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Equipo técnico

Revision del idioma inglés: PhD. Magdalena Rambeaud
Maquetacién: Dr. Enrique L. Portiansky
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Etimologia: latin moderno analecta, del griego
analekta, plural neutro de analektos, verbo de
analegein recolectar, de ana- + legein reunir:
selecciéon miscelanea de pasajes escritos, cartas.
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Nota editorial 1@

Un paso mas, adelante

ANALECTA VETERINARIA se renueva con cada volumen, logrando, de esta manera, mayor visibilidad entre
sus lectores habituales y los que dia a dia se van sumando. Nuevos integrantes se avienen a colaborar en
el proceso editorial por la simple razon de devolver a la Facultad de Ciencias Veterinaria de la
Universidad Nacional de La Plata todo lo que la institucién les brind6 en sus pasos por las aulas o los
laboratorios.

En los tltimos volimenes de la revista hemos recibido casi el 100% de trabajos con autores provenientes
de instituciones ajenas a nuestra Universidad. Esto nos llena de orgullo, ya que significa que la revista
trasciende las fronteras locales y hasta llega a paises latinoamericanos cuyos autores nos aportan sus
conocimientos y experiencias.

Un nuevo logro se alcanzd, recientemente, con el reconocimiento de la versiéon en linea de ANALECTA
VETERINARIA por parte de Latindex (Sistema Regional de Informacién en Linea para Revistas Cientificas
de América Latina, el Caribe, Espana y Portugal) (https://www.latindex.org/), que es un sistema de
informacion académica, sin fines de lucro y de consulta gratuita, especializado en revistas académicas
editadas en Iberoamérica. Esto le permitira llegar a nuestra revista hasta otras instituciones
latinoamericanas y, probablemente, a través de estas, a aquellos paises que atn no la conocen. De la
misma manera, ANALECTA VETERINARIA ha sido aceptada, luego de una evaluacién por pares, para integrar
la base de datos EuroPub (http://europub.co.uk/), que cubre literatura académica e indiza articulos de
revistas de todo el mundo. Su principal objetivo es aumentar la visibilidad de las revistas académicas de
acceso abierto, promoviendo asi su mayor uso e impacto.

Consejo Editorial
ANALECTA VETERINARIA

ANALECTA VET 2019; Enero-Junio; 39(1):1
Impresa ISSN 03655 14-8 Electronica ISSN 1514-2590
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Trabajos de investigacion 1@

Seroprevalencia de paratuberculosis bovina mediante la
prueba de ELISA urea en rodeos de cria y de leche con
sospecha de la enfermedad, localizados en la provincia

de Buenos Aires, Argentina

Seroprevalence of bovine paratuberculosis with the urea ELISA test in
suspicious breeding and milk herds from Buenos Aires province, Argentina

ALVARADO PINEDO Maria FiorELLA ® **, DI PAOLO LEANDRO ADRIANY2, SOSA PEDRO
SEBASTIAN', ROMERO MacaLi ANprea © 1, PERALTA Luis Maria!l, COSTA ENRIQUE FELIX?,
TRAVERIA GasrieL Epuarpo @ 1

1. Centro de Diagnostico e Investigaciones Veterinarias (CEDIVE), 2. Catedra de Patologia
Médica; Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata, Argentina.
* Correo electronico de la autora de contacto: falvarado@fcv.unlp.edu.ar

Resumen

Se presentan los resultados obtenidos en 17.747 sueros analizados para el diagndstico serolégico de paratuberculosis
bovina, provenientes de 85 rodeos de cria y 5 de leche, ubicados en 14 partidos de la provincia de Buenos Aires. La
prueba de ELISA permite diagnosticar esta enfermedad en estadio subclinico, y la incorporacién de urea mejora la
eficiencia para detectar los anticuerpos especificos contra el Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP).
Se estim6 la seroprevalencia sobre la base de los resultados obtenidos de animales caracterizados como positivos y
sospechosos en la prueba de ELISA urea. Se observo una seroprevalencia individual del 5,5 % en los rodeos de cria y
del 13,6 % en los rodeos lecheros, siendo la seroprevalencia predial del 78,8 %. De 425 muestras de heces cultivadas
se aislo MAP en el 67,6 % de los animales positivos, del 52,7 % de los sospechosos y del 7 % de los negativos por la
prueba de ELISA urea. Mediante estadistica bayesiana, el valor predictivo positivo de esta prueba fue de 0,61 y el
valor predictivo negativo de 0,93. Nuestros resultados aportan informacioén actualizada sobre la estimacién de la
seroprevalencia regional de paratuberculosis bovina, la cual es elevada, y confirma la utilidad de la prueba de ELISA
urea, desarrollada localmente, en el diagnostico y control de la enfermedad.

Palabras clave
Rumiantes, enfermedad de Johne, diagnéstico, ELISA urea

Abstract

The results of 17.747 bovine serum samples belonging to 85 beef herds and 5 dairy herds from 14 localities of Buenos
Aires province are presented. ELISA is the diagnostic test of choice in cattle with subclinical paratuberculosis, and
addition of urea in this assay improves the efficiency to detect antibodies against Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP). Seroprevalence was estimated based on positive and suspicious sera to urea ELISA.
Individual seroprevalence for beef and dairy herds was 5.5 % and 13.6 %, respectively, with an overall herd
seroprevalence of 78.8 %. In addition, 425 fecal samples were analyzed by microbiological culture. Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis was isolated in 67.6 % of positive, 52.7 % of suspicious and 7 % of negative urea
ELISA animals. The positive predictive value of urea ELISA was 0.61, and the negative predictive value was 0.93
using Bayesian statistics. These results are an update to the estimated regional paratuberculosis seroprevalence and
confirm the usefulness of urea ELISA in the diagnosis and control of paratuberculosis in cattle.

Key words

Ruminants, Johne's disease, diagnosis, urea ELISA
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Alvarado Pinedo et al.

Introduccion

La paratuberculosis (PTB) es una enfer-
medad infecciosa cronica de los rumiantes,
caracterizada por causar una ileocolitis granulo-
matosa difusa con compromiso de los linfonodos y
vasos linfaticos asociados al ileon y colon. La
infeccion con el Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP) se produce en los bovinos
jovenes via fecal-oral, por contacto directo con las
heces infectantes durante el parto o al ingerir
calostro o leche contaminados provenientes de un
animal enfermo (Chiodini et al., 1984; Clarke,
1997; Sweeney, 1996). La enfermedad presenta un
periodo de incubacion prolongado que oscila entre
2 y 8 afios, iniciAndose con estadios subclinicos
que pueden durar varios afios, hasta la presenta-
cién de signos clinicos y la eliminacién de mico-
bacterias en la materia fecal (Whitlock & Buergelt,
1996). A medida que la enfermedad progresa, los
niveles de los titulos de anticuerpos séricos au-
mentan, coincidiendo con la mayor eliminacién de
MAP (Barkema et al., 2018; Maroudam et al.,
2015). En los bovinos, los signos clinicos son: dis-
minucién de la produccion lactea, mala condiciéon
corporal y diarrea, al principio intermitente y pos-
teriormente continua, la que produce hipoprotei-
nemia con sindrome de malabsorcién proteica y
pérdida de masa muscular. El cuadro clinico, de
varios meses de duracion, lleva a la emaciacion y
muerte. La PTB bovina genera importantes pérdi-
das econémicas, tanto en los rodeos lecheros como
en los de carne (Clarke, 1997; Maroudam et al.,
2015; OIE, 2018).

