6 una
disminuciéon estadisticamente significativa en los
niveles de dafio en leucocitos expuestos a H,0, y
tratados con 156,25 y 312,5 ug/ml de extracto de
romero (p 0,05 y 0,001, respectivamente; prueba
de Dunn), con respecto a aquellas células expues-
tas inicamente a H,0, (Figura 4).

Se observo una disminucion dosis-res-
puesta en los niveles de dafio en el ADN en leu-
cocitos expuestos a H,O, y tratados con distintas
concentraciones del extracto de romero (R:
-0,9247, p <0,01; prueba de Pearson) (Figura 5).

Discusion y conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente
trabajo sugieren que el extracto etandlico de
romero posee actividad antimicrobiana frente a S.
aureus y S. epidermidis. Estos datos concuerdan
con los publicados en la bibliografia disponible,

que sugieren que S. aureus es uno de los micro-
organismos mas sensibles a los efectos antimicro-
bianos de los extractos de romero (Klancnik et al.,
2009; Santoyo et al., 2005). Balouiri et al., (2014)
reportan, del mismo modo, una actividad
remarcable de romero contra bacterias gram (+)
(Bacillus subtilis y S. aureus), pero una notable
resistencia al mismo extracto por parte de
bacterias gram (-) (Balouiri et al., 2014). S. aureus
es uno de los agentes productores de mastitis de
mayor prevalencia, y se cree que aquellas cepas de
S. aureus con habilidad de producir biopelicula
tendrian una mayor capaci-dad de colonizar las
glandulas mamarias que aquellas variantes no
productoras de biopelicula (Dubravka et al,
2010). En este sentido, la adhesion a las
superficies mucosas seria un paso determinante en
el establecimiento de las infecciones persistentes y/
o cronicas (Fox et al., 2005).
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Figura 4. Magnitud del dafio en el ADN en leucocitos expuestos
a H,0, y tratados con distintas concentraciones de extracto de
romero. *p <0,05. *** p <0,001. Concentraciones expresadas
en pg/ml.

4,0%x107+
3,0x1o7{
2,0x107 [}

1,0x107

Unidades Arbitrarias

0

T T T 1
0 100 200 300 400
Concentraciones extracto de Romero

Figura 5. Correlaciéon entre el dafo en el ADN en leucocitos
expuestos a H,0, y distintas concentraciones de extracto de
romero. R: 0,9247, p <0,01; prueba de Pearson.

Estudios in vitro sugieren que el efecto
antimicrobiano del romero podria ser atribuido, al
menos en parte, a su habilidad para prevenir la
adhesion celular o la produccion de biopelicula. El
aceite de romero exhibe una potente capacidad de
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inhibir la percepcién de cuérum (quorum sens-
ing), lo cual reduciria la patogenicidad y la resis-
tencia a los antimicrobianos (Ulbricht et al., 2010).
En el presente estudio, fue posible demostrar que
el extracto etanolico de romero produce una dismi-
nucién concentracion dependiente, en la forma-
cion de biopelicula por parte de S. aureus en
placas de 96 pocillos. Se hall6 también una
diferencia estadisticamente significativa entre el
control negativo y los pocillos tratados con DMSO
como control de vehiculo. Esto demuestra que el
DMSO, en la concentraciéon empleada, no tiene
efecto sobre la producciéon de biopelicula y no
seria, por lo tanto, el responsable de los efectos
hallados. Un aspecto que refuerza la evidencia del
efecto inhibitorio del extracto de romero sobre la
produccion de biopelicula es que tal efecto tiene un
comportamiento concentraciéon-efecto demos-
trando, por tanto, que a mayores concentraciones
del extracto la inhibicién sobre la produccion de
biopelicula es mayor. Por dltimo, es importante
resaltar que el efecto inhibidor sobre la formacion
de biopelicula se consigue aun con concentracio-
nes subinhibitorias (78,12 y 156,25 pg/ml), con las
que no se observd ningin efecto sobre el creci-
miento plancténico de S. aureus.

Se ha investigado también la actividad
antioxidante de hojas y extractos de romero, e
incluso debido a su contenido en sustancias anti-
oxidantes se los utiliza para reemplazar antioxi-
dantes sintéticos como butilhidroxianisol y butil-
hidroxitolueno (Martin Zurro, 2004). Algunos de
los constituyentes activos del romero son el acido
cafeico, el acido rosmarinico, el carnosol y el acido
carnosico, todos ellos con aparente actividad
antioxidante (Ulbricht et al., 2010). Existe eviden-
cia de que los compuestos antioxidantes del
romero, incluyendo polifenoles y flavonas, estan
presentes en extractos hidroalcohdlicos (Avila-
Sosa et al., 2011). La actividad antioxidante de los
compuestos presentes en la planta y los extractos
de romero es atribuida a su habilidad de actuar
como agentes reductores y “atrapadores” de radi-
cales libres, asi como a la capacidad de formar
complejos iones metalicos prooxidantes (Aherne et
al., 2007). Ensayos en ratas sugieren que los
compuestos fenodlicos encontrados en el romero
protegen contra el estrés oxidativo, incrementando
la actividad de enzimas antioxidantes y reduciendo
la oxidacion lipidica (Afonso et al., 2013).

En el presente trabajo se hall6 una
correlacion negativa, estadisticamente significati-
va, entre las concentraciones de romero ensayadas
y los niveles de lipoperoxidacién cuantificados
mediante el ensayo de TBARs. Si bien las diferen-
cias entre los distintos tratamientos no fueron
estadisticamente significativas, la relacion hallada
entre el incremento de concentraciones de extracto
de romero y la disminucién en los niveles de
oxidacion lipidica sugiere que este extracto podria
tener algin efecto protector sobre las células,
evitando por ejemplo el dafio oxidativo sobre el
ADN.

En ese sentido, y empleando una técnica
de gran sensibilidad como el ensayo cometa, fue
posible poner en evidencia un efecto protector del
extracto de romero sobre el ADN de leucocitos
expuestos a H,0,. Del mismo modo, otros autores
reportan un efecto antigenotdxico del extracto de
romero en cultivos celulares expuestos a peroxido
de hidrogeno. En este caso, el efecto protector
sobre el ADN fue logrado con concentraciones
menores (15 pg/ml) a las determinadas como
antigenotoxicas en el presente estudio (Aherne et
al., 2007). Esta diferencia podria explicarse debido
que el tiempo de exposicion al extracto de romero
empleado por estos autores fue de 24 horas, en
tanto que en nuestro caso el tiempo de exposiciéon
previo fue de tan solo 15 minutos. Otros autores
sugieren que el efecto protector del extracto de
romero sobre el ADN podria deberse a su efecto
antioxidante o a la capacidad de disminuir la
formaciéon de aductos, entre otros (Ulbricht et al.,
2010).

Los resultados obtenidos en el presente
trabajo demuestran que el extracto de romero
tiene la capacidad de actuar contra una bacteria de
interés en medicina veterinaria como el S. aureus,
y de impedirle (adn a concentraciones subinhibi-
torias) la produccion de biopelicula. Este aspecto
es sumamente importante si consideramos que
una de las posibles causas por las que se producen
infecciones croénicas, por ejemplo en la glandula
mamaria de animales productores de leche, es
justamente la capacidad de este microorganismo
de generar biopeliculas in vivo (Dubravka et al.,
2010). Por otro lado, fue posible demostrar que el
extracto de romero, a las mismas concentraciones
que presenta actividad antimicrobiana, produce
también un efecto protector del material genético,
disminuyendo los niveles de dafio en el ADN
generados por la exposiciéon a perdxido de hidro-
geno. Teniendo en cuenta lo expuesto, se hace
necesario continuar investigando la capacidad
antimicrobiana del extracto de romero contra
bacterias productoras de mastitis, con la finalidad
de evaluar la posibilidad de emplear el extracto de
romero in vivo en forma local para el tratamiento
de infecciones cronicas relacionadas con la
presencia de biopelicula.
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Resumen

El pollo Campero INTA es un ave con menor velocidad de crecimiento que los parrilleros comerciales
cuya produccion se encuentra protocolizada, si bien dicho protocolo no establece condiciones referidas a
la modalidad de crianza mixta o con separaciéon de sexos. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
de dicha practica sobre el patron dindmico de crecimiento, la uniformidad por precision, la conformacion
corporal y los caracteres a la faena en el cruzamiento experimental de tres vias Campero Casilda. Las aves
se criaron en confinamiento como un Gnico grupo hasta los 35 dias y bajo dos modalidades (lotes mixtos y
lotes de un tnico sexo) durante la etapa con acceso a parque, entre los 36 dias y la faena a los 77 dias de
edad. La separacion por sexo fue ventajosa para los machos, en tanto al crecer solos lo hicieron hacia un
mayor peso asint6tico y con menor tasa de maduracion, lo que implica mayor eficiencia alimenticia. Este
patréon no afect6 el peso a la edad de faena ni el rendimiento y se tradujo en mayor proporciéon de los
cortes de valor carnicero y menor proporciéon de grasa. Las hembras criadas en lotes por separado
crecieron hacia un menor peso asint6tico, con mayor tasa de maduracién, relacion desfavorable en
términos de eficiencia alimenticia, alcanzaron menor peso a la edad de faena y, si bien, presentaron
menor contenido de grasa e igual proporcion de pata muslo, manifestaron una leve reduccién en la
proporcion de pechuga y en el rendimiento.

Palabras clave
Crecimiento, uniformidad, conformacion, caracteres a la faena

Abstract

Campero INTA is a type of bird with a slower growth rate than commercial broilers with a standardised
production protocol; however, the protocol does not establish conditions related to sex separation during
breeding. The aim of this work was to evaluate the effect of sex separation on body growth pattern,
uniformity by precision, body conformation and slaughter traits in the three-way experimental cross
Campero Casilda chickens. The birds were kept in confinement as a single group until 35 days of age and
then separated into two treatments (mixed and single sex) during the free-range stage, between 36 days
and slaughter at 77 days of age. Sex separation was advantageous for males which evidenced greater
asymptotic weight and lower maturation rate, suggesting better feed efficiency. In addition, sex
separation in males did not affect body weight at slaughter age or carcass yield and resulted in a greater
proportion valuable muscle cuts and a lower proportion of body fat. On the other hand, females raised
alone, evidenced lower asymptotic weight, and a higher maturation rate, suggesting lower feed efficiency.
In addition, they reached a lower weight at slaughter age and, although they had a lower fat content and
an 1?lqual proportion of thigh, showed a slight decrease in the proportion of breast and a reduction in
yie
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Growth, uniformity, body conformation, slaughter traits
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Introduccion

La estrategia de mejoramiento genético
para la denominada produccién avicola organica,
ecoldgica y/o de campo incluye opciones que van
desde el diseno de programas independientes con
produccién de biotipos especiales hasta la integra-
cion de genotipos convencionales de la avicultura
industrial a las nuevas propuestas de manejo
(Dottavio & Di Masso, 2010). El pollo Campero
INTA es un ave con menor velocidad de creci-
miento que los parrilleros comerciales, apto para
su utilizacion en estos sistemas alternativos, cuya
produccién se encuentra protocolizada (Bonino,
1997). Dicho protocolo establece condiciones por
cumplir para la certificacion del producto obte-
nido, similares a las descritas para el pollo Label
Rouge francés (Sauveur, 1997). Entre ellas, pue-
den mencionarse las densidades de aves permi-
tidas y las edades minimas y maximas de faena, sin
referirse especificamente a la modalidad de crianza
mixta o con separacion de sexos. En los sistemas
intensivos dedicados a la produccion de pollos pa-
rrilleros se considera deseable que las aves expre-
sen, con un elevado grado de ajuste, el patron de
crecimiento promedio propio de su estirpe. Es por
ello que, si bien el manejo pretende maximizar la
ganancia de peso, es esperable que este objetivo se
logre con la menor dispersion posible, de manera
tal que pueda asegurarse una alta uniformidad del
lote (van de Ven, 2008). Si bien en los sistemas
alternativos la uniformidad es menos trascendente
que en la avicultura industrial, ya que la imagen
del pollo de campo estd asociada con una cierta
variabilidad en el tamafio y, por ende, en el peso
corporal, esta sigue siendo una caracteristica de-
seable por su vinculacién con aspectos de manejo.
Uno de los factores que atenta contra la unifor-
midad de los lotes mixtos es el dimorfismo sexual
evidente en las aves para carne, incluido el pollo
campero (Librera et al., 2012) y observable en el
Campero Casilda (Canet et al., 2017; Savoy et al.,
2014), un tipo de ave que se faena en una edad que
duplica la de los pollos parrilleros actuales. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la
separacion por sexos versus la cria en lotes mixtos
sobre el patron dinamico de crecimiento, la unifor-
midad por precision del peso corporal, la confor-
macion corporal y los caracteres a la faena en un
cruzamiento experimental de tres vias de pollo
campero.

Materiales y métodos

Se evaluaron machos y hembras del hibri-
do experimental de tres vias Campero Casilda,
producto del cruzamiento de gallos de la poblacion
sintética AH’ (50 % Hubbard 50 % estirpe Anak
grises) con hembras derivadas del cruzamiento
simple entre gallos de la poblacién sintética ES
(87,5 % Cornish Colorado, 12,5 % Rhode Island
Red) y gallinas de la poblacion sintética A (75 %

Cornish Colorado 25 % Rhode Island Red). Las
poblaciones mencionadas se generaron y mantie-
nen en la Secciéon Aves de la Estacion Experimen-
tal Agropecuaria (EEA) “Ing. Agr. Walter Kugler”
del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA), en Pergamino, donde se llevaron a cabo
los cruzamientos y las incubaciones. En el momen-
to del nacimiento, los pollitos se sexaron por
cloaca, se identificaron con banda alar numerada y
se vacunaron contra la enfermedad de Marek. Las
aves del ensayo se criaron en las instalaciones de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universi-
dad Nacional de Rosario (UNR) de acuerdo con las
especificaciones del protocolo para la produccion
de pollos camperos (Bonino, 1997) como un tnico
grupo, en confinamiento, hasta los 35 dias de edad
y bajo dos modalidades (lotes mixtos y lotes de un
Unico sexo; n= 16 aves de cada sexo por modalidad
de crianza) durante la etapa con acceso a parque,
entre los 36 dias y la faena a los 77 dias de edad.

Patron dinamico del peso corporal

Se registr6 el peso corporal individual de
todas las aves con intervalos semanales entre el
nacimiento y la faena. Los datos longitudinales
peso corporal-edad cronolbgica se ajustaron por
regresion no lineal con la funcién sigmoidea de
Gompertz (Fitzhugh, 1976):

Wt = A exp (- b exp (-kt))

donde: Wt = peso corporal (g) en el tiempo t, A =
peso corporal maduro o asintbético (g), b =
pardmetro de posicién (constante de integraci6on
sin significado biologico), k = tasa de maduracion
o de aproximacion al valor asintotico A (g-1) y t =
edad en semanas. Para la evaluaciéon de la bondad
de los ajustes se utilizaron tres criterios: la
convergencia de las iteraciones en una solucién, el
valor del coeficiente de determinaciéon no lineal
ajustado (R2) y la aleatoriedad en la distribucion
de los residuales determinada con un test de
rachas o ciclos (Sheskin, 2011). A los efectos del
analisis estadistico los valores individuales de los
estimadores de los dos parametros con significado
biolobgico (A y k) se consideraron nuevas variables
aleatorias.

Uniformidad en peso corporal

La uniformidad del peso corporal de cada
grupo en los mismos intervalos de tiempo (11
valores) se evalud a partir del calculo del
coeficiente de variaciéon para peso corporal [desvio
estandar fenotipico relativizado por el valor del
promedio del caracter y expresado como porcen-
taje (Toudic, 2009)]. Los lotes se categorizaron en:
muy uniformes (CV < 8 %), uniformes (CV = 8-
10 %), de uniformidad moderada (CV = 10-12 %) y
de uniformidad deficiente (CV > 12 %) tomando
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como base una escala utilizada por una compaiiia
comercial (Aviagen, 2010). A partir de los 35 dias
de edad se trabajo con tres grupos experimentales:
machos solos, hembras solas y lotes mixtos. Los
grupos controlados a partir de los 35 dias estuvie-
ron conformados por 32 aves. Dado que el lote
mixto cont6 con 16 machos y 16 hembras, para los
efectos de los célculos solo se consideraron 16 de
las 32 aves totales controladas en los lotes de un
Unico sexo.

Conformacion corporal prefaena

El dia previo a la faena se registraron las
siguientes variables sobre el animal vivo (Latshaw
& Bishop, 2001):

-longitud de la cana,

-longitud de la tibia,

-longitud de la pechuga (distancia en cm entre el
vértice de la quilla del esterndn y el sitio de unién
de las claviculas),

-ancho de la pechuga (ancho del térax, en cm, a la
altura de la union de las claviculas, segin Mallo et
al., - 1999),

-longitud dorsal (longitud en cm medida con cinta
métrica y con el ave de pie, desde el nadir de la
curva que forma el cuello con el cuerpo hasta la
base de la cola),

-longitud dorsal parcial (porcion de la longitud
anterior tomada en su inicio a la altura del hiimero
y en su porcion final a la altura del fémur),
-distancia interhiimeros,

-distancia interfémures,

-circunferencia corporal (longitud, en cm, a la
altura de la porcion anterior del borde del
esternén, pasando por debajo de las alas y por
delante de las patas).

Sobre la base de dichas mediciones, para
cada ave se calcularon cuatro indices de
conformaciéon (Dottavio et al., 2010): indice 1
(longitud de la tibia/longitud de la cana), indice 2
(longitud de la pechuga/ancho de la pechuga,
indicador de la forma de dicho corte), indice 3
(ancho entre hiimeros/ancho entre fémures, indi-
cador de la conformacién del ave vista desde
dorsal) e indice 4 (circunferencia corporal/longi-
tud dorsal, indicador de la conformacioén volumé-
trica del ave).

Caracteres en la faena

A la faena se registrd, en 16 aves de cada
sexo por modalidad de crianza, el peso corporal PC
(g), el peso eviscerado PE (g), el peso (g) de dos
cortes valiosos (pechuga con hueso y pata muslo
derecho) y el peso (g) de la grasa abdominal. El
porcentaje de cada corte (pechuga: PP y pata
muslo: PM) y de la grasa abdominal (G) se calcul6
como proporcidon del peso eviscerado. El rendi-

miento se calculd6 como [(peso eviscerado/peso
pre-faena) x 100)].

Analisis estadistico

El efecto del sexo, del tipo de crianza y de
la interaccion entre ambos factores principales
sobre los estimadores de los parametros de la fun-
cién de Gompertz con significado biologico (A y k)
y los indices de conformacién corporal, el peso
eviscerado, las proporciones de pechuga, de pata-
muslo y de grasa y sobre el rendimiento a la faena
se evaluaron con un analisis de la variancia corres-
pondiente a un disefio completamente aleatori-
zado con un experimento factorial 2x2 (dos sexos x
dos modalidades de crianza).

Resultados
Patrén dinadmico del peso corporal

La Tabla 1 resume el comportamiento de
los estimadores de la funcion de Gompertz con
significado bioldgico. Se observaron efectos signifi-
cativos de la interacciéon entre sexo y modalidad de
crianza sobre el peso corporal asintotico (F = 16,0;
P = 0,0002) y sobre la tasa de maduracién para el
peso corporal (F = 17,5; P < 0,0001). Esta observa-
cion relativiza la interpretacion de los resultados
sobre los efectos principales, si bien la modalidad
de crianza no afect6 en forma significativa el
comportamiento de ninguno de los dos parame-
tros (A: F = 0,58; P = 0,448; k: F = 3,0; P =
0,088) y el sexo afect6 a ambos de acuerdo con lo
esperado: mayor peso corporal asintético en
machos (machos: 4820 g vs. hembras: 3346 g- F =
173; P = 0,0002) y mayor tasa de maduraciéon
promedio para peso corporal en hembras (machos:
0,0308 vs. hembras: 0,0331; F = 8,52; P = 0,005).
En la figura 1 se observan las trayectorias de las
curvas de crecimiento de machos y hembras bajo
las dos modalidades de crianza.

Tabla 1. Estimadores de los parametros de la funcién de
Gompertz de machos y hembras Campero Casilda criados en
lotes mixtos y con separacion de sexos.

Machos Hembras

Cria Sexos separados Cria Sexos
mixta mixta separados
4639+145 5001+110 3612+106 3079+74

A: Peso corporal
asintotico (g)

k: Tasa de
maduracién (g!)

003174000075 002992000063 00308000085  0,03530,0008

Todos los valores corresponden a la media aritmética + Error
Estindar. Tamaflo muestral: n = 16 aves por grupo
experimental.
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Figura 1. Curvas de crecimiento de aves machos y hembras Campero Casilda bajo dos modalidades de crianza durante las etapas de
recria y terminacion (Izquierda: crecimiento teérico hasta la madurez. Derecha: crecimiento durante el ciclo de produccion).

Uniformidad en peso corporal

En la figura 2 se observa el comporta-
miento del indicador de uniformidad por precisiéon
para peso corporal en las aves de cada sexo bajo las
dos modalidades de cria durante las etapas de
recria y terminacién. De acuerdo con el criterio
mencionado, el lote mixto mostrd, a lo largo de
todo el ciclo, una uniformidad deficiente (CV >
12 %) explicable en términos del dimorfismo
sexual propio de la especie. Cuando, a partir de los
35 dias de edad, coincidentemente con el pasaje de
la cria en confinamiento a la cria con acceso a
parque, las aves se separaron en lotes por sexo, se
constaté una mejora sustancial en los valores del
indicador, mostrando, tanto el lote de machos
como el lote de hembras, valores del CV inferiores
al 8 % (lotes muy uniformes), particularmente en
el caso de los machos con valores iguales o
menores al 6 %. Las aves criadas en lotes mixtos
durante esta etapa mantuvieron bajos niveles de
uniformidad con valores crecientes del coeficiente
de variacion del peso corporal.

Conformacion corporal prefaena

La Tabla 2 resume los valores de los indi-
ces de conformacioén evaluados en el dia previo a la
faena. El efecto de la interaccién entre el sexo y la
modalidad de crianza solo fue significativo en el
caso del indice 1 (F = 6,33; P = 0,015), atribuible a
un aumento del mismo en las hembras criadas en
lotes mixtos, efecto no evidente en los machos. In-
dependientemente del manejo, los machos presen-
taron mayor valor promedio del indice 2 que las
hembras (2,140 vs. 1,910; F = 23,5; P < 0,0001) e
independientemente del sexo, las aves en lotes
mixtos presentaron menor valor promedio del
indice 2 (2,048 vs. 2,002; F = 16,0; P = 0,0002) y

a mayor valor del indice correspondieron pechugas
mas alargadas. No se observo efecto significativo
del sexo sobre el valor promedio del indice 3 (F =
0,011; P = 0,931) que en todos los casos fue menor
a 1, indicando aves que tienden a ensancharse
hacia caudal. Independientemente del sexo, las
aves criadas en lotes mixtos presentaron menores
valores promedio del indice (0,914 vs. 0,931; F =
4,65; P = 0,0352) con cuerpos més angostos hacia
craneal. La modalidad de crianza no afect6 en
forma significativa (F = 0,021; P = 0,878) los
valores del indice 4. Independientemente del ma-
nejo de la alimentacion las hembras presentaron
cuerpos mas voluminosos y los machos cuerpos
mas estilizados (1,390 vs. 1,268; F = 38,3; P <
0,0001).

Tabla 2. Indices de conformacién a la edad de faena, de
machos y hembras Campero Casilda criados en lotes mixtos y
con separacion de sexos.

Machos Hembras
Cria mixta Sexos separados Cria mixta Sexos separados
Indice 1 1,429 +£0,0223 1,431+ 0,0148 1,586 £0,0293 1,486 = 0,0083
indice 2 2,211+0,0549 2,068 +0,0591 1,792 £ 0,0181 2,028 +£0,0461
indice3  0,916+0,0070 0,928+ 0,0097 0,912+0,0090 0,934 % 0,0058
Indiced  1,274+0,0174 1,261+0,0151 1,384 40,0202 1,395 +0,0238

Todos los valores corresponden a la media aritmética + Error
Estdndar. Tamafio muestral: n = 16 aves por grupo
experimental.

Caracteres productivos a la faena

Los valores correspondientes a los
caracteres productivos evaluados en el momento
de la faena se presentan en la Tabla 3. Se observd
un efecto no significativo de la interaccion (F =
1,62; P = 0,208) y efectos significativos del sexo
(F= 239; P <0,0001) y del manejo (F= 3,88; P=
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Figura 2. Uniformidad por precisiéon para peso corporal en aves machos y hembras Campero Casilda bajo dos modalidades de crianza

durante las etapas de recria y terminacion.

0,054) sobre el peso corporal prefaena y el peso
eviscerado: los mayores valores promedio corres-
pondieron a los machos y a las aves criadas en lote
mixto. La interacciéon (sexo x manejo) fue esta-
disticamente significativa en el caso de la propor-
cion de pechuga (F = 4,89; P = 0,031) y, en menor
medida, sobre el peso de pata muslo (F = 3,54; P =
0,065) atribuible a que la modalidad de crianza
s6lo afectd el valor promedio del caracter en
machos. Con respecto a la proporcion de grasa
abdominal, ningn efecto result6 estadisticamente
significativo (sexo: F = 0,51; P = 0,480; manejo:
F = 1,13; P = 0,292; interaccién: F = 0,01; P =
0,991). No se observd interaccién (sexo x manejo)
sobre el rendimiento a la faena (F = 2,08; P =
0,154). El valor promedio de este caracter no se vio
afectado por la modalidad de crianza (F = 2,00;
P = 0,162) pero si por el sexo (F = 5,13; P = 0,027),
de manera que el mayor rendimiento a la faena
correspondi6 a las hembras (72,6 % vs. 71,8 %)

Tabla 3. Caracteres a la faena de machos y hembras Campero
Casilda criados en lotes mixtos y con separacion de sexos.