En Argentina, Rosenbusch describi6 por
primera vez en los bovinos esta afecciéon en 1932,
siendo posteriormente comunicada en 1942 en los
ovinos, en 1995 en las cabras y en el 2000 en los
ciervos. Se han descrito numerosos casos clinicos
compatibles con esta enfermedad, representando
una de las principales causas infecciosas de muerte
en los bovinos adultos (Costa et al., 2004; Spéth et
al., 2012). Paolicchi et al. (2003) demostraron una
seroprevalencia de 50 % de establecimientos afec-
tados en la provincia de Buenos Aires utilizando la
prueba de ELISA. En Uruguay se ha establecido
una prevalencia predial del 70,2 % + 8,1 % (Suanes
& Rubino, 2012) y, en Brasil, también se confirmo
la presencia de MAP mediante distintas pruebas
diagndsticas (Albuquerque et al., 2017).

En nuestro pais, las medidas de control se
basan en el diagnostico y la eliminacion de los
enfermos, en conjunto con medidas de biosegu-
ridad tendientes a evitar el contacto de los bovinos
eliminadores de MAP con los terneros en sus
primeras semanas de vida (Alvarado Pinedo, 2015;
Gilardoni et al., 2012; Paolicchi et al., 2003).

Las pruebas diagnoésticas que se emplean
en la actualidad estan dirigidas a la detecci6on de
MAP de forma directa o a determinar la respuesta
inmune del hospedador. La deteccién del patdégeno
se puede efectuar a partir del cultivo bacteriologico
de muestras de materia fecal, leche, intestino,

linfonodos o bien de 6rganos con lesiones macros-
copicas. Las pruebas diagnosticas se comparan con
el cultivo bacteriolégico que es considerado la
prueba de oro o gold standard. El desarrollo de
colonias puede observarse en un tiempo no menor
a 6 semanas y hasta 6 meses (Whitlock et al,
2000). Para evidenciar la presencia de ADN de
MAP existen diversas técnicas moleculares, tales
como la PCR convencional, la PCR en tiempo real,
la multiplex PCR y las sondas de hibridacién (Ali-
novi et al.,, 2009; Timms et al.,, 2015). Estas
pruebas se pueden realizar a partir de las muestras
clinicas o de los aislamientos, siendo la mayor
limitante para su uso masivo los elevados costos.
Otra alternativa para el diagnostico es el hallazgo
de lesiones microscopicas caracteristicas de PTB,
con presencia de micobacterias libres o en el
interior de macrofagos evidenciables con la colora-
cion de Ziehl Neelsen o mediante inmunohisto-
quimica (OIE, 2018).

La respuesta inmune es, en un primer
momento, de tipo celular, siendo factible su deter-
minacién con el uso de la prueba intradérmica con
derivado proteico purificado (PPD) aviar, la prue-
ba de linfoproliferaciéon y la cuantificacion de
gamma interferéon (Alvarado Pinedo, 2015; Jun-
gersen et al.,2012; OIE, 2018). Posteriormente la
respuesta inmune es de tipo humoral, obtenién-
dose un diagnoéstico seroldgico indirecto mediante
las pruebas de inmunodifusiéon en gel de agar
(AGID) y de ELISA. Sin embargo, de acuerdo con
el estadio en el que se encuentre el animal
infectado, los resultados pueden variar con cada
técnica (Nielsen et al., 2001, 2008; OIE, 2018).

La prueba de ELISA urea se ha utilizado
en el diagnostico serologico de diversas enferme-
dades para determinar la avidez de los anticuerpos
con respecto al antigeno; dicha avidez aumenta
con el tiempo después del contacto inicial con el
patogeno y se relaciona con la cronicidad de la
infeccion (Iddawela et al., 2015; Lynch et al,
2014). La urea es un agente caotropico que afecta
los enlaces de hidrogeno, desestabilizando las
fuerzas hidréfobas que acttian en la union anti-
geno-anticuerpo. Las uniones débiles se rompen,
quedando unidas las que tienen mayor afinidad
funcional o avidez (Fialova et al., 2017). Este
efecto es similar al logrado cuando los sueros son
absorbidos con otras micobacterias, como Myco-
bacterium phlei (Di Paolo et al., 2016; OIE, 2018).
El objetivo de este trabajo fue estimar la
seroprevalencia actualizada de PTB bovina en la
provincia de Buenos Aires, utilizando la prueba de
ELISA urea con muestras de suero bovino remiti-
das a nuestro laboratorio.

Materiales y métodos

Muestras y prueba de ELISA urea

Se analizaron 17.747 muestras de suero
provenientes de 9o establecimientos (85 de rodeos
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de cria y 5 de rodeos lecheros) que fueron remi-
tidas al Centro de Diagnéstico e Investigaciones
Veterinarias (CEDIVE) para el diagnostico de PTB
bovina, entre los afios 2016 y 2018. En la mayoria
de los casos las muestras pertenecian a bovinos
adultos de rodeos en los cuales se sospechaba la
presencia de esta enfermedad. Ademaés, se incluye-
ron rodeos en los que se realizaba un control
sanitario con fines de saneamiento o para la venta
de animales como reproductores. Se procesaron
muestras provenientes de 14 partidos de la provin-
cia de Buenos Aires, en su mayoria de Chascomas,
Magdalena, General Belgrano y Lobos (Fig. 1). La
cantidad de muestras y de establecimientos anali-
zados por partido se presentan en la Tabla 1.

Mas del 13% de muestras analizadas
Entre 1y 9% de muestras analizadas
S [ Menos del 1% de muestras analizadas

Magdalena
Chascomis

Castelli
Dolores

Pila
General Guido

General Belgrano

Tandil
Azul

Figura 1. Porcentaje de muestras totales analizadas de cada uno
de los partidos que intervinieron en el estudio, para la
determinacion de la seroprevalencia de paratuberculosis bovina
mediante la técnica de ELISA urea.

En la prueba de ELISA urea, se utilizaron
placas de 96 pocillos (Microlon®, Greinerbio-one,
Kremsmiinster, Austria) que se sensibilizaron con
100 pl por pocillo de antigeno protoplasmético de
MAP con una concentracion de 20 ug/ml en
soluci6on de carbonato 0,05 M (pH 9,6). Estas
placas se colocaron durante la noche en heladera a
4 °C. Al dia siguiente, después de lavar 3 veces con
una solucién tamponada de fosfatos (PBS) con
0,05 % Tween 20, (ELISA-PBS), se agregaron
100 pL de una dilucién 1/180 de los sueros control
y negativo y de los sueros problema por duplicado.
Las placas se incubaron 30 minutos a temperatura
ambiente (aproximadamente 20 °C). Posterior-
mente cada placa fue lavada 3 veces con ELISA-
PBS y se incorporaron 100 pl de solucion de urea
8 M por pocillo, incubdndose a temperatura
ambiente durante 4 minutos. A continuacion, cada
placa fue lavada 3 veces con ELISA-PBS y se
agregaron 100 pl por pocillo de inmunoglobulina
anti-IgG bovina conjugada con peroxidasa (Sigma-
Aldrich®, Darmstadt, Alemania) con una diluciéon
de 1:5000 en ELISA-PBS. Después de incubar
durante 30 minutos a temperatura ambiente, las
placas se lavaron 3 veces con ELISA-PBS y
posteriormente se agregaron, en cada pocillo,
100 ul de solucion de revelado. Finalmente se

realiz6 la lectura utilizindose un espectrofoto-
metro (Lab-systems Multiskan® Plus, Helsinki,
Finlandia) y un filtro de 405 nm (Di Paolo et al.,
2016). Para obtener un valor asociado al porcen-
taje de positividad de la muestra analizada en
relacion con los controles (PPRC) se realizd un
calculo a partir de la densidad 6ptica (DO) prome-
dio obtenida en cada muestra. Dicho calculo se
muestra en la figura 2.