Machos
Sexos separados
3186+37

Hembras
Cria mixta _Sexos separados
2475452 2339+45

Cria mixta
3204+ 51

Peso corporal
prefacna (2)
Peso corporal
eviscerado (g)
Proporcion de
pechuga (%)
Proporcion de
pata-muslo (%)
Proporcion de
grasa abdominal
(%)
Rendimiento a
la faena (%)

2300+ 39 2287425 1811+44 1685+30

24,6+ 036 26,4033 27,5+0,59 27,0£0,62

15,5+ 0,34 16,3+0,20 14,5+0,12 14,5+0,13

2,392 0,184 2,1340,178  2,2240328  1,96+0.247

71,8% 0,37 71,820,22 73,120,49 72,120,26

Todos los valores corresponden a la media aritmética + Error
Estindar. Tamaflo muestral: n 16 aves por grupo
experimental.

Discusion

El pollo Campero INTA es un tipo de ave
para carne producido a partir de cruzamientos
entre poblaciones sintéticas propias del ntucleo
genético de la Seccidon Aves en la EEA de INTA en
Pergamino. El protocolo para su produccion
(Bonino, 1997) no incluye restricciones, ni tampo-
co recomendaciones, acerca de la conveniencia o
no de criar a las aves de ambos sexos como un
anico lote o, por el contrario, hacerlo en lotes por
separado.

El pollo Campero Casilda es un cruza-
miento experimental, en evaluaciébn como poten-
cial genotipo doble proposito destinado para
propuestas de avicultura alternativa con respecto
al modelo intensivo. En este contexto, se requiere
de informacién que posibilite una toma de
decisiones fundadas con respecto a las practicas de
manejo. Las hembras que se utilizan como pone-
doras deben criarse separadas de los machos, ya
que por su condicion de aves pesadas deben ser
restringidas en el aporte de nutrientes, mientras
que si su destino es la produccién de carne se las
podria criar conjuntamente con ellos, con alimen-
tacion a voluntad. Los principales efectos de la
préctica de cria de machos y hembras en conjunto
o por separado se relacionan con potenciales mo-
dificaciones en el patrén global de crecimiento
(peso corporal, uniformidad y conformacion) y en
el rendimiento, total y por cortes, en la faena. El
efecto de la interaccion entre sexo y modalidad de
crianza sobre los estimadores de los pardmetros de
la funcién de Gompertz puso de manifiesto la
diferente respuesta de machos y hembras ante el
cambio de manejo. La cria en lotes mixtos afect6
en forma negativa el peso corporal asintbtico
estimado en el caso de los machos y en forma
positiva en el caso de las hembras. En consecuen-
cia, el dimorfismo sexual en peso result6 ser mayor
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en las aves criadas en lotes de sexo separado (peso
de las hembras = 62 % del peso de los machos) que
en aves criadas en lotes mixtos (peso de las
hembras = 78 % del peso de los machos). El efecto
de la interaccién sobre la tasa de maduracién, por
su parte, se explica porque los machos criados en
lotes mixtos presentaron mayor tasa de madura-
cion que aquellos criados en lotes separados por
sexo, mientras que en las hembras se observd la
respuesta inversa (menor tasa de maduracion en
lotes mixtos). Como resultado de estos comporta-
mientos, las hembras presentaron mayor tasa de
maduracion que los machos criados por separado
mientras que dicha diferencia se hizo no significa-
tiva cuando las aves se criaron en lotes mixtos. Por
lo tanto, en lo que al patron de crecimiento se
refiere, este fue mas favorable (mayor peso asin-
toético y menor tasa de maduracién) para los
machos cuando se los cri6 solos. En el caso de las
hembras, si bien cuando se las cri6 en lotes mixtos
crecieron hacia un mayor peso asintotico lo hicie-
ron con menor velocidad, lo que redujo el efecto
final sobre el peso corporal desde un 17 % en la
asintota hasta un 5,8 % en la edad de sacrificio.
Esta evidencia indica la conveniencia de separar a
las aves por sexo, separacion que podria llevarse a
cabo al trasladarlas a los alojamientos con acceso a
parque. En ese momento la expresion de caracte-
res sexuales secundarios posibilita llevar a cabo la
seleccion obviando la necesidad del sexado por
inspeccién de la cloaca en el nacimiento, que
requiere de personal adiestrado y supone un au-
mento en el costo del pollito BB. Esta separacion,
como es evidente dado el dimorfismo sexual de la
especie, se traduce en una mayor uniformidad de
los lotes. Las aves de uno y otro sexo criadas en
lotes mixtos tienden a mostrar una reducciéon en
las medidas lineales que definen su conformacion,
por lo que la modalidad de manejo afect6 la con-
formacion corporal de las aves evaluada a partir
del célculo de cuatro indices. Pese a los significa-
dos estadisticos observados en los indices de con-
formacion, la trascendencia biologica de tales
modificaciones queda minimizada ante lo exiguo
de las diferencias observadas y, en tal sentido, la
importancia productiva de tales modificaciones
esta vinculada con un potencial impacto sobre los
cortes de interés carnicero y el rendimiento en la
faena. Al respecto, la cria de las aves de uno y otro
sexo por separado no afecta ni el rendimiento ni la
proporcion de grasa en la faena. Independiente-
mente del sexo, la cria por separado afecta
negativamente el valor del peso corporal prefaena
y del peso eviscerado con una reduccién de mayor
magnitud en el caso de las hembras (5,8 % y 7,5 %,
respectivamente) que en los machos (0,6 %). La
presencia de interacciones significativas determina
una respuesta favorable sobre la proporcion de
pechuga en las hembras (aumento) y desfavorable
en el caso de los machos (disminucién) tanto sobre
este corte como sobre la proporcion de pata muslo.

Sam et al. (2010), trabajando con pollos
parrilleros, no encontraron evidencia de que la

separacion por sexos presentara ventajas cuando
el ciclo productivo finalizaba a las 8 semanas de
edad. Por el contrario, cuando dicho ciclo se
extendia méas alld de la edad mencionada la prac-
tica de criar a los machos separados de las
hembras se presentaba como ventajosa debido a
un mejor desempeiio de los machos. En coinciden-
cia con esta udltima observacion, y tomando en
consideracion la duracion del ciclo productivo del
pollo campero, se concluye que la practica de
separar a las aves Campero Casilda por sexo es
ventajosa para los machos. Al crecer solos, lo
hacen hacia un mayor peso asintético y con menor
tasa de maduracién, lo que implica una mayor
eficiencia alimenticia, patron que, sin afectar el
peso a la edad de faena ni el rendimiento, se
traduce en una mayor proporcion de los cortes de
valor carnicero y menor proporciéon de grasa. Este
comportamiento es coincidente con el informado
por Laseinde y Oluyemi (1994) quienes, si bien
concluyen que la diferencia no se traduce en venta-
jas significativas de la practica, observaron mayor
superioridad porcentual de los machos cuando se
los cria separados de las hembras. Por su parte,
las hembras criadas en lotes por separado crecen
hacia un menor peso asint6tico y con mayor tasa
de maduracion, relaciéon desfavorable en términos
de eficiencia alimenticia, alcanzan un peso menor
a la edad de faena y, si bien, presentan menor
contenido de grasa y la misma proporcién de pata
muslo, presentan un leve deterioro en la propor-
cion de pechuga y una reduccién en el rendimien-
to. La mayor relaciéon de conversion de las aves
criadas en sistemas semiextensivos representa un
aspecto determinante para la adopcion de dicha
modalidad productiva por parte de aquellos intere-
sados en aprovechar un nicho del mercado que
demanda productos generados sobre la base del
respeto por el bienestar animal. El alimento repre-
senta el mayor componente de los costos y ello
torna imprescindible contar con un mayor precio
de venta para asegurar la rentabilidad del empren-
dimiento. En este sentido, el sexo de las aves de
crecimiento lento juega un papel de mayor impac-
to que su genotipo. Dottavio et al. (2013) estima-
ron la eficiencia alimenticia de machos y hembras
de los hibridos experimentales de tres vias Campe-
ro Casilda y Campero Pergamino en comparacion
con el cruzamiento simple Campero INTA como
genotipo de referencia, entre los 42 y los 77 dias de
edad. Independientemente del sexo, no observaron
diferencias significativas en la eficiencia ni en sus
variables asociadas (ganancia de peso y consumo
acumulado de alimento) entre genotipos pero, en
los tres grupos genéticos, los machos fueron més
pesados y si bien tuvieron mayor consumo medio
diario también presentaron mayor aumento medio
diario de peso, por lo que mostraron mayor efi-
ciencia alimenticia y menor relacion de conversion
que las hembras.

En términos generales, la evidencia em-
pirica indica que la separacién por sexos seria la
modalidad de cria mas recomendada. Si el pollo
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Campero Casilda se utiliza como genotipo doble
proposito, las hembras deben ser restringidas a
partir de la 52 semana de vida para asegurar un
correcto desempeiio reproductivo (Barbato, 1999).
Bajo este esquema los sexos deben ser criados,
necesariamente, por separado. Si, por el contario,
todas las aves se destinan a produccion de carne, la
cria con separacién de sexos favorece a los machos,
mientras que la cria en lotes mixtos favorece a las
hembras. En caso de ser este el destino de las aves,
y dado que el protocolo de produccion de pollos
Campero INTA (Bonino, 1997) establece un rango
de edades de sacrificio entre 75 y 90 dias, en el
caso de trabajar con sexos separados, las hembras
pueden ser faenadas a mayor edad que los machos
si la ventaja de prolongar el ciclo en términos de
peso a la faena compensa la pérdida esperable en
la eficiencia de producciéon de esa ganancia de
peso.
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Resumen

Se recolectaron muestras de materia fecal correspondientes a 27 especies de animales en cautiverio
pertenecientes al Jardin Zoolégico de Mendoza (Argentina), con el fin de encontrar portadores
asintomaticos de Salmonella. Las muestras de materia fecal obtenidas con hisopos se sembraron en caldo
tetrationato base de Miiller-Kauffmann y se incubaron a 43 °C en bafio Maria durante 24 h. Alicuotas de
este medio se sembraron en agar xilosa-lisina-desoxicolato y, finalmente, las colonias desarrolladas se
identificaron utilizando pruebas bioquimicas convencionales. Como resultado, se aislé Salmonella
serovar Meleagridis a partir de muestras de un oso polar y Salmonella serovar Give a partir de las de un
ﬁso pardo y un mono carayd. Ambas serovariedades estan asociadas con casos de salmonelosis en

umanos.

Palabras clave
Salmonella, zoolbgico, serovariedades, zoonosis

Abstract

Fecal samples corresponding to 27 species of animals in captivity in the Mendoza Zoo (Argentina) were
collected, in order to find asymptomatic carriers of Salmonella. The fecal samples obtained with swabs
were seeded in Miiller-Kauffmann base tetrathionate and incubated at 43 °C in a water bath for 24 h.
Then, aliquots of this medium were seeded on xylose-lysine-deoxycholate agar and, finally, formed
colonies were identified using conventional biochemical tests. As a result, Salmonella serovar Meleagridis
was isolated from a polar bear and Salmonella serovar Give from a brown bear and a carayd monkey
samples. Both serovars are associated with cases of salmonellosis in humans.
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Salmonella, zoo, serovars, zoonoses
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Introduccion

La salmonelosis puede afectar a un
sinntimero de especies y es muy comn en anima-
les domésticos: aves de corral, cerdos, bovinos y
equinos; es menos frecuente en caninos y felinos.
Las personas y los animales contraen la enferme-
dad comuUnmente al ingerir agua de bebida
contaminada, alimentos de origen animal crudos y
también por contacto directo con las heces de
animales infectados. En humanos son frecuentes
los casos de gastroenteritis provocados por distin-
tas cepas de Salmonella, la mayor parte de las
veces debido al consumo de alimentos contamina-
dos. Es frecuente aislar esta bacteria a partir de
distintos productos de origen animal (Eng et al.,
2015). Muchos animales silvestres también pueden
ser portadores de Salmonella y, por lo tanto,
posibles fuente de infeccion para el hombre y otros
animales. Las especies confinadas en zoolégicos
han sido objeto de estudios de esta indole, y a
partir de ellos se han aislado salmonelas (Lima et
al., 2012; Silva Hidalgo et al., 2010). El objetivo de
este trabajo fue determinar la presencia de Salmo-
nella en la materia fecal de animales domésticos y
silvestres en cautiverio e identificar las serovarie-
dades presentes.

Materiales y métodos

En el periodo comprendido entre octubre
de 2014 y septiembre de 2016, y sobre la base de
las normas de la Asociacion Mundial de Zoos y
Acuarios (2018), se recolectaron un total de 51
muestras correspondientes a 27 especies animales
en cautiverio pertenecientes al Jardin Zooldgico de
Mendoza (Argentina). Las especies estudiadas se
consignan en la Tabla 1. Los hisopos con la materia
fecal se colocaron en medio de transporte de
Stuart (Laboratorio Britania SA, CABA, Argen-
tina), se conservaron a 4 °C y se procesaron dentro
de las 24 h. Cada una de las muestras obtenidas se
sembrd en tubos que contenian 10 ml de caldo
tetrationato base de Miiller-Kauffmann (Laborato-
rio Britania SA, CABA, Argentina) y se incubaron a
43° C en bano Maria durante 24 h. Posteriormen-
te, con un ansa de siembra se tomo una alicuota de
la superficie de cada uno de los tubos y se sembrd
en agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD — Biokar
Diagnostics, Francia), incubandose durante 24-
48 h a 37 °C (Manual Oxoid, 2006). Las colonias
sospechosas (rojas con centro negro) se identifica-
ron utilizando pruebas bioquimicas convenciona-
les tales como: agar TSI, IMViC, ONPG y ureasa
(Caffer et al., 2007). La confirmacion y posterior
serotipificacion de la cepa de Salmonella aislada se
realiz6 en el Servicio de Enterobacterias del
Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas
(INEI) - ANLIS Dr. Carlos G. Malbran.

Resultados

Se logro el aislamiento de Salmonella a
partir de las heces de tres animales. Las especies
estudiadas y los resultados obtenidos se resumen
en la Tabla 1.

Se aisl6 Salmonella a partir de un oso
polar (Ursus maritimus). La bacteria aislada se
identifico6 como Salmonella enterica serovar Me-
leagridis. Un afio después de este resultado, y den-
tro del periodo de estudio, se tom6 una segunda
muestra a partir del mismo animal, la cual resultd
negativa.

También se aislé Salmonella a partir de
las heces de un oso pardo (Ursus arctos) y de un
mono caraya (Alouatta caraya). Ambos aislamien-
tos se identificaron como Salmonella serovariedad
Give. Se repiti6 dos veces més la toma de muestras
a partir de estos mismos animales dentro del
periodo de estudio, siendo todos los resultados
negativos.

Discusion

En el caso del oso polar, no manifestaba
signos de enfermedad en el momento de la toma
de la muestra que result6 positiva, pero se informoé
que en dias previos habia tenido diarrea. Esto, sin
embargo, se crey6 asociado con la dieta. La fuente
de infeccién se desconoce y se cree que podria
relacionarse con la alimentacion; en este sentido,
se determindé que el oso comia pescado, pollo,
carne con hueso, corazén bovino, frutas y verdu-
ras. El pollo provenia de diferentes proveedores.

Las otras dos especies infectadas con la
serovariedad Give no manifestaron ningin tipo de
signos clinicos en el momento de la toma de las
muestras. En un principio, se analiz6 la posibilidad
de que ambos animales fueran portadores créonicos
asintomaticos, pero los resultados obtenidos en los
andlisis posteriores fueron negativos. Sin poder
descartar una infecciéon cronica asintomaética, se
cree que una fuente de infeccion comin descono-
cida pudo haber sido la causa de estas infecciones,
quiza algin elemento de uso comudn, como los
alimentos consumidos por ambos, o la contamina-
cion del carro que transportdé dichos alimentos.
Los animales no eran convivientes, pero se halla-
ban en jaulas no muy distantes una de otra.

Salmonella Meleagridis ha sido aislada
previamente de personas con diarrea (Zaidi et al.,
2006) y Salmonella Give a partir de materia fecal
de bovinos con diarrea (Higgins et al., 1997), de
heces de una persona con sindrome diarreico
(Noseda et al., 2002) y de un absceso esplénico de
un paciente humano inmunocompetente, que
posiblemente haya estado asociado con el consu-
mo de carne picada cruda (Girardin et al., 2016).
La presencia de estas serovariedades de caracter
zoonotico implica un problema de salud publica,
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Tabla 1. Cantidad de muestras totales y positivas por especie animal

Especie

Cantidad de Muestras
muestras positivas

Aguila coronada (Harpyhaliaetus
coronatus)
Bufalo de la India (Bubalus bubalis)

Cabra de Juan Fernandez (Capra aegagrus)

Camello bactriano (Camelus bactrianis)
Cebra (Equus quagga)

Chimpancé (Pan troglodytes)

Elefante africano (Zoxodonta africana)
Elefante asiatico (Elephas maximus)
Gamo (Dama dama)

Ganso (dnser anser)

Hipopétamo (Hippopotamus amphibius)
Llama (Lama glama)

Mara (Dolichotis patagonum)

Mono caraya (4louatta carava)

Nandu (Rhea americana)

Oso pardo (Ursus arctos)

Oso polar (Ursus maritimus)

Oveja somali (Ovis aries steatopigas)
Papion sagrado (Papio hamadryas)
Pavo real (Pavo cristatus)

Pecari de collar (Pecari tajacu)

Pichi (Zaedyus pichiy)

Poni (Equus ferus caballus)

Puma (Puma concolor)

Teji/lagarto overo (Tupinambis teguixin)
Tortuga terrestre argentina (Chelonoidis
chilensis)

Zorro gris patagonico (Lycalopex griseus)

1 -

1 (S. Give)

1 (S. Give)
1 (8. Meleagridis)

[P Y F I o B o e T O L T PR R S el e o Bl oV

—
1

siendo un riesgo para personas y animales, en
especial para el personal que trabaja en jardines
zoologicos y que esta en contacto con los animales.
Ademas, fortalece la importancia de controlar
potenciales reservorios de éste y quiza de otros
agentes infecciosos zoonoéticos en este tipo de
parques.

Conclusiones

En este trabajo se aislo Salmonella serovar
Meleagridis a partir de un oso polar y Salmonella
serovar Give a partir de un oso pardo y de un
mono caraya, portadores asintomaticos confinados
en un parque zooldgico, con las implicancias epi-
demiologicas que esto pudiera llegar a tener.
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Resumen

La paracoccidioidomicosis es una micosis profunda endémica de América Latina. Se ha identificado
Paracoccidioides spp. en diferentes especies animales. En caninos y felinos, se presenta con una
signologia inespecifica con alteraciones de los sistemas respiratorio y nervioso y, menos frecuentemente,
con alteraciones cutaneas. La presentacion leve y de resoluciéon espontanea de la enfermedad depende del
estado inmunoldgico del animal; una respuesta inmune deficiente permite que se disemine y pueda llegar
hasta la muerte. Existen varias técnicas disponibles para su diagnostico. El diagnostico definitivo se
realiza identificando a Paracoccidioides spp. mediante cultivo, aislamiento y posterior identificacion
molecular. La realizacion de esta revision bibliografica tuvo la finalidad de recopilar informacion sobre
esta enfermedad de interés en caninos y felinos.

Palabras clave
Paracoccidioidomicosis, signos clinicos, diagnéstico, tratamiento, caninos, felinos

Abstract

Paracoccidioidomycosis is an endemic deep mycosis of Latin America. Paracoccidioides spp. has been
identified in different animal species. Clinical signs of paracoccidiomycosis in dogs and cats are non-
specific and include alterations of the respiratory and nervous system, and less frequently, cutaneous
alterations. The mild presentation and spontaneous resolution of the disease depends on the immune
status of the animal, and a poor immune response results in pathogen dissemination and possibly death.
Several techniques are available for diagnosis; definitive diagnosis is based on identification of
Paracoccidioides spp. by culture, isolation and subsequent molecular characterization. This review aimed
to collect relevant information on this canine and feline disease.
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Paracoccidioidomycosis, clinical signs, diagnosis, treatment, canine, feline
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Introduccion

La paracoccidioidomicosis es una micosis
de curso cronico, causada por el hongo dimérfico
Paracoccidioides, del cual se han identificado
cinco especies: P. brasiliensis, P. americana, P.
restrepiensis, P. venezuelensis, y P. lutzii (Hrycyk
et al., 2018). P. brasiliensis esta distribuido am-
pliamente en América del Sur y se ha asociado con
la mayoria de los casos de paracoccidioidomicosis
detectados hasta la actualidad, mientras que P.
lutzii se ha encontrado en el centro, suroeste y
norte de Brasil y Ecuador (Teixeira et al., 2014).

La paracoccidioidomicosis es una enfer-
medad endémica de areas rurales y subtropicales
de América del Sur. Sin embargo, en Chile y las
Guayanas no se han presentado casos. El pais con
mayor cantidad de casos informados es Brasil. En
Argentina, las areas endémicas estan ubicadas en
las provincias de Chaco, Formosa, Misiones, Co-
rrientes, norte de Entre Rios, Sante Fe, Tucuman y
Salta (Ballesteros et al. 2014).

La mayoria de los casos se presentan en
humanos, en quienes se considera una enfermedad
ocupacional (Pérez et al., 2014). Los caninos,
felinos (con menor frecuencia), bovinos, equinos y
pequeiios rumiantes como la oveja son las especies
domés-ticas afectadas (Corte et al., 2012).

Historia de la enfermedad

Fue informada por primera vez en huma-
nos por Adolf Lutz en Brasil (Marques, 2012). En
Argentina, Brasil, Colombia, Ecuador y Venezuela,
la enfermedad se circunscribe a las areas rurales
(Brummer & Castaneda 1993).

El primer caso en humanos fue estudiado
por Lutz en 1908 al realizar el diagnostico diferen-
cial en dos pacientes que presentaban miiltiples
lesiones en la mucosa orofaringea muy similares a
un carcinoma de células escamosas. Ademas de las
lesiones en la mucosa oral, los individuos presen-
taban adenopatias cervicales. Lutz tomd muestras
de las lesiones y observd células levaduriformes
grandes y esféricas, multibrotantes; esas células no
eran conocidas hasta el momento como agente
etioldgico de ninguna enfermedad, por lo que se
denominé “micosis pseudococcidica” (Conti Diaz,
2010; Marques, 2012).

En 1912, Splendore estudi6 la micromorfo-
logia del hongo, lo consider6 como un ascomiceto
y lo denominé Zimonema brasiliensis (Conti Diaz
2010). En 1930, Almeida le asign6 el nombre de
Paracoccidioides brasiliensis y esclareci6 las dife-
rencias morfologicas entre las fases micelial y
levaduriforme al compararlo con las mismas fases
del Coccidioides spp. (Conti Diaz, 2010).

La enfermedad era mortal hasta el descu-
brimiento de la eficacia de las sulfonamidas. Asi-
mismo, entre los antifngicos, la anfotericina B fue
utilizada por primera vez para el tratamiento de
esta enfermedad en 1958 y, en 1980, se incluyeron

los azoles en el esquema terapéutico (Marques,
2012).

Agente etiologico

La paracoccidioidomicosis, también cono-
cida como blastomicosis sudamericana, blastomi-
cosis latinoamericana, enfermedad de Lutz-
Splendore-Almeida o granuloma paracoccidioidal,
es causada por el hongo P. brasiliensis, sus varian-
tes S1, PS2, PS3, PS4 y Paracoccidioides lutzii
(Machado et al., 2013; Teixeira et al., 2014) . El
hongo presenta dimorfismo termal. En cultivos a
37 °C crece en forma de levadura y forma colonias
blancas y brillantes, de aspecto cremoso en medios
sblidos (Brummer & Castaneda, 1993). En medio
de cultivo liquido crece formando actmulos de
distinto tamano. El tiempo de incubacién fluctaa
entre 10 y 15 dias. Las células miden entre 4 y 30
um, poseen una forma oval alargada y son
refractarias a la luz.

La forma micelial presenta colonias de
color blanquecino, de forma irregular con micelios
aéreos cortos. El tiempo de incubacién es de 20 a
30 dias a temperatura de 20 a 26 °C (Brummer &
Castaneda, 1993; Marques, 2012). En algunos
cultivos es posible observar la producciéon de un
pigmento marrén. Microscopicamente el hongo
posee hifas delgadas, hialinas y septadas; en me-
dios de cultivo comunes suele formar clamidos-
poras. Los medios utilizados con mayor frecuencia
para el cultivo son el agar Sabouraud y el medio
infusién cerebro corazén (BHI).