Cantidad de Cantidad de Porcentaje de

Partid, o
articos establecimientos muestras de suero  muestras (%)

Azl 1 4 0,02
Pila 1 25 0.14
Castelli 5 44 0,25
Tapalqué 1 54 0,30
La Plata 2 62 0,35
General Guido 2 124 0,70
Dolores 4 181 1,02
Tandil 1 300 1,69
Cafiuelas 1 319 1,80
General Paz 3 774 4,36
Lobos 4 1480 8.34
General Belgrano 5 2459 13,86
Magdalena 16 3482 19,62
Chascomis 44 8439 47,55
TOTAL 90 17.747 100

Tabla 1. Cantidad de establecimientos y de muestras de suero
analizadas en cada partido de la provincia de Buenos Aires,
para la determinacion de la seroprevalencia de paratubercu-
losis bovina mediante la técnica de ELISA urea.

Se consideraron como positivos aquellos
valores de PPRC iguales o superiores al 70 %. Los
valores del 60 % al 69 % se informaron como
sospechosos. Este protocolo es una modificacion
del desarrollado previamente por Traveria (2003)
y el mismo es utilizado en el CEDIVE para el
diagndstico seroldgico de rutina de PTB bovina.

(DO X de la muestra — DO X del control negativo)
PPRC = X100
(DO X del control positivo — DO X del control negativo)

PPRC: porcentaje de positividad en relacion a los controles
DO: densidad optica
X: promedio

Figura 2. Formula utilizada en el calculo del porcentaje de posi-
tividad de las muestras en relaciéon con los controles (PPRC),
utilizando el valor de densidad dptica de cada suero analizado
mediante la prueba de ELISA urea.

Analisis bacteriologico de materia fecal

Para corroborar la eliminacién de MAP en
las heces mediante el cultivo bacteriologico, se
solicit6 el envio voluntario de muestras de materia
fecal de los animales positivos o sospechosos a la
prueba de ELISA urea. Ademas, se cultivaron 28
muestras de animales que habian resultado nega-
tivos. En total se analizaron 425 muestras de
materia fecal. Para el cultivo bacteriologico se
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efectud, durante la noche a 37 °C, la descontami-
nacion de 2 g por muestra de materia fecal en
cloruro de hexadecilpiridinio (Sigma-Aldrich®,
Darmstadt, Alemania) al 0,75 % en agua destilada.
Posteriormente se centrifug6 a 9oo g durante 30
minutos y al pellet se le adicion6 1 ml de una
mezcla de antibidticos conformada por acido
nalidixico, vancomicina y anfotericina B. Algunas
muestras se sembraron en medio de cultivo de
Herrold con micobactina (Stabel, 1997) y otras
fueron sembradas en un medio de cultivo liquido
con el agregado de micobactina, elaborado en el
CEDIVE como parte de un trabajo de tesis doctoral
(Romero et al.,, 2018; Whittington et al., 2013).
Todas las muestras sembradas se incubaron a
37 °C entre 1y 3 meses. El tiempo de desarrollo del
cultivo, la morfologia de las colonias en los medios
sblidos y de las micobacterias al realizar la
coloracién de Ziehl Neelsen, fueron caracteristicas
microbiolégicas que permitieron definir la presen-
cia de MAP en la materia fecal.

Analisis estadistico

Mediante  estadistica  bayesiana  se
calcularon los valores predictivos positivo (VPP) y
negativo (VPN) de la prueba de ELISA urea (Risso
& Risso, 2017). Para elaborar una curva ROC
(Receiver Operating Characteristic) y calcular el
area bajo la curva y el punto de corte sugerido de
PPRC, se utilizd6 el sistema estadistico R Core
Team (2013) con el paquete pROC (Robinet al.,
2011). Para determinar la asociacién entre los
resultados positivos y sospechosos por la prueba
de ELISA urea y el aislamiento de MAP de materia
fecal, se utiliz6 la prueba de chi cuadrado (X2) con
la correccion de Yates con un nivel de significancia
de p <0,05.

Resultados

Sobre un total de 17.747 muestras analiza-
das con la prueba de ELISA urea se encontraron
653 animales positivos (3,6 %), 428 sospechosos
(2,4 %) y 16.666 negativos (94 %). Del total de
establecimientos que participaron de este estudio
(90) se encontré serologia positiva en 71 (78,8 %)
correspondientes a 66 rodeos de cria y a 5 rodeos
lecheros. Se observé una seroprevalencia indivi-
dual a PTB bovina del 5,5 % en los rodeos de cria y
del 13,6 % en los rodeos lecheros. En 19 de los 90
establecimientos estudiados (21,2 %) se obtuvo
resultado negativo, representando un total de 475
muestras de suero, con un promedio de 25
muestras por establecimiento y un rango entre 2 y
45 muestras.

Si bien se indicé efectuar el cultivo de
materia fecal de todos los animales que habian
resultado positivos o sospechosos a la prueba de
ELISA urea, solamente se recibieron en el labo-

ratorio 213 heces de bovinos positivos (32,6 %) y
184 de sospechosos (42,9 %). Dichas muestras
derivaron de 30 establecimientos ubicados en los
partidos de Magdalena, Chascomis, General Paz,
General Belgrano, La Plata, Tandil, Tapalqué,
Castelli y Dolores. Dos de 28 muestras negativas al
ELISA urea, provenientes de un rodeo de cria con
PTB endémica, resultaron positivas al cultivo. Los
resultados totales de los cultivos bacteriologicos
realizados se presentan en la tabla 2.

Cantidad de

Aislamis de MAP de cul de materia fecal
Partidos que enviaron Previ Previ Previ
muestras de ELISA urea ELISA urea ELISA urea
materia fecal positivos sospechosos negativos
Magdalena 10 60 34 2
Chascomus 8 46 30 0
General Paz 3 16 14 0
General Belgrano 3 11 16 0
La Plata 2 2 1 0
Tandil 1 4 2 0
Tapalqué 1 3 0 0
Castelli 1 1 0 0
Dolores 1 1 0 0
TOTAL 30 144 97 2
Porcentaje (%) de
cultivo positivo de 67.6 52,7 71

MAP para cada
categoria

Tabla 2. Resultados totales de los aislamientos de Mycobac-
terium avium subespecie paratuberculosis (MAP), a partir de
los cultivos de materia fecal de bovinos de algunos partidos de
la provincia de Buenos Aires.