Ademas, es posible aislar el hongo de
tejidos de monos ardilla (Saimiri sciureus),
murciélagos frugivoros (Artibeus lituratus) y pin-
gliinos (Pygoscelis adeliae). El armadillo (Daypus
novemcinctus) suele estar infectado pero no
manifiesta los signos de la enfermedad. Otras
especies de animales en las cuales se pudo identifi-
car la presencia del hongo por medio de técnicas
moleculares son: cuis (Cavia aperea), puerco
espin (Sphiggurus spinosus), mapache (Procyon
cancrivorus), grison (Galictis vittata) y armadillos
(D. novemcintucs y Dasypus septemcinctus)
(Brummer & Castaneda, 1993; Rojas-Jaimes et
al., 2015).

Los modelos animales de experimentacion
como el cobayo, el hdmster y el conejo son los de
eleccién para reproducir al hongo in vivo. La
inoculacion del hongo en los modelos animales se
realiza utilizando inéculos de concentracion eleva-
da por via subcutanea, intramuscular, intraperito-
neal, intravenosa o intratesticular (Brummer &
Castaneda, 1993).

Paracoccidioides spp. es un hongo
ampliamente distribuido en zonas subtropicales y
himedas con temperaturas fluctuantes entre 18 y
23 °C. En Brasil y Venezuela fue posible aislar el
hongo a partir de suelos de cultivo de café, aunque
su hébitat natural no estd completamente diluci-
dado (Brummer & Castaneda, 1993).
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Clasificaciéon taxonémica

Divisién: Ascomycota

Clase: Endomycetes

Orden: Onygenales

Familia: Onygenaceae

Género: Paracoccidioides

Especies: P. brasiliensis, P. americana, P.
restrepiensis, P. venezuelensis y
P. lutzii

El estado teleomorfo de este hongo es
desconocido hasta el momento.

Aspectos clinicos

La paracoccidioidomicosis es una micosis
sistémica que afecta primordialmente a los pulmo-
nes desde donde se disemina por via linfohematica
a los linfonodos, piel, ojos, huesos y otros 6rganos.
Los perros machos jovenes de razas grandes (en
especial las razas de deporte y caza) que habitan o
pasan la mayor parte de su tiempo cerca del agua,
presentan mayores posibilidades de contraer la
enfermedad (Morgan et al., 2004).

La infeccion se produce por la inhalaciéon
de los conidios infectantes presentes en el ambien-
te. La inoculacién directa puede, raramente,
ocasionar enfermedad cutanea localizada. Los co-
nidios ingresan al organismo, alcanzan el pulmén
y son fagocitados por los macréfagos alveolares,
luego de lo cual ocurre la transformacion a levadu-
ras, lo que produce una respuesta supurativa o
piogranulomatosa. Las levaduras, al sobrevivir
intracelularmente, son transportadas por los siste-
mas hematico y linfatico; asi, se diseminan y
causan enfermedad sistémica (Thompson, 2008).
Los o6rganos cominmente afectados son los
linfonodos, los ojos, la piel, los huesos, la prostata
y también el tejido celular subcutaneo. En los
gatos, la piel, el tejido subcutaneo, los ojos, los
organos del sistema nervioso central (SNC) y los
linfonodos son los mas afectados (Ettinger &
Feldman, 2004; Morgan et al., 2004; Thompson,
2008).

El periodo de incubaciéon es variable, y
suele ser de entre 5y 12 semanas, dependiendo del
grado de competencia del sistema inmunitario del
huésped. La severidad de la enfermedad también
depende de la magnitud de la respuesta inmunita-
ria (Morgan et al., 2004). Si la respuesta inmu-
nitaria es adecuada se desencadena una enferme-
dad respiratoria leve de resoluciéon espontanea, o
bien un compromiso de otros sistemas, sin lesio-
nes pulmonares. Cuando la respuesta inmunitaria
es inadecuada o deficiente, es posible que la
enfermedad progrese hasta la diseminacion vy,
ademas, pueda causar enfermedad pulmonar grave
(Morgan et al., 2004; Thompson, 2008). Se ha
reportado un caso de shock séptico fatal en una
persona a causa de P. brasiliensis S1, mientras que
en animales no se han reportado casos similares
(Macedo et al., 2018).

Manifestaciones clinicas en caninos

En perros, el hemograma a menudo es

normal. Pueden presentarse, sin embargo, anemia
normocitica, normocrémica, neutrofilia y eosinofi-
lia, pero ninguna de estas alteraciones guarda
correlacion con la severidad de la enfermedad (de
Farias et al., 2011).
El analisis quimico de la sangre frecuentemente no
presenta alteraciones; las mas comunes son hipo-
albuminemia e hipercalcemia, aunque solo se pre-
sentan en el 10 % de los casos (Ettinger & Feld-
man, 2004).

Con respecto a las manifestaciones clini-
cas, suelen ser poco especificas, se presentan como
anorexia, depresion, pérdida de peso, caquexia y
fiebre, y estan presentes en un 40 % de los casos.
Los signos clinicos en perros suelen ser tos y
dificultad respiratoria, desde leve hasta con disnea
grave. En pocos casos se observa cianosis. Por lo
general, hay aumento de tamafio de los linfonodos
perihiliares, con la consiguiente compresion de los
bronquios principales. La enfermedad broncoin-
tersticial y alveolar es la causa de tos seca (Morgan
et al., 2004).

Algunos estudios demostraron que, en
caninos, entre 30 y 50 % de los casos presenta
lesiones cutaneas, mientras que en los gatos estas
lesiones son las habituales (Morgan et al., 2004).
El sistema reproductor se encuentra afectado en,
aproximadamente, 5-10 % de los perros enfermos,
mientras que el compromiso del sistema nervioso
puede ser menor al 5 % de los casos (Ettinger &
Feldman, 2004). Los signos y lesiones oculares
incluyen: conjuntivitis, edema corneal, vasculari-
zacién corneal, anisocoria, uveitis anterior, glauco-
ma secundario, exoftalmos, coriorretinitis granu-
lomatosa, desprendimiento de retina y neuritis
optica (Schaer, 2006).

En un estudio realizado en Brasil con
suero proveniente de 836 perros se demostr6 la
coinfeccion con P. brasiliensis y Leishmania spp.
(Silveira et al., 2006). Asimismo, los perros posi-
tivos para Leishmania spp. mostraron mayor reac-
tividad para la glicoproteina 43 -gp43- (79,9 %)
que aquellos que fueron negativos (54 %).

Tanto en perros con paracoccidiodomi-
cosis como en perros con leishmaniasis se constata
una respuesta inmunitaria de tipo Thi, lo que
indicaria que los animales mas propensos a con-
traer leishmaniasis también lo serian para desa-
rrollar paracoccidiodomicosis (Silveira et al.,
2006).

Los caninos presentan anticuerpos contra
la gp43 detectables mediante la prueba de
inmunodifusién, aunque no presenten signologia
clinica; esto no se observa en pacientes humanos,
que no resultan reactivos a la prueba cuando no
presentan sintomas (Silveira et al., 2006). La edad
fue otro factor de riesgo analizado en el estudio de
Silveira. Asi, los perros menores de un ano
presentaron baja reactividad a la gp43 y los
mayores de un aflo mostraron elevada reactividad
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a la glicoproteina de P. brasiliensis (Silveira et al.,
2006).

En los exdmenes radiograficos se observa
un patrén intersticial en aproximadamente el 70 %
de los perros, y un patrén mixto intersticial/alveo-
lar en un 20 %. En algunos casos se presenta linfa-
denopatia traqueobronquial. En un 30 % son poco
frecuentes los nédulos mediastinicos o formacio-
nes pulmonares aisladas. En ocasiones, no se
observan nodulos pulmonares debido a la colecta
pleural que sucede en el 7 % de los casos; es muy
raro que se presente neumotoérax (Ettinger &
Feldman, 2004; Morgan et al., 2004).

Las lesiones 6seas que se presentan en los
huesos largos son de tipo osteolitico. La prolifera-
cién periostica y la inflamacion de los tejidos
blandos adyacentes se aprecia en un 50 % de las
lesiones (Ettinger & Feldman, 2004).

Manifestaciones clinicas en felinos

La paracoccidioidomicosis no es frecuente
en gatos. La mayoria de los signos clinicos obser-
vados en perros pueden observarse también en
gatos. Es destacable en los gatos el desarrollo de
lesiones cutaneas: pueden observarse papulas, né6-
dulos o placas solitarias o multiples, que eventual-
mente se ulceran o forman grandes abscesos (Mor-
gan et al., 2004). Los 6rganos del sistema nervioso
resulta méas afectado en los gatos que en los perros
(Morgan et al., 2004; Ettinger & Feldman, 2004).

Figura 1. Fase levaduriforme de P. brasiliensis (flechas).
Barra = 50 pum. Punciéon de linfonddulo. Gentileza del Dr.
Gustavo Giusiano.

En un estudio realizado en el norte del
estado de Parani, Brasil, sobre un total de 136
muestras de suero (86 de gatos de zonas rurales y,
50, de zonas urbanas), se demostrd que los gatos
de zonas rurales son especialmente susceptibles a
contraer la infeccion (48,8 %), comparados con
aquellos de zonas urbanas (2 %). El sexo de los
animales no fue un factor de riesgo. Ademas, se
determind una menor susceptibilidad de los gatos

(48 %), comparada con la de los perros de la
misma region rural (89,5 %). Los investigadores
consideran que el habito de hozar es un factor
predisponente que favorece el ingreso del hongo al
organismo (Oliveira et al., 2013). Asimismo, en ese
estudio, los gatos fueron més susceptibles a desa-
rrollar las formas encefalica y urinaria (Oliveira et
al., 2013).

Diagndstico diferencial

Los principales son: coccidioidomicosis, esporo-
tricosis, micetomas, eumicetomas, cromomicosis,
nocardiosis, leishmaniasis, tularemia y tuberculo-
sis u otras micobacteriosis.

Métodos de diagnéstico

Meétodos directos
Examen directo

El objetivo es la busqueda de levaduras
esféricas de 12 a 20 um con doble pared refringen-
te, vacuolas lipidicas intracitoplasmaticas y, sobre
todo, el hallazgo de gemacién multiple. Las gemas
adheridas a la levadura forman una figura caracte-
ristica llamada: “rueda de timon” (Espinoza et al.,
2014). Esta figura es considerada patognomonica y
de esta manera puede formularse un diagnostico
definitivo. Las gemas o brotes suelen medir entre 1
y 10 um de didmetro.

Para observar la fase de levadura de Para-
coccidioides spp. se puede utilizar el calco-fluor, el
cual facilita la visualizaciéon del hongo. Las tincio-
nes de Gram, Ziehl Neelsen y Giemsa no siempre
facilitan la observacion de las levaduras. Las
técnicas de plata metenamina (Gomori-Grocott) y
la reaccion de PAS, en cortes histoldgicos, permi-
ten observar levaduras esféricas, con o sin brotes.
Las muestras ideales para la observacion del agen-
te son aquellas que se toman a partir de lesiones,
de pus o mediante lavado bronquial o bronco-
alveolar.

Cultivo

El estiandar de oro es el cultivo de P.
brasiliensis (Marques, 2012). Dependiendo de la
temperatura de incubaci6on desarrolla su fase
micelial (28 °C) o levaduriforme (37 °C) y es de
crecimiento lento. El desarrollo en cultivos se
observa en un porcentaje apreciable de los casos
(60 a80 %) (Winn et al., 2008).

Es recomendable sembrar la muestra en
varios medios de cultivo, a 28 °C y 37 °C. En
muestras libres de contaminacién, como aquellas
de liquido cefalorraquideo, incubadas a 37 °C, las
colonias comienzan a ser visibles alrededor del
décimo dia, son de consistencia cérea o pastosa, de
aspecto cerebriforme, blanca y glabra. A 28 °C, en
agar Sabouraud, se observa una colonia de desa-
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rrollo lento, rugosa o membranosa, cubierta por
un micelio aéreo blanco y por vellosidades cortas,
con un tiempo de incubacion de 2 a 4 semanas. El
reverso de la colonia en este medio generalmente
es marrén, en la mayoria de los primocultivos
desarrolla colonias rugosas y cerebriformes, previo
agregado de cicloheximida al medio. El aislamien-
to y desarrollo del hongo en cultivo son confirma-
torios para el diagnostico de la paracoccidioido-
micosis en pacientes humanos y caninos con mani-
festaciones clinicas de la enfermedad (Brummer &
Castaneda, 1993; Pérez et al.,, 2014; Carrasco-
Zuber et al., 2016) .

Figura 2. P. brasiliensis (flechas). Reaccion de PAS.
Barra = 50 um. Gentileza del Dr. Roberto Suarez-Alvarez.
Depto. de Micologia. ANLIS-INEI “Dr. Carlos G. Malbran”.

Histopatologia

Microscopicamente, pueden observarse
lesiones inflamatorias de tipo purulento o piogra-
nulomatoso. Los hongos pueden colorearse
mediante técnicas especiales, tales como PAS y
plata metenamina (Ettinger & Feldman, 2004).