Se obtuvo desarrollo de MAP en el 67,6 %
de los cultivos de los animales positivos por la
prueba de ELISA urea y en el 52,7 % de los
sospechosos, observandose diferencias significati-
vas entre ambos grupos (p=0,034). Se aisl6 MAP a
partir de materia fecal en el 7 % de las muestras
negativas al ELISA urea.

o |
o |
o
T o©
3 °
-
2 N
g 84.000 {0.901, 0.494)
L g AUC= 0,739
o
o
o |
o
T T T T T T
10 08 06 04 02 00

Especificidad

Figura 3. Curva ROC de la prueba de ELISA urea de paratuber-
culosis. Grafica de un area bajo la curva (AUC) de 0,739 y una
especificidad y sensibilidad del 9o % y 49 %, respectivamente.
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De acuerdo con los resultados bacterio-
logicos obtenidos en las muestras de heces analiza-
das, la prueba de ELISA urea para deteccion de
PTB bovina presenté una sensibilidad del 49 % y
especificidad del 90 %, con un punto de corte
sugerido de 84 PPRC para un area bajo la curva de
0,739 (Figura 3), con un VPP de 0,61 y un VPN de

0,93.

Discusion

En nuestro trabajo se estim6é una
seroprevalencia individual a PTB bovina del 5,5 %
en los rodeos de cria y del 13,6 % en los rodeos
lecheros, coincidiendo con los hallazgos descriptos
por otros autores en rodeos bovinos en los que la
enfermedad se considera endémica (OIE, 2018).
La seroprevalencia predial fue del 78,8 % en los
establecimientos analizados, observando, en la
mayoria de los mismos, animales con signologia
clinica compatible con PTB bovina. Estos resulta-
dos muestran concordancia con un resumen de
datos serologicos de esta enfermedad obtenidos
durante 25 afios en el INTA Balcarce mediante la
prueba de ELISA, en donde para rodeos de carne
se informo6 una seroprevalencia predial del 79 % y
una individual del 6,3 %. En los rodeos lecheros se
informé una seroprevalencia predial del 81 % y
una individual del 15,7 %, considerandose al siste-
ma productivo lechero como un factor asociado a
la enfermedad (Moreno et al.,, 2017). En los
dltimos afos, en el servicio de diagnostico que
ofrece el CEDIVE, se han incrementado las consul-
tas relacionadas con esta enfermedad, que afecta a
rodeos de cria y lecheros y cabaifias. Ademas de las
condiciones de manejo propias del sistema
lechero, varios factores pueden asociarse a este
incremento. Entre estos pueden incluirse los
cambios productivos generados por la expansion
agricola, lo que significa que se concentre la cria
bovina en sistemas pastoriles de menor superficie.
De esa manera, se incrementa la probabilidad de
diseminacion del MAP.

En la PTB bovina los titulos de anticuer-
pos séricos son méas altos durante la etapa de
enfermedad clinica, cuando los animales pre-
sentan més lesiones y liberan grandes cantidades
de MAP en sus heces y leche (Maroudam et al,
2015). La prueba de ELISA se caracteriza por
presentar una mayor sensibilidad en comparacion
con las técnicas de fijacion del complemento y
AGID, en cuanto a la deteccién de animales con
enfermedad subclinica y que actian como porta-
dores (OIE, 2018). Esta técnica es capaz de
detectar entre un 30 % y 40 % del ganado vacuno
identificado como positivo mediante el cultivo de
heces en medio s6lido (Whitlock et al., 2000). Esta
sensibilidad también depende de la edad del ani-
mal, hecho documentado en numerosos articulos
que mencionan diferentes porcentajes de sensibili-
dad, aunque hay estudios en los que se ha

calculado que la sensibilidad global estimada para
los diferentes grupos de edad es del 15 % (Jubb et
al., 2004, Whitlock et al., 2000). La especificidad
se encuentra en el rango del 40-100 % (Nielsen &
Toft, 2008).

En concordancia con esta informacién, la
prueba de ELISA indirecta utilizada en el CEDIVE
posee una sensibilidad y especificidad calculada de
un 38 % y 97 %, respectivamente, presentando
mayor eficiencia en animales mayores a los dos
anos (Traveria, 2003). La incorporacién de urea,
luego de la incubacion de los sueros con el
antigeno fijado a las placas, le aporta mayor
certeza al diagnostico serolégico de la PTB bovina
al mejorar sus caracteristicas operativas. En una
enfermedad cronica como la paratuberculosis, los
animales que poseen anticuerpos con mayor
avidez tienen valores elevados de DO en la prueba
de ELISA urea, y estos resultados se pueden
asociar a estadios subclinicos o clinicos incipientes
que se presentan luego del prolongado periodo de
incubacion.

En este trabajo se consideraron como
positivas las muestras que resultaron con un PPRC
>70 % y, como sospechosas, aquellas con un PPRC
entre 60 y 69 %, indicindose, en ambos casos, el
envio de materia fecal de esos animales para
realizar el cultivo bacteriolégico y confirmar la
infeccion por MAP. Al analizar los aislamientos de
MAP de acuerdo con los resultados previos en la
prueba de ELISA urea, obtuvimos 67,6 % de
aislamientos en los positivos y 52,7 % en los
sospechosos, con diferencias significativas entre
ambos grupos (p=0,024). Nuestros hallazgos son
comparables con los informados por Barkema et
al., (2018), pudiéndose correlacionar altos titulos
en la prueba de ELISA urea con mayor grado de
diseminaciéon de MAP. Con la cantidad de mues-
tras de heces analizadas en este trabajo se obtuvo
un 49 % de sensibilidad y un 9o % de especificidad
para un punto de corte sugerido de 84 PPRC y un
area bajo la curva de 0,739; el VPP y el VPN fueron
de 0,61y 0,93, respectivamente.

Usualmente, el cultivo de materia fecal es
capaz de detectar la mayoria de los animales en
estadios avanzados de la enfermedad, pero solo
identifica algunos animales en las primeras etapas
de la infeccion (Nielsen & Toft, 2008). La
sensibilidad del cultivo fecal es del 70-74 % para el
ganado con signos clinicos y del 23-29 % para el
ganado con infeccién subclinica (OIE, 2018). Es
sabido que ninguna prueba para el diagnoéstico de
PTB bovina es el 100 % sensible o especifica y estas
caracteristicas operativas son consideradas por
nuestro grupo de trabajo al momento de confir-
mar un diagndstico y de proponer medidas de
control. Los establecimientos que aplican volunta-
riamente programas de control basdndose en el
diagnostico sistematizado y en la eliminaci6on de
los animales positivos, logran disminuir la sero-
prevalencia al cabo de varios afios (Alvarado
Pinedo, 2015; Moreno et al., 2017; OIE, 2018).
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Conclusiones

La PTB bovina es una enfermedad infec-
ciosa cronica con un prolongado periodo de incu-
bacibén, que ocasiona la baja productiva y muerte
de los animales enfermos, justificando la existencia
de variados métodos diagnodsticos que intenten
detectar eficientemente la mayor cantidad de
animales infectados.

En nuestro pais, la PTB bovina se presenta
endémicamente y la ausencia de una vacuna
aprobada por el SENASA para su aplicacién, hace
necesaria la utilizacion de protocolos de control
que combinen el uso de técnicas diagnoésticas en
distintos estadios de la enfermedad.

Aunque las pruebas de ELISA son rapidas
y altamente sensibles en animales infectados, en
nuestro pais atn son de elevado costo, restrin-
giendo su uso a nivel predial si no se utilizan de
manera programada y criteriosa.

El uso de la prueba de ELISA urea
desarrollada localmente, de menor costo que las
actualmente en uso, genera una plataforma promi-
soria para avanzar en el disefio de las pruebas
diagnosticas, tendientes a mejorar las caracteris-
ticas operativas, adaptandolas a las condiciones
epidemioloégicas imperantes en la region y a las
capacidades de los laboratorios de diagnostico
veterinario.
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Resumen

La via intranasal es reconocida en medicina humana como una via muy promisoria para la administracion sistémica
y cerebral de firmacos. Es una via de administracion indolora, incruenta, econdémica y practica. Por sus
caracteristicas, es muy 1til para la aplicacion de farmacos en pacientes con alteraciones orales, con diarrea o que no
cooperen. Ademas, es una potencial via directa al sistema nervioso central (SNC). Su uso en medicina veterinaria es
muy raro, salvo para la administraciéon de tratamientos locales. En la especie equina, aun cuando no hay estudios
completos y profundos sobre las caracteristicas anatomofisiolégicas de la cavidad nasal, su gran superficie e
irrigacion (area potencial de absorcion) permiten inferir su viabilidad para la administracién sistémica de fairmacos.
En el presente articulo se discuten las caracteristicas de la cavidad nasal de los equinos en relacién a las diversas vias
de absorcion sistémica y del transporte nariz-cerebro de fairmacos, asi como las potenciales aplicaciones de esta via
de administracion.

Palabras clave

Via intranasal, firmacos de acci6n central, pasaje nariz-cerebro, equinos

Abstract

The intranasal route is recognized as a very promising route for the systemic and cerebral administration of drugs in
human medicine. It is a painless, non-invasive, economical, and practical administration route. Due to its character-
istics, it is very useful for the application of drugs in non-cooperative patients, as well as those with oral alterations
or diarrhoea or, being a potential direct route to the central nervous system (CNS). However, its use in veterinary
medicine is very rare, except for the administration of local treatments. Even though there are no complete and
thorough studies on the anatomophysiological characteristics of the nasal cavity in the equine species, its large
surface area and irrigation and consequent potential absorption area suggest a promising alternative for the systemic
administration of drugs. In the present article, the characteristics of the nasal cavity of horses in relation to the
various routes of systemic absorption and nose-brain passage of drugs are discussed, as well as the potential
applications of this route of administration.
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Intranasal route, central acting drugs, nose-brain passage, horse
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Introduccion

La via intranasal es reconocida en medi-
cina humana como una via muy promisoria para la
administracion sistémica y cerebral de farmacos
(Falcone et al., 2014). Contrariamente, en medi-
cina veterinaria es raramente utilizada; cuando se
la utiliza, es solo para tratamientos locales con
antihistaminicos o corticoides.

La via intranasal en animales posee un
gran potencial para la administracion sistémica y
cerebral de farmacos. En la especie equina, aun
cuando no hay estudios completos y profundos
sobre las caracteristicas anatomofisiologicas de la
cavidad nasal, su gran superficie e irrigacion (area
potencial de absorcién) permiten inferir su viabi-
lidad para la administraciéon sistémica de farma-
Cos.

Esta via cuenta con ventajas que incre-
mentan el interés en su estudio: es indolora,
incruenta y practica. Por sus caracteristicas, es
muy util para la aplicacion de farmacos en pacien-
tes con alteracio®nes orales, con diarrea o que no
cooperen. Ademas, es una potencial via directa al
sistema nervioso central (SNC) (Tayebati et al,
2013).

1. Anatomia de la cavidad nasal

La cavidad nasal es el tnico sitio anat6-
mico donde se expone el sistema nervioso de
manera directa al medio ambiente. El aire y las
sustancias inspiradas ingresan a la cavidad nasal a
través de los ollares.

La cavidad nasal se divide, en un plano
medio, en dos compartimentos especulares me-
diante un septum nasal, formado por la ldmina
perpendicular del hueso etmoides, el vomer y el
cartilago hialino (Hare, 1982). La pared dorsal esti
formada por los huesos nasal y frontal, las paredes
laterales por el maxilar, incisivo y parte perpen-
dicular del palatino y la pared ventral por las
apofisis palatinas de los huesos incisivos, maxi-
lares y las partes horizontales de los huesos pala-
tinos. La lamina cribosa del etmoides separa las
cavidades nasal y craneal. En direccion a la cavidad
craneal tiene una forma concava, generando una
fosa donde se ubica el bulbo olfatorio (Hare,
1982). Cada mitad de la cavidad nasal esti ocupa-
da por los cornetes nasales (conchas o turbinetes),
dorsal, medio y ventral, que son las estructuras
encargadas del acondicionamiento del aire en su
transito hacia los pulmones. Entre los cornetes
quedan espacios denominados meatos. El meato
nasal dorsal se encuentra entre el techo de la
cavidad nasal y el cornete nasal dorsal. El meato
nasal medio se ubica entre los cornetes dorsal y
ventral. En este meato existe una abertura
nasomaxilar que comunica con el seno maxilar. El
meato nasal ventral, limitado por el cornete nasal
ventral y el piso de la cavidad nasal, es el més largo
y conduce hacia la nasofaringe. En el suelo del

extremo rostral de este meato se ubica el orificio
del 6rgano vomeronasal y el conducto incisivo. Por
altimo, se encuentra el meato nasal comun,
situado entre los cornetes nasales y el tabique
nasal (Fig. 1).

Meato nasal
dorsal

Meato nasal

medio

Figura 1. Imagen de una cabeza equina, sefialando los sitios
anatémicos de la cavidad nasal.

En la porcidn rostral de la cavidad nasal se
encuentran pliegues que se prolongan desde los
cornetes, desde el dorsal, el pliegue recto y desde
el ventral los pliegues alar y basal.

La cavidad nasal estd muy vascularizada;
se encuentra irrigada por las arterias palatina
mayor, esfenopalatina y ramas de la etmoidal.
Ademés, se encuentra inervada por el nervio trigé-
mino, cuyas ramas llevan informaciéon quimio-
sensorial y termosensorial desde las mucosas oral,
ocular y nasal (Bourganis et al., 2018; Tayebati et
al., 2013).

La mucosa de la porciéon rostral de la
cavidad nasal o vestibulo esta cubierta por un epi-
telio plano estratificado no queratinizado que se
continta con un epitelio cilindrico ciliado pseudo-
estratificado con células caliciformes de la porcion
respiratoria. El vestibulo, en el cual se encuentra la
desembocadura del conducto lagrimal, carece
practicamente de capacidad de absorcion.

La mucosa de la porcion respiratoria es de
color rojizo a causa de la gran vascularizacion de
su submucosa y contiene un rico plexo venoso que
forma un tejido de tipo cavernoso en regiones
como los pliegues que se extienden rostralmente a
partir de los cornetes, la parte ventral del cornete
nasal ventral y ventral del septum nasal.

La funcién primordial de la mucosa res-
piratoria es el calentamiento y la humidificacion
del aire inspirado. Normalmente su superficie esti
recubierta por el mucus segregado por las células
caliciformes. El mucus, junto con las particulas de
polvo que se le adhieren, se desplaza hacia la naso-
faringe por acci6on de los cilios de las células de
revestimiento epitelial, otorgandole una funcion
protectora: el aclaramiento (clearance) ciliar
(Géange & Schindowski, 2018; Lochhead & Throne,
2014).
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La mucosa que cubre las partes caudales
de los huesos etmoturbinados y las aéreas adya-
centes del cornete nasal dorsal y septum nasal es
gruesa y amarillenta y representa la region olfa-
toria de la cavidad nasal.