Técnicas de biologia molecular

La paracoccidioidomicosis es una enfer-
medad de dificil diagnostico en sus etapas inicia-
les. En medicina humana, una de las técnicas de
diagnostico utilizadas actualmente es la PCR. Se
desarroll6 una PCR dirigida a la amplificaciéon de
la gp43, presente en el 90 % de los pacientes con la
enfermedad. Los cebadores disenados resultaron
de mucha especificidad y sensibilidad, superando a
las pruebas de diagnostico serolégico. Se utilizaron
muestras de esputo provenientes de pacientes con
paracoccidioidomicosis comprobada mediante
pruebas serologicas y examen directo positivo para
P. brasiliensis. Todas las muestras evaluadas
resultaron positivas para P. brasiliensis, lo que
demostr6 la utilidad de la técnica para su
utilizacion a partir de la muestra clinica, para la

obtencion de un diagnoéstico temprano de la enfer-
medad, asi como también por su mayor especifici-
dad y sensibilidad con respecto a los métodos de
diagnoéstico convencionales (Gomes et al., 2000).

Pitz et al. (2013) propusieron la utilizacién
de una PCR semianidada en un tubo (OTsn-PCR)
para la deteccion de P. brasiliensis en muestras
clinicas. La técnica demostr6 tener igual o mayor
efectividad para el diagnostico de la enfermedad,
comparada con las técnicas clasicas de PCR ani-
dada o semianidada, descritas afos atras por Imai
et al. (2000).

Meétodos indirectos
Inmunoserologia

Los estudios inmunoserologicos para la
deteccion de anticuerpos especificos contra P.
brasiliensis se realizan con el uso de antigenos
especificos. Estos métodos se recomiendan en
pacientes sin lesiones mucocutaneas, que son las
que permiten el examen directo y el cultivo.

En 1916, Moses, por primera vez, publico
una prueba de inmunodiagnoéstico, mediante la
utilizacion de un antigeno citoplasmatico (Brum-
mer & Castaneda 1993). En 1955, Fava Netto, en
Brasil, emple6 por primera vez un antigeno de
naturaleza polisacarida para las pruebas de fija-
cion del complemento y de precipitinas en tubo.
En 1973, Yarzabal et al. utilizaron la inmunoelec-
troforesis (IEF) para el diagndstico de paracocci-
dioidomicosis. Restrepo et al. (1974) fueron los
primeros en proponer la técnica de doble difusiéon
en agar o inmunodifusién simple (ID) para el
diagnostico serologico de la enfermedad; esta
técnica fue posteriormente utilizada en muchos
paises. La ID es una prueba de screening y de
diagnoéstico, con 89 a 91 % de sensibilidad y
especificidad, respectivamente (Mendes-Giannini
& Camargo, 1984; Brummer & Castaneda, 1993;
Conti Diaz, 2010).

En 1972, Restrepo utiliz6 la inmunofluo-
rescencia indirecta como técnica de diagnostico,
con una especificidad del 9o % y una sensibilidad
del 65 % (Restrepo, 1972).

La prueba de aglutinacion en latex ha sido
descrita para el serodiagnostico de la paracocci-
dioidomicosis, demostrando, en las pruebas a
campo, valores de 61-69,5 % de sensibilidad
(Brummer & Castaneda, 1993). La aglutinacion en
latex demostr6 una sensibilidad del 73 % y una
especificidad del 79 % sin previo tratamiento de la
muestra. Sin embargo, en las muestras pretratadas
con buffer (2,05 % glucosa, 0,8 % citrato trisodi-
co, 0,42 % sodio clorhidrico, 0,1 % Tween® 20 en
agua, pH 6,4), en una dilucién 50:50 e incubadas
durante 30 minutos a 37 °C, se produjo un incre-
mento de la especificidad y de la sensibilidad de la
prueba hasta un 9o % (Silveira-Gomes, 2012).

El Western blot (WB) es una de las
pruebas mas sensibles y especificas para detectar
respuesta humoral mediada por anticuerpos anti-
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gp43 especificos de paracoccidioidomicosis en
caninos (Canteros et al., 2010). En un estudio se
demostr6 que la técnica de WB en humanos es méas
sensible y rapida que la inmunodifusién doble en
gel (Perenha-Viana & Gonzales, 2012).

En un estudio realizado mediante la prue-
ba de ELISA y la intradermorreaccién con el anti-
geno gp43 de P. brasiliensis, se observo que el
80,5 % de los perros de zonas rurales presentaron
anticuerpos anti gp43, y que ese resultado fue
estadisticamente significativo al compararlo con el
53,6 % de los perros serorreactivos de zonas urba-
nas (Fontana et al., 2010).

En Brasil se realiz6 un estudio en perros
para detectar anticuerpos especificos contra la
glicoproteina gp43 de P. brasiliensis mediante el
uso de ELISA e inmunodifusiéon. Se encontrdé un
54,8 % de positividad con la prueba de ELISA, in-
distintamente del sexo, mientras que, cuando las
muestras se evaluaron mediante inmunodifusién,
se observd un 52,7 % y 57,6 % de positividad al
antigeno purificado de la gp43 en machos y hem-
bras, respectivamente (Corte et al., 2012).

En una evaluaci6n realizada en gatos en
Brasil, mediante el uso de la prueba de ELISA
indirecta, la serorreactividad fue del 31,6 %; sin
embargo, no se detectaron animales serorreactivos
mediante inmunodifusién (Oliveira et al., 2013).

En la tltima década se han sumado nuevas
técnicas, como la detecciéon rapida del genoma y la
microscopia de alta resolucién con rayos laser
(Conti Diaz, 2010).

Tratamiento

El itraconazol, administrado durante 6 a
18 meses, es el tratamiento de elecciéon para la
forma leve a moderada de la enfermedad. Este
antimicotico es un azol de tercera generacion que
actta sobre el citocromo P450 y depende de la 1,4-
a-demetilasa para prevenir la conversion de lanos-
terol a ergosterol en la membrana del hongo (de
Farias et al., 2011).

Se recomienda una dosis de ataque de 5
mg/kg/v.o. cada 12 h durante los primeros 3 a 5
dias de tratamiento. En perros, la dosis es de 5 mg/
kg/v.o. cada 24 h, durante los primeros 2 a 3
meses o hasta que desaparezcan los signos de la
enfermedad activa. Los gatos pueden requerir 5
mg/kg/v.o. cada 12 h hasta constatar la desapari-
cion de los signos (Ettinger & Feldman 2004).

Se deben realizar controles mensuales de
la concentraciéon sérica de enzimas hepéticas
mientras se administra el itraconazol. Es posible
que se produzcan incrementos leves a moderados
de la alanina transaminasa, la aspartato transami-
nasa Yy la fosfatasa alcalina, en un 50 % de los
perros y gatos tratados con itraconazol, en especial
cuando la dosis alcanza los 10 mg/kg. El trata-
miento se debe suspender si el paciente presenta
elevacion de enzimas hepéticas, anorexia, vomitos
o dolor abdominal. El tratamiento puede ser

reinstaurado con el 50 % de la dosis cuando las
enzimas hepaticas alcanzan sus valores normales.

Con respecto a la anorexia, este es uno de
los efectos colaterales usuales del farmaco y es méas
frecuente en los gatos que en los perros. Deben
suministrarse estimulantes del apetito a los gatos o
perros que lo necesiten (Morgan et al., 2004). Por
otra parte, se comprobo6 en un estudio prospectivo
de 200 pacientes tratados con itraconazol, la
elevacion de la bilirrubina total y de la y-glutamil-
transferasa en un 6,2 % y en un 32,6 %, respectiva-
mente (Levorato et al., 2017).

El itraconazol no atraviesa la barrera
hematoencefalica, hematoocular o hematoprosta-
tica, aunque alcanza concentraciones adecuadas en
la piel; por tal motivo, es uno de los mejores
farmacos para tratar la infeccién cutanea de la
enfermedad (Ettinger & Feldman, 2004; Morgan
et al., 2004).

Otro farmaco que suele utilizarse es el
ketoconazol, que debe administrarse en dosis de 5-
15 mg/kg/v.o cada 12 h tanto en perros como en
gatos, durante 3 meses. El tiempo de respuesta es
mucho menor y las recaidas son frecuentes en
comparacion con los tratamientos con el itracona-
zol. Entre los efectos indeseables del ketoconazol
se destacan la marcada hepatotoxicidad, la neuro-
toxicidad y la teratogenicidad (Morgan et al,
2004). No obstante, esto se demostrd, mediante
pruebas de sensibilidad, en las que la mayoria de
los aislamientos (73,7 %) fueron sensibles a este
farmaco (Cermefio et al., 2015).

El fluconazol es otra droga recomendada
para el tratamiento, en dosis de 2,5-5 mg/kg/v.o. o
de forma intravenosa, cada 24 horas. Este farmaco
no requiere la administracién de antiacidos y no se
ve afectado por la presencia o ausencia de alimen-
tos. Se excreta por via urinaria, es hidrofilico y
atraviesa bien las barreras hematoencefalica, he-
matoocular y hematoprostatica (Ettinger & Feld-
man, 2004). El uso de anfotericina B por via
intravenosa es de elecci6on para el tratamiento de
las formas sistémicas o graves.

Otra droga de eleccion es la trimetroprima
en asociacion con sulfametoxazol. La duracion del
tratamiento varia segin la severidad del caso (12-
24 meses) (Ettinger & Feldman, 2004).

En los dltimos afios, los investigadores
hicieron foco en el desarrollo de vacunas de diver-
sos tipos para la prevencion de la enfermedad. La
inhibicién de la inmunidad Th-2 o la estimulaciéon
de las citoquinas Th-1 incrementan la eficacia del
tratamiento (Travassos & Taborda, 2012).

Por otra parte, la proteina gp43, el
principal antigeno estudiado de P. brasiliensis,
estimula al IFN-y dependiente de Th-1, responsa-
ble de generar proteccién intratraqueal frente a las
levaduras virulentas de P. brasiliensis. Los epito-
pes de T-CD4+ fueron atribuidos a P10, un péptido
interno de gp43 (Travassos & Taborda, 2012).

Pio ha sido validado como antigeno
protector luego de desarrollar distintos protocolos,
con distintos adyuvantes y combinacion de
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Figura 3. Algoritmo de diagnostico de la paracoccidioidomicosis.

tratamientos en modelos animales (ratones Balb/c
y B10.A). El rol protector de Pio frente a la
infecciébn experimental se presenta como una
potencial alternativa para alcanzar la inmuniza-
cion de individuos vulnerables a la infeccion
(Travassos & Taborda, 2012).

En otro trabajo, se utiliz6 la inoculacion de
DNA-hsp65 intramuscular en ratones Balb/c, que
indujo un aumento de los niveles de citoquinas
Thi. Asi, se logré una reducciéon de la carga
fangica, ademas de una marcada reducciéon del
grado de fibrosis. En ese estudio, se sugirié que el
DNA-hsp65 seria un importante aliado en la
prevencion y terapia de esta micosis (Ribeiro et al.,
20009).

Aflos més tarde, Ribeiro et al. utilizaron
liposomas para la distribuciéon del DNA-hsp65 en
el organismo y para tratar la infeccién fingica pul-
monar. La formulacién moderé la respuesta inmu-
ne protectora y produjo reduccién de la carga
fingica. Una ventaja importante de este ensayo fue
que la administraciéon de la formulacion se realizd
via intranasal, aceptada més facilmente por los
ratones en estudio (Ribeiro et al., 2013).

Algoritmo de diagndsico

En la figura 3 se muestra un algoritmo

simple para arribar al diagndstico de la paracocci-
dioidomicosis. Es recomendable que se obtengan
resultados positivos de tres o mas pruebas para
confirmar el diagnoéstico.

Discusion y conclusiones

Las técnicas de diagnostico basadas en la
glicoproteina de 43 kDa han demostrado su
utilidad para la identificaciéon de Paracoccidioides
brasiliensis, S1 y PS2. Sin embargo, en el caso de
P. lutzii se han observado falsos negativos, por lo
cual es recomendable emplear mas de un antigeno
para detectar paracoccidioidomicosis, debido a que
esta enfermedad es causada por un complejo de
especies (da Silva et al.,, 2016; Machado et al.,
2013).

Aunque en caninos los signos cutaneos
solo se presentan en un 30-50 % de los casos,
recientemente en Brasil se describié un caso de
paracoccidioidomicosis en una perra Labrador con
linfadenitis y lesiones cutineas. En este caso se
emplearon técnicas serologicas, citologicas y
moleculares (Headley et al., 2017).

Se deben obtener resultados positivos en,
al menos, tres pruebas diferentes para un correcto
diagnostico, ya que existen pruebas que presentan
falsos positivos por reaccion cruzada con otras
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micosis, entre las que se pueden mencionar la
histoplasmosis o la aspergilosis (da Silva et al.,
2016).