La mucosa olfatoria estd formada por un
epitelio y una lamina propia densa. El epitelio
consta de 3 tipos de células: las epiteliales, llama-
das también células de sostén o sustentaculares,
las olfatorias o sensoriales y las basales (Lochhead
& Thorne, 2014) (Fig. 2).

— Células mitrales
Bulbo

olfatorio
— Glomérulos

Células olfatorias envolventes

e Placa cribiforme

— Lamina propia

Células basales

— Célula olfatoria

Epitelio
olfatorio

Figura 2. Representacion esquematica del sistema olfatorio y su
funcién como un portal para el pasaje de fairmacos desde la
cavidad nasal hasta el bulbo olfatorio, sorteando la barrera
hematoencefélica. Figura adaptada de Dando et al., 2014.

i— Célula de sostén

— Cilios

— Cavidad nasal

Las células olfatorias o sensoriales (neuro-
nas olfativas periféricas) son neuronas de tipo
bipolar, con un cuerpo celular y una fibra nerviosa
que emerge de cada extremo; una de ellas, la den-
drita, es periférica, muy corta y de conducciéon
sensitiva centripeta y, la otra, el axén, es una pro-
longacion central de conduccion centrifuga.

Las células olfatorias tienen la funcion de
recoger las impresiones olorosas y transmitir esta
informacion sensorial desde el ambiente periférico
hasta el SNC. Las finas prolongaciones consti-
tuidas por las dendritas ascienden hacia la parte
superficial siguiendo las hendiduras que quedan
entre las células de sostén y terminan en finisimas
fibras llamadas cilios olfativos.

Por su parte, el axon va desde el epitelio
hacia la lamina propia. Los axones en la lamina
propia se encuentran protegidos por las células
olfatorias envolventes (OEC, por sus siglas en
inglés) (Lochhead & Throne, 2014). Hay varias
clases de OEC y estan involucradas en la protec-
cion electrofisiologica de las células neuronales
olfatorias (Ginge & Schindowski, 2018). Los axo-
nes en la lamina propia se retinen para formar
haces de fibras nerviosas olfatorias que se extien-
den hasta el bulbo olfatorio, constituyendo, en
conjunto, el nervio olfatorio.

En el bulbo, las fibras del nervio olfatorio
terminan en una arborizaciéon libre y flexuosa. La

terminacién de cada fibra queda incluida en una
formacion redondeada llamada glomérulo olfato-
rio. Esta formacién hace sinapsis con la arboriza-
cion dendritica de las células mitrales presentes en
la zona interna del bulbo. Las células mitrales, por
su parte opuesta, emiten los cilindroejes que avan-
zan hacia la region posterior del bulbo olfatorio
para constituir la cinta olfativa, que se divide en 4
raices. Cada una de ellas sigue un trayecto especial
que la conecta a uno de los 4 centros corticales:
calloso, hipocampo, temporal y orbitario, que
representan los centros corticales del olfato. Desde
la mucosa nasal las impresiones olfativas se trasla-
dan a la corteza cerebral siguiendo este trayecto
nervioso que en su conjunto constituye la via
olfativa (Dhuria et al., 2010).

Los nervios olfatorio y trigémino inervan
la mucosa de la cavidad nasal y proporcionan una
conexion directa con el SNC. El trigémino inerva
principalmente el epitelio respiratorio y el vestibu-
lo de la cavidad nasal, aunque curiosamente una
pequeiia porciéon del nervio termina también en el
epitelio olfatorio (Schaefer et al., 2002). También,
establece conexion con el SNC, especialmente con
la region caudal del cerebro, el tallo cerebral y la
médula espinal, y transmite la informacion senso-
rial desde la mucosa nasal hasta estas regiones
(Clerico et al., 2003; Gray, 1978).

El sistema olfatorio también estd com-
puesto por organos accesorios como el 6rgano
vomeronasal. Este se encuentra en las dos fosas
nasales y esta conectado al bulbo olfatorio a través
de un conducto. Su superficie esta cubierta por
epitelio olfatorio y células neuronales. Tiene una
funcién importante en el comportamiento de las
especies porque es capaz de detectar feromonas.

Todas estas caracteristicas anatomofisio-
logicas le dan a la cavidad nasal atributos tnicos
que facilitan la llegada de los agentes terapéuticos
directamente desde su mucosa hacia el SNC,
eludiendo la barrera hematoencefalica.

2, Transporte cavidad nasal-SNC

El pasaje directo de agentes terapéuticos
desde la cavidad nasal al SNC se propuso por
primera vez y fue patentado en 1989 por William
H. Frey II del Alzheimer's Research Center (Frey,
1991).

Posteriormente, numerosos informes han
demostrado que los farmacos administrados por la
via intranasal acceden de manera directa al SNC
aumentando su eficacia para el tratamiento de
enfermedades y trastornos neurologicos (Dhanda
et al., 2005; Frey, 2002; Hanson & Frey, 2008).

Se ha demostrado que ciertos marcadores,
como la aglutinina de germen de trigo conjugada
con peroxidasa de rabano picante (WGA-HRP),
son transportados a través de los axones del nervio
olfatorio, alcanzando los bulbos olfatorios en el
SNC (Balin et al., 1986). Estos hallazgos fueron
posteriormente confirmados por otros estudios

ANALECTA VET 39(1), 2019

1@ 12



Ferreira et al.

cuantitativos en los que se compar6 la adminis-
tracion de WGA-HRP intranasal e intravenosa en
ratas, siendo muy superior la llegada de WGA-
HRP a los bulbos olfatorios tras la administraciéon
intranasal (Thorne et al., 1995).

El conocimiento de las vias y los mecanis-
mos de pasaje de farmacos desde la cavidad nasal
hasta el SNC es fundamental para avanzar en el
desarrollo de tratamientos intranasales de enfer-
medades y trastornos neurolégicos, asi como para
la administracién de farmacos de accién central,
como los analgésicos opioides.

Si bien los mecanismos subyacentes del
pasaje de farmacos desde la cavidad nasal al SNC
no son del todo comprendidos, varias investigacio-
nes demuestran la gran importancia de los nervios
olfatorio y trigémino, que conectan la cavidad
nasal con el cerebro y la médula espinal.

Se han reportado otras vias de pasaje, aun-
que menores, que involucran la vasculatura, liqui-
do cefalorraquideo (LCR) y sistema linfatico. Estas
vias actuarian amplificando el transporte de
moléculas desde la cavidad nasal al SNC.

Es probable que la combinacién de todas
estas vias sea la responsable del pasaje total. La
predominancia de cada una de ellas en el proceso
dependeré de las caracteristicas fisicoquimicas del
farmaco, de la formulacion del medicamento y del
tipo de dispositivo de entrega utilizado (actuador
nasal) (Dhuria et al., 2010).

2.1. Via del nervio olfatorio

Los farmacos administrados por la via
intranasal pueden acceder rapidamente al SNC
transportandose a lo largo de la via neural del
nervio olfatorio.

El nervio olfatorio es el componente prin-
cipal de la conexion directa entre la cavidad nasal y
el SNC. En este contexto, se ha reportado que
farmacos coligados con marcadores fluorescentes
son transportados a través de la placa cribiforme
asociados a los nervios olfatorios (Jansson &
Bjork, 2002), alcanzando las concentraciones
maéaximas en los bulbos olfatorios (Thorne et al.,
2004). La correlacion positiva entre las concentra-
ciones en el epitelio olfatorio y en los bulbos
olfatorios ha sido reportada (Dhuria et al., 2009).

Las vias olfatorias tienen su origen en la
porciéon caudal de la cavidad nasal, en la region
olfatoria, donde las neuronas receptoras olfatorias
(ORN) estan intercaladas entre las células de
soporte (células sustentaculares), células sensoria-
les y células basales. Las ORNs median el sentido
del olfato al transmitir informacién sensorial del
entorno periférico al SNC (Clerico et al., 2003). La
lamina propia contiene glandulas de Bowman,
axones, vasos sanguineos, vasos linfaticos y tejido
conectivo. Las dendritas de las ORNSs se extienden
a la capa mucosa del epitelio olfatorio, mientras
que los axones bipolares se extienden centralmen-
te a través de la lamina propia y a través de

perforaciones en la placa cribiforme del hueso
etmoidal. Los axones de las ORNs pasan a través
del espacio subaracnoideo, que contiene LCR, y
terminan en las células mitrales de los bulbos
olfatorios. A partir de ahi, las proyecciones neuro-
nales se extienden a regiones cerebrales multiples
incluyendo el tracto olfatorio, ntcleo olfatorio
anterior, corteza piriforme, amigdala e hipotalamo
(Buck, 2000).

Los mecanismos de transporte a lo largo
de los nervios olfativos son de dos tipos,
extracelulares e intracelulares (Fig 3).
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Figura 3. Representacion esquematica de las vias de transporte
de farmacos desde la cavidad nasal a la circulacion sistémica y
pasaje directo al SNC. (1) Absorcién a través de los capilares
olfatorios y entrada en la circulacién sistémica. (2) Absorcion a
través de los vasos linfaticos de la region olfatoria que drenan
en los linfon6dulos profundos del cuello. (3) Difusiéon o
conveccion extracelular en compartimentos asociados con
haces de nervios olfativos y entrada en el compartimento
craneal. Se muestra el transporte dentro del espacio perineural
limitado por fibroblastos del nervio olfatorio. Sin embargo,
existen otras posibilidades, por ejemplo, el transporte dentro
del compartimento de la neurona olfatoria contenida por
células envolventes, el transporte dentro de los espacios
perivasculares de los vasos sanguineos que atraviesan la lamina
cribriforme junto con nervios olfativos (no se muestra) o el
transporte dentro de los vasos linfiticos que atraviesan la
lamina cribriforme con nervios olfativos (no se muestra). Se
muestran las posibles vias para la distribucién de sustancias
desde el espacio perineural hacia el liquido cefalorraquideo
(LCR) del espacio subaracnoideo olfativo o hacia el bulbo
olfativo. Adaptada de Lochhead & Thorne, 2014.

Los mecanismos extracelulares de trans-
porte se consideran los mas importantes. Implican
el pasaje rapido de moléculas desde las células del
epitelio nasal hasta el SNC; se ha reportado que la
administraciéon intranasal de neurotropinas, neu-
ropéptidos, citoquinas y carbamazepina conduce,
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en un lapso menor a los 10 minutos, a niveles
detectables en los bulbos olfatorios y otras areas
del SNC (Frey, 2002).

El transporte extracelular involucra meca-
nismos de flujo masivo a través de los espacios
(canales) existentes entre las neuronas y las células
envolventes (Thorne & Frey, 2001). Alternativa-
mente, los farmacos también pueden ser propulsa-
dos a través de estos canales por los cambios
estructurales que ocurren durante la despolariza-
cién y propagaciéon axonal del potencial de accion
en los axones adyacentes (Luzzati et al., 2004).

El mecanismo de transporte intracelular,
si bien es importante, es probable que no sea la via
predominante de transporte de farmacos hacia el
SNC. Este involucra la entrada de moléculas a las
neuronas por difusién pasiva, endocitosis mediada
por receptor y/o endocitosis adsorbente, seguida
por transporte axonal lento (Banks et al., 2004;
Hashizume et al., 2008; Nonaka et al., 2008; Ross
et al., 2004; Thorne et al., 2004).

Este pasaje es mucho mas lento que el
extracelular, requiriéndose horas, hasta dias, para
la llegada del farmaco a los bulbos olfatorios y
otras 4reas cerebrales tras su administraci6on
intranasal (Baker & Spencer, 1986; Broadwell &
Ballin, 1985; Kristensson & Olsson, 1971). Este tipo
de pasaje ha sido reportado para particulas de oro
y sales de aluminio (Perl & Good, 1987).

La mayoria de los estudios de administra-
cién intranasal de firmacos publicados hasta la
fecha reporta una entrega rapida de farmaco, con
altas concentraciones en el SNC y efectos clinicos
inmediatos, consistente con el mecanismo extrace-
lular de transporte (Banks et al., 2004; Charlton et
al., 2008; Hanson & Frey, 2008; Hashizume et al,,
2008; Nonaka et al., 2008; Ross et al., 2004;
Thorne et al., 2004).

2.2. Via del nervio trigémino

La via del nervio trigémino es un tipo de
pasaje poco reportado. Sin embargo, en los tltimos
afios su importancia como conexiéon entre la
cavidad nasal y el SNC esta siendo reconocida; ha
sido reportada la distribucion cerebral de fArmacos
administrados por la via intranasal a zonas asocia-
das directamente a la via del nervio trigémino,
como tronco encefélico y cerebelo (Charlton et al.,
2008; Banks et al., 2004).

El nervio trigémino inerva el epitelio res-
piratorio y olfativo de la cavidad nasal, entrando
posteriormente al SNC a nivel del puente (Clerico
et al.,, 2003; Gray, 1978). Curiosamente, una
pequeiia porcion del nervio trigémino termina en
los bulbos olfatorios (Cauna, 1982).

El transporte de firmacos administrados
por la via intranasal a lo largo de las vias del nervio
trigémino fue demostrado por Thorne et al
(2004). Estos autores administraron factor de cre-
cimiento similar a la insulina tipo I marcada con
125] (125]-IGF-I) por via intranasal y observaron

altos niveles de radiactividad en las ramas del
nervio trigémino, el ganglio trigeminal, protube-
rancia y bulbos olfatorios, consistente con el trans-
porte de la sustancia radioactiva a lo largo de los
nervios trigémino y olfatorio (Thorne et al.,
2004).

El nervio trigémino conduce informaci6on
sensorial desde la cavidad nasal, la cavidad oral,
los parpados y la cornea al SNC a través de sus tres
ramas: el nervio oftalmico (V1), el maxilar (V2) y
el mandibular (V3) (Gray, 1978). Las ramas de la
porcién oftdlmica inervan la mucosa nasal dorso-
craneal, mientras que las ramas de la porcion
maxilar inervan a las paredes laterales de la cavi-
dad. La porcion mandibular se extiende a la man-
dibula inferior y dientes, sin entrada directa de
neuronas a la cavidad nasal.

Las tres porciones del nervio trigémino se
unen en el ganglio trigeminal y se extienden cen-
tralmente hasta su ingreso al cerebro a nivel de la
protuberancia, terminando en los nftcleos del
nervio trigémino espinal en el tronco encefalico.