Se necesitan mas investigaciones para
comprender el papel de los perros en el ciclo
epidemiologico de P. brasiliensis, o determinar si
simplemente se trata de un hospedador accidental
(Headley et al., 2017), ya que los casos diagnosti-
cados en perros y gatos son escasos.

La disponibilidad de varias técnicas diag-
nosticas favorecera la realizacion de investigacio-
nes en animales para conocer mejor la ecologia y la
biogeografia de la enfermedad. De esta manera se
podra evaluar adecuadamente el riesgo para las
personas y, sobre esta base, implementar estrate-
gias de prevencion y control (Arantes et al., 2013;
De Sousa et al., 2016; Macalup, 2014).

Las manifestaciones clinicas en caninos y
felinos son inespecificas. Una correcta anamnesis y
el empleo de las pruebas diagnosticas disponibles
son herramientas que permiten instaurar pronta-
mente el tratamiento, lo que podra evitar la forma
diseminada de esta micosis con sus graves
consecuencias.
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Mielotoxicidad inducida por estrogenos de origen
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Ovarian oestrogen-induced myelotoxicity and vulvar leiomyosarcoma in
a bitch. Case report
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Resumen

Las elevadas concentraciones sanguineas de estrogenos resultan toxicas para la médula oOsea,
contribuyendo al desarrollo de hipoplasia medular severa. En estados cronicos, esta puede ser
irreversible. Los estrogenos influyen en el desarrollo de tumores del musculo liso en ttero, vagina y vulva.
Los sarcomas primarios representan solamente el 1-3 % de las neoplasias malignas vulvares en perras; el
leiomiosarcoma es el mas comin. En este trabajo se describe un caso de mielotoxicidad inducida por
estrogenos de origen ovarico y un leiomiosarcoma vulvar en una perra pit bull de 7 afios. El animal
presentaba hiporexia, depresion, dificultad para desplazarse, disnea, dolor a la palpacion en la region
inguinal, disuria, edema vulvar, alopecia simétrica bilateral, agrandamiento de glandulas mamarias y
ciclos reproductivos anormales, asi como una masa localizada en el labio vulvar izquierdo. Mediante
estudios de laboratorio se demostr6 pancitopenia severa asociada a mielotoxicidad y una concentraciéon
de 17B-estradiol sérico de 185,6 pg/ml. Mediante el examen citologico de la médula 6sea se determind
hipoplasia medular. Se realizaron escisién quirdrgica de la masa tumoral y ooforosalpingectomia, encon-
trandose un quiste folicular en el ovario derecho. Se realizaron estudios histopatologicos e inmuno-
histoquimicos y se formul6 un diagnostico definitivo de mielotoxicidad inducida por estrégenos y
leiomiosarcoma vulvar.

Palabras clave
anemia, estrogenos, leiomiosarcoma vulvar, inmunohistoquimica

Abstract

High blood oestrogen concentration leads to bone marrow toxicity contributing to the development of
severe and sometimes irreversible bone marrow hypoplasia. Oestrogens also play a role in the
development of smooth muscle tumors in the uterus, vagina and vulva. Primary sarcomas represent only
1-3 % of malignant vulvar neoplasms in dogs, with leiomyosarcoma being the most common. This report
describes a case of myelotoxicity and vulvar leiomyosarcoma due to ovarian hyperoestrogenism in a 7-
year-old pit bull. The patient came to the clinic presenting hyporexia, depression, difficulty to move,
dyspnea, pain upon inguinal palpation, dysuria, vulvar edema, bilateral symmetric alopecia, growth of
mammary glands and abnormal reproductive cycles, as well as a mass located in the left vulvar lip.
Laboratory studies showed severe pancytopenia associated with myelotoxicity and a serum 17f3-oestradiol
concentration of 185.6 pg/ml. Hypoplasia was found in the bone marrow aspirate. Surgical excision of the
mass was carried out together with oophorosalpingectomy, and a follicular cyst was found in the right
ovary. Histopathological and immunohistochemical studies were carried out and a definitive diagnosis of
oestrogen-induced myelotoxicity and vulvar leiomyosarcoma was made.
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Introduccion

Los estrégenos son compuestos esteroides
sintetizados principalmente en los ovarios, corteza
adrenal y, en menor cantidad, en higado, mtsculos
y tejido adiposo (Sontas et al., 2009). Los
estrogenos son esenciales para el crecimiento, la
formacioén de caracteristicas sexuales secunda-rias,
tales como el desarrollo de glandulas mama-rias,
los cambios conformacionales, el comporta-miento
y el mantenimiento del ciclo estral; durante el
estro y proestro existe mayor concentracion de
estrogenos séricos (Almeida et al, 2017). Los
estrogenos reducen la hematopoyesis por toxicidad
directa sobre las células progenitoras y alteran el
microambiente estromal disminuyendo los facto-
res de crecimiento e inhibiendo la capacidad de
proliferacion sobre la médula 6sea (Sanpera et al.,
2002; Weiss & Wardrop, 2010). En las primeras
fases de este proceso se observa hiperplasia granu-
locitica con leucocitosis, neutrofilia y desviaciéon a
la izquierda, trombocitopenia y anemia. En etapas
avanzadas, se detecta una pancitopenia moderada
a severa con hipoplasia o aplasia medular (Ishii &
Young, 2015). Algunas pacientes se recuperan una
vez eliminado el agente causal. En estadios croni-
cos se desarrolla una aplasia medular irreversible
con anemia, hipoxemia sistémica, hemorragias
masivas e infecciones bacterianas secundarias. To-
do esto conduce a un cuadro de shock séptico
(Reagan et al., 2011). El incremento de estrégenos
puede favorecer el desarrollo de neoplasias de
musculo liso en cualquier sitio del tracto
reproductor (D’ Angelo & Prat, 2009; Puie, 2017).

El leiomiosarcoma es una neoplasia
mesenquimatica maligna de tejidos blandos. En
medicina humana representa aproximadamente el
1-3 % de todos los tumores vulvares malignos
(Avila et al., 2001; Suh, 2008). En perras, los
tumores uterinos y vulvares representan el 0,4 %
de todas las neoplasias; entre ellos, el 10 % son
leiomiosarcomas (Serin et al., 2010). En mujeres,
estas neoplasias se localizan principalmente en los
labios mayores, pero también se han reportado en
clitoris y labios menores (Teramae et al., 2014); en
perras las paredes vaginales y vestibulares son las
mas afectadas, mientras que el clitoris y los labios
vulvares son las zonas menos involucradas
(Ranieri et al., 2018).

Existen escasas comunicaciones acerca de
este tumor en animales domésticos, por lo que no
se ha establecido la prevalencia segin edad ni raza
(Manothaludum et al., 1991; Ranieri et al., 2018;
Sontas, 2009). Debido a su rareza, tanto en medi-
cina humana como en veterinaria, los protocolos
de tratamiento no se encuentran disponibles. Por
lo tanto, la escision con bordes quirdrgicos am-
plios es el tratamiento recomendado (Behranwala
et al., 2004; Cobanoglu et al., 1996; Moravek et
al., 2015; Teramae et al., 2014).

El objetivo de esta comunicacion es
describir un caso de mielotoxicidad por hiperestro-

genismo ovarico y un leiomiosarcoma vulvar en
una perra.

Presentacion del caso

Se present6 a la consulta una perra pit
bull, de 7 afios, no castrada, con antecedentes de
hiporexia, depresion, dificultad para desplazarse,
disnea, ninfomania y secreciéon vaginal serosangui-
nolenta de tres semanas de duracion. Durante el
examen clinico se observaron las mucosas palidas,
alopecia simétrica bilateral con marcada hiperpig-
mentacion cutdnea en la region inguinal, agranda-
miento de las glandulas mamarias, abdomen
distendido con dolor a la palpacién, disuria, des-
carga vulvar sanguinolenta y hemorragias pete-
quiales y equimoticas en el abdomen y dorso. En el
labio vulvar izquierdo se apreci6 una masa bien
delimitada, de 25 cm de didmetro, ulcerada y firme
al tacto. Se obtuvieron muestras de sangre para
hemograma y quimica sanguinea y de orina para
uriandlisis, asi como una radiografia latero-lateral
de la lesion.

Tabla 1. Hemograma

Analito Resultado Rango de referencia Unidades
Hematocrito 0,19 0,37-0,55 v
Hemoglobina 54 120-180 g/l
Eritrocitos 3,1 5,5-8,5 x1012/1
Volumen globular medio 61,2 60-77 fl
Concentracion globular media de 2842 320-360 gl
hemoglobina

Reticulocitos 0 <60 x109/1
Plaquetas 105 200-900 x109%/1
Sélidos totales 55 60-75 gl
Leucocitos 33 6,0-17,0 x109/1
Neutréfilos 23 3,0-11,1 x10%1
Neutréfilos en banda 0 0-0,3 x10%1
Linfocitos 0,6 1,0-4,8 x10%1
Monocitos 0,3 0,1-1,4 x10%/1
Eosinéfilos 0,1 0,1-0,9 x10%1
Basofilos 0 0-0,2 x10%1
Tiempo de protrombina 8 6-12 s
Tiempo de trombina 5 3-8 3
Tiempo de tromboplastina parcial 14 11-17 s

activada

El hemograma revel6 anemia normocitica
hipocrémica no regenerativa severa, que se asocio
con dafio medular y hemorragia, leucopenia por
neutropenia, linfopenia y trombocitopenia atribui-
das a hipoplasia medular (Tabla 1). Los hallazgos
en las determinaciones bioquimicas incluyeron
hiperbilirrubinemia e incremento de fosfatasa
alcalina (relacionadas con colestasis), hipoprotei-
nemia por albuminemia e hipoglucemia (que se
asociaron con la hiporexia), incremento de alanina
aminotransferasa y aspartato aminotransferasa
debido a degeneraci6on hepatocelular, e hiperazote-
mia por compromiso renal (Tabla 2). En las
pruebas de coagulacién el tiempo de protrombina,
trombina y el tiempo de tromboplastina parcial
activada fueron normales. En la placa radiografica
se observd una masa radiopaca, bien delimitada
con densidad homogénea (Figura 1).
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Tabla 2. Bioquimica sanguinea

Analito Resultado Rango de referencia Unidad
Proteinas totales 55:2 56.6-T4 8 gl
Albumina 247 29-40 gl
Globulinas 30.5 24.39 gl
Relacion A'G 0.80 0.78-146

Glucosa 2.03 3.3-6.8 mmol/l
Urea 14.2 2,1-79 mmol/l
Creatinina 1694 60-126 nmoll
Bilirrubina total 8.2 <52 numoll
Bilirrubina directa 3.1 <10 umoll
Bilirrubina indirecta 5.1 <50 pmoll
Alanina aminotransferasa 1138 4-70 um
Aspartato aminotransferasa 84,2 12-55 U
Fosfatasa alcalina 2047 6-189 U

Creatina cinasa 102.8 17-213 Ul

Sobre la base de los resultados de
laboratorio se realiz6 aspirado de médula 6sea en
la cresta iliaca derecha. Los extendidos fueron
fijados y tefiidos con la técnica de Wright,
observandose marcada disminucién de las lineas
eritrocitica, mielocitica y linfocitica confirmando el
diagnostico de hipoplasia medular (Figura 2). Se
tomaron varias muestras por aspirado de la masa
vulvar con aguja delgada, las que fueron fijadas en
alcohol 96° y tefiidas mediante la técnica de
Papanicolaou. Se apreci6é un fondo de aspecto pro-
teindceo con abundantes eritrocitos y numerosas
células fusiformes neoplasicas dispuestas en forma
aislada o en grupos. Estas presentaban bordes
celulares parcialmente definidos, citoplasma pali-
do y nucleo central y oval de extremos romos, de
cromatina fina granular, con uno o dos nucléolos
evidentes. Se apreciaron moderada anisocitosis,
anisocariosis y cariomegalia, incremento de la
relaciéon ntucleo-citoplasma y pleomorfismo celular
(Figura 3).

Figura 1. Masa vulvar, bien delimitada, radioltcida, con
densidad homogénea. Proyeccion latero-lateral.

El valor sérico del 17B-estradiol fue de
185,6 pg/ml (rango de referencia 50-80 pg/ml).
Sobre la base de la historia clinica, la evaluacion
fisica y los resultados de laboratorio se confirmo6
una mielotoxicidad inducida por estrogenos.

Se realiz6 la escision total de la masa
tumoral con vulvectomia radical y bordes quirtr-
gicos amplios (Figura 4), y ooforosalpingectomia,
constatandose un quiste folicular de 6,5 cm de
didmetro en el ovario derecho. En las muestras de
la masa tumoral, procesadas mediante técnicas de
rutina, se observo un tejido de neoformacion bien
delimitado, encapsulado, compuesto por numero-
sas células mesenquimaticas neoplasicas dispues-
tas en haces cortos entrelazados o en patrén verti-
cilar, delimitadas y sostenidas por un fino estroma
fibrovascular. En algunas zonas se apreciaron
extensas areas de necrosis coagulativa y hemorra-
gias. Se contaron 19 figuras mitéticas en 10 cam-
pos aleatorios con el objetivo de 40x. Se realizo
inmunocitoquimica indirecta mediante la técnica
de estreptoavidina-biotina-peroxidasa. Las mues-
tras resultaron positivas para vimentina, desmina
y actina de mfusculo liso. Los resultados fueron
negativos para factor VIII y mioglobina. Se
formul6 el diagndstico definitivo de leiomiosar-
coma vulvar (Figura 5).
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Figura 2. (A). Marcada disminuciéon del hematocrito -anemia
severa- (0,19 Hto) (B). Aspirado de médula 6sea en la que se
aprecia marcada disminucion de las lineas eritrocitica (flecha) y
mielocitica (puntas de flecha). Wright. Barra = 80 pm.

Figura 3. Grupos de células fusiformes con bordes parcialmente
definidos (flechas), ntcleo central oval con cromatina
finamente granular y nucléolo prominente (puntas de flecha).
Técnica de Papanicolaou. Barra = 20 um.
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Figura 4. Escision quirtrgica de la masa, encapsulada y de
superficie multinodular con bordes quirtrgicos amplios.

Luego de la cirugia, se instaur6 un tratamiento con
doxiciclina con dosis de 10 mg/kg cada 24 horas,
por via oral, durante 10 dias. También se practico
una transfusion sanguinea a fin de restaurar los
valores de eritrocitos y plaquetas. Previamente se
realizaron pruebas cruzadas de compatibilidad con
un perro donante clinicamente sano. Tres semanas
después de la cirugia se tomaron muestras
sanguineas para hemograma y quimica sanguinea,
en las cuales se observo ligera leucopenia por
neutropenia y un valor de 17B-estradiol sérico de

65 pg/ml. Seis meses después, cuando se evalud a
la paciente, no presentaba ninguna alteracion
hematoldgica ni evidencia de recurrencia tumoral
(Figura 6).

Discusion

La mielotoxicidad inducida por estréogenos
genera un dafio directo en las células precursoras
hematopoyéticas de la médula 6sea, induciendo un
aumento transitorio en la granulopoyesis. En el
hemograma se observan leucocitosis por neutro-
filia y anemia normocitica normocrémica no
regenerativa asociadas a hipoplasia medular, la
que provoca pancitopenia de moderada a grave.
Las petequias, la secrecion serosanguinolenta y el
edema vulvar observados en la paciente sugieren
un efecto estrogénico (Pineda et al., 2008; Reagan
et al., 2011; Ishii & Young, 2015). En casos de
exposicion cronica, la pancitopenia puede persis-
tir, a pesar de la eliminacion de la fuente de estro6-
genos, siendo irreversible (Weiss et al., 2010;
Almeida et al., 2017). Las pacientes son suscep-
tibles a infecciones bacterianas debido a la
neutropenia, trombocitopenia y anemia, por lo que
se requieren un esquema de tratamiento con
antibioterapia de amplio espectro y la restauracion
del volumen sanguineo circulante. La sensibilidad
de la médula 6sea a los efectos mielotoxicos de los

Figura 5. Aspecto microscopico e inmunotipificacién del tumor. (A). Células neoplésicas en un patron verticilar formando haces. HE.
(B). Células fusiformes con bordes poco definidos y cromatina finamente granular. HE. (C). Actina de musculo liso, positividad en
citoplasma (flecha). THQ. (D). Vimentina, positividad en citoplasma (flecha). IHQ (E). Mioglobina, IHQ. (F). Desmina. IHQ. Barra =

(A) 160 um; (B-F) 80 um.
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estrogenos depende de muchos factores, incluyen-
do la edad, la condici6n fisica y el estado de
nutricion del paciente. Los gatos presentan una
fuerte resistencia a la toxicidad de estrégenos,
mientras que los perros son muy sensibles (Sontas
etal., 2000).

Figura 6. Evaluaciéon posoperatoria a 6 meses, sin recidiva
tumoral.

El leiomiosarcoma vulvar es una neoplasia
poco frecuente en animales domésticos, es de
comportamiento localmente infiltrativo a tejidos
blandos adyacentes y se origina de células mesen-
quimaticas con diferenciaciéon muscular lisa (Tera-
mae et al., 2014). Entre los principales diagnos-
ticos diferenciales que se deben considerar se
encuentran el rabdomiosarcoma, el fibrosarcoma,
el fibroma, el fibrohistiocitoma, el hemangiosar-
coma, el mixosarcoma, el liposarcoma e inclusive
los quistes de las glandulas vestibulares mayores
(en humanos) (Korkmaz et al., 2016; Manotha-
ludum, 1991). La inmunotipificacion se ha
convertido en una técnica complementaria del
diagnostico morfopatologico de tumores y cada vez
ha cobrado mayor importancia en medicina
veterinaria. Su implementacion tiene valor diag-
noéstico, prondstico y de orientaciéon terapéutica
(Ramos-Vara, 2005). D'Angelo & Prat, (2009)
comunican que desde el punto de vista inmunoci-
toquimico, los leiomiosarcomas muestran reacci6on
positiva para la actina de musculo liso (SMA),
desmina y vimentina, tal como ocurri6 en este
caso, y negativa para la proteina S100, mioglobina,
FVIII y CD34 (Dennis et al., 2011).

El 85 % de los tumores de musculo liso de
los sistemas urinario y reproductor en caninos se
localiza en el utero. Estos tumores son, en su
mayor parte, benignos (leiomiomas) y estan aso-
ciados con un desequilibrio hormonal (Cobanoglu
et al., 1996). Los leiomiosarcomas, ademas de en el
atero, han sido hallados en la vagina, uretra y, rara
vez, en ovarios, ligamento tterosacro, retroperito-
neo y vulva, tanto en mujeres como en perras
(Avila et al., 2001; Ranieri et al., 2018; Suh &
Park, 2008). En este caso el tumor se localiz6 en el
labio vulvar izquierdo, un sitio poco frecuente. El
incremento de estrégenos de origen ovarico produ-

jo alopecia; también se observo el agrandamiento
de las glandulas mamarias y cambios de comporta-
miento como ninfomania. La alta concentracién de
estrogenos circulantes causé toxicidad en las
células hematopoyéticas originando pancitope-
nia.

Los escasos reportes registrados acerca del
leiomiosarcoma vulvar indican que suele localizar-
se en los labios mayores, que es un tumor nico,
redondeado, bien delimitado y encapsulado, como
se observd en este caso. La causa no estd
establecida; sin embargo, Teramae et al. (2014)
informan que el leiomiosarcoma aparece durante
la etapa reproductiva; en este caso se sugiere la
participacion del incremento de estrogenos de
origen ovarico como factor predisponente en el
desarrollo del leiomiosarcoma (Meuten, 2016,
Teramae et al., 2014). Dennis et al. (2011) descri-
ben varios factores predictivos y prondsticos entre
los cuales incluyen el grado histoldgico, el tamafio
del tumor, su localizacién, la invasion a tejidos
adyacentes y el indice mitotico, éste tltimo es un
factor prondstico y diagnodstico; un alto indice
mitotico se asocia con recurrencia, metéstasis y
reduccion en el tiempo de sobrevida.

Sanpera et al. (2002), en la descripcion de
un caso, concluyen que la interrupcion en la
produccién de estréogenos o de progesterona de
origen ovarico por agonistas de GnRH resulta en la
reducciéon del tamafio del tumor. Sin embargo, el
tratamiento establecido es la escicion quirtirgica
del tumor con bordes quirtrgicos amplios.

Conclusiones

El leiomiosarcoma vulvar debe ser consi-
derado entre los diagnosticos diferenciales frente a
una masa vulvar en una perra. En casos de anemia
concomitante se recomienda la medicion de la
concentraciéon de estradiol. El diagndstico defini-
tivo del tumor se basa en sus caracteristicas
morfolbgicas y el factor prondstico mas relevante
es el grado de diferenciacion del tumor. La
incorporacion de la inmunohistoquimica en el
diagnostico de tumores vulvares ha sido til para
facilitar el diagnostico asertivo.
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Politica editorial y generalidades

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

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

Idiomas

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

Originalidad

La informacion contenida en el trabajo debe
ser original (no publicada). No podra estar en
proceso de evaluacién en méas de una revista u otro
medio de comunicaciéon. El plagio (igual o muy
similar informacion publicada con otra autoria en
otro medio) y la publicacién duplicada (informaciéon
ya publicada por cualquier remitente) se consideran
faltas éticas graves, que invalidan su publicaci6on en
ANALECTA VETERINARIA.

Normas de ética

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

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

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

Tipos de trabajos para publicacion

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

Instrucciones para la preparacion del
trabajo

Caracteristicas generales

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

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

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

Original para publicacion (generali-
dades)

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

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

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

1- Documento principal

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

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

1.2. Otras caracteristicas comunes a todo
tipo de trabajos

1.2.1. Primera pagina

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Ejemplo de primera pagina

Titulo completo en el idioma del
trabajo

Titulo en el segundo idioma

Conte Heckel, Luna Mariana!; Dominguez
1 1née l,2,https://orcid.org/0000-0002- - .
Tahlel, Glnes ,2,https://orcid.org XXXX: xxxx,

Margueles, Paula’; Belgrano Kaspar, Julian?;
Irustar, Alfredo Nain!*

1. Catedra, Departamento, Facultad, Universi-
dad, Argentina. 2. Laboratorio, Consejo Nacio-
nal de Investigaciones Cientificas y Técnicas
(CONICET), Facultad, Universidad. Argentina.
3. Profesional independiente. Berazategui, Ar-
gentina; 4. Laboratorio, Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA).

*Correo electronico del autor de contacto:
ian@mail.edu

Titulo abreviado

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

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

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

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

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

1.2.3. Paginas sucesivas

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

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

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

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

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

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

Ejemplo:

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

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

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

Formato de las citas en el texto

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

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

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

Los autores también podrian haber elegido
expresar:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Articulos en publicaciones periédicas

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

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

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

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

Libros

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

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

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

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

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

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

Restimenes de presentaciones en reuniones cienti-

ficas

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

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

Tesis de maestria o doctorado y trabajos finales de
especializacion

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

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

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

Libros electrénicos de acceso libre en internet

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

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

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

Pagina web/Website

AAutores/as. Afio de publicacion. Titulo de
la pagina. [En linea] Disponible en: (URL).
[Consultado (fecha de consulta)].

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

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

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

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

1.3. Caracteristicas particulares de cada
trabajo

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

- Trabajos de investigacion. Son informes
completos de investigaciones originales o de meta
andlisis. Constan de los siguientes apartados (4):
Introduccion, Materiales y métodos, Resultados, y
Discusion y conclusiones.

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

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

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

- Descripciones de casos: Consisten en la
descripcion de casos con aspectos inusuales que pro-
vean informacion significativa y original. Este con-
cepto incluye la presentacion o progreso poco habi-
tual de una enfermedad, efectos colaterales o adver-
sos no informados durante tratamientos o planes de
vacunacién, entre otros. Constan de Introduccion,
Presentacion del caso (con los subtitulos que
requiera el tipo de caso), y Discusion y conclusiones.
Debera incluir hallazgos relevantes, tanto positivos
como negativos, que surjan de los exadmenes
realizados, la interpretacion de los resultados y su
discusion con referencias a los articulos citados. Si
se trata de un solo caso, la historia clinica sera
completa, si son varios, sb6lo se consignaran los
datos més relevantes de cada uno. Tendran como
maximo 15 referencias bibliograficas.

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

- Resiimenes de presentaciones en reuniones
cientificas: El envio estard a cargo de los/las
organizadores/as de reuniones cientificas ocurridas
en el ambito de la Universidad Nacional de La Plata,
previo acuerdo con el Consejo Editorial de la revista.
Dichos restimenes se publicaran en un Suplemento.
Para establecer el formato de los resimenes de
presentaciones en reuniones cientificas, se invita a
quienes organicen tales reuniones a ponerse en
contacto para conocer los aspectos formales requeri
dos, a través del COITEO electrénico
(analecta@fcv.unlp.edu.ar).

2. Otros archivos
2.1 Figuras

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

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

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

2.2 Tablas

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

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

2.3 Material complementario

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

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

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

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

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

Se consignaran el idioma del envio y la
seccion a la que corresponde y se leeran, cumpliran
y tildaran los REQUISITOS DE ENVIO. Entre ellos,
se establece la obligatoriedad de acompaiiar el envio
con una breve nota de presentacién en la caja
“Comentarios para el editor/a” en la que se men-
ciona el interés que reviste su publicacion. En la
nota de presentacion es bienvenida la inclusion de
nombres de evaluadores/as potenciales, que en

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

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

Revision

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

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

-estructura gramatical del idioma del idioma de
trabajo

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

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

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

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

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

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