Una caracteristica exclusiva del nervio tri-
gémino es que ingresa al cerebro desde el epitelio
respiratorio de las fosas nasales a través dos sitios:
el foramen lacerum cerca de la protuberancia, y la
lamina cribiforme, cerca de los bulbos olfatorios;
de esta manera provee dos puntos de entrada para
los farmacos administrados por via intranasal, uno
en el cerebro caudal y otro en el rostral (Dhuria et
al., 2010).

También es probable que otros nervios
que inervan la cara y la cabeza, como el nervio
facial u otras estructuras sensoriales en la cavidad
nasal, puedan proporcionar puntos de entrada de
los agentes terapéuticos hacia el SNC.

2.3. Vias vasculares

Tradicionalmente, la via de administra-
cion intranasal ha sido utilizada para el suministro
de farmacos a la circulacion sistémica a través de
la absorcion en los vasos sanguineos de la mucosa
nasal.

El epitelio de la mucosa olfatoria recibe
sangre de pequefias ramas de la arteria oftalmica,
mientras que la mucosa respiratoria recibe sangre
desde una arteria de gran calibre derivada de la
maxilar. La densidad de los vasos sanguineos es
mucho mayor en la mucosa respiratoria que en la
olfatoria, haciendo que la regi6n respiratoria sea
un sitio ideal para la absorcién sistémica de
farmacos (DeSesso, 1993).

La vasculatura de la regi6on respiratoria
posee una mezcla de endotelios continuos y fenes-
trados (Grevers & Herrman, 1987) permitiendo
que tanto moléculas pequefias como grandes pue-
dan acceder a la circulacién sistémica después de
la administracion intranasal. La llegada de farma-
cos al SNC tras su llegada a la circulacion sistémica
y el transporte posterior a través de la barrera
hematoencefélica es posible, especialmente para
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moleculas pequenas y lipofilicas, que ingresan més
facilmente a la sangre y pueden cruzar dicha barre-
ra.

Una via de ingreso directo al SNC a través
de los vasos de la mucosa nasal esta relacionada
con la transferencia de farmacos desde la circula-
cibn venosa nasal a la circulaciéon arterial (caro-
tida) y de ahi al cerebro y la médula espinal; este
proceso ha sido denominado “transferencia de
contracorriente” (Einer-Jensen & Hunter, 2005).

Por otro lado, se ha reportado un segundo
mecanismo de transporte directo al SNC que
involucra los canales asociados con los vasos
sanguineos de la mucosa nasal, también llamados
canales perivasculares. Los espacios perivasculares
son limitados por la capa mas externa de los vasos
sanguineos y la membrana basal del tejido circun-
dante (Pollock et al., 1997) y actian como sistema
linfatico para el cerebro; a través de ellos sustan-
cias derivadas de las neuronas se eliminan desde el
fluido intersticial cerebral a los vasos sanguineos.
Este transito ha sido demostrado a través de la
utilizacion de sustancias radiomarcadas, tinta
china y beta amiloide (Bradbury et al., 1981; Zhang
et al., 1992).

El transporte perivascular es, a diferencia
de la difusi6on, un mecanismo de flujo masivo
(Groothuis et al., 2007) que obtiene su energia
cinética de las pulsaciones (Rennels et al., 1985).
La presencia de la denominada “bomba perivas-
cular de transporte” explica la distribucion rapida
de los agentes terapéuticos a todo el cerebro
(Hadaczek et al., 2006; Schley et al., 2005). De
esta manera los farmacos administrados por la via
intranasal pueden ingresar a los espacios perivas-
culares de la cavidad llegando posteriormente al
cerebro con una distribucion generalizada.

2.4. Via del LCR - vasos linfaticos

El drenaje del LCR incluye las vias que
conectan el espacio subaracnoideo, los espacios
perineurales que acompanan los nervios olfatorios
y los linfaticos nasales; todas estas vias han
demostrado proporcionar acceso y distribucion
dentro del SNC a los agentes terapéuticos adminis-
trados por via intranasal. Si bien a la fecha no
existen estudios en equinos, en otras especies
animales, ovinos, lagomorfos y roedores, estas vias
de drenaje representan aproximadamente 50 % del
clearance del LCR (Boulton et al., 1999; Bradbury
etal., 1981; Cserr et al., 1992).

Varios estudios documentan que los mar-
cadores inyectados en el LCR a nivel de los
ventriculos cerebrales drenan desde el espacio sub-
aracnoideo a la parte inferior de las bombillas
olfativas llegando al sistema linfatico nasal y linfo-
noédulo cervical. Los farmacos administrados por la
via intranasal utilizan estas vias, moviéndose en
direccion opuesta, para acceder y distribuirse
dentro del SNC (Kida et al., 1993; Walter et al.,
2006).

3. Factores que afectan la absorcién sisté-
mica y el transporte de farmacos adminis-
trados por la via intranasal

Como en todo proceso de absorcion, inde-
pendientemente del lugar en el que se lleve a cabo,
el primer paso es el pasaje a través de la mucosa.

La absorcién nasal de farmacos es afectada
por el peso molecular, tamano y pK del farmaco,
asi como el pH de la formulaciéon y el volumen
administrado (Agarwal & Mishra, 1999; Fisher et
al., 1987). Sin embargo, el factor que mejor corre-
laciona con la absorcién intranasal es el peso
molecular; las moléculas pequefias y sin carga son
las de mayor velocidad de pasaje. Se reporta que el
peso molecular miximo de una molécula para
atravesar la mucosa nasal es de 1000 daltons
(Wheatley et al., 1988).

La forma de la molécula es también
importante. Las moléculas rectangulares o cuadra-
das tienen menor biodisponibilidad que las de
forma circular (McMartin et al., 1987). Adicional-
mente, es importante recordar que las particulas
deben tener un tamaiio superior a los 10 nm para
evitar el deposito directo en el pulmén (Jones et
al., 1997).

La hidrofilicidad es otro factor que reduce
la biodisponibilidad del farmaco (Corbo et al.,
1989), al igual que el pH de la cavidad nasal y el
pK del farmaco a administrar. Es importante re-
marcar que butorfanol es un acido débil, por lo
que se encuentra no ionizado en medios acidos. En
este contexto, es importante mantener el pH de las
formulaciones en el rango de 4,5 a 6,5 para evitar
la irritacion nasal (Romeo et al., 1998).

Dentro de los factores locales que pueden
alterar la absorcion de los farmacos administrados
por via intranasal, se incluyen el clearance muco-
ciliar y el metabolismo enzimatico local.

El clearance mucociliar es uno de los
factores locales con mayor influencia en la
biodisponibilidad de los farmacos administrados
por via intranasal, especialmente aquellos que
atraviesan las membranas lentamente (moléculas
de gran tamafio o de baja liposolubilidad) o son
administrados en forma de polvos. El tiempo de
barrido mucociliar nasal en equinos no ha sido
reportada; en humanos es de entre 15 y 30
minutos (Soane et al., 1999). Una estrategia para
mejorar la biodisponibilidad de farmacos con
malos perfiles fisicoquimicos para administraciéon
intranasal es realizar la administracién en el limite
mas externo del vestibulo nasal (Kublik & Vidgern,
1998).

En relacion con la actividad enzimética en
la mucosa nasal como factor limitante de la
administracion de farmacos, es solo aplicable a
farmacos con estructura peptidica y a proteinas.
Esto es consecuencia de que la actividad enzima-
tica a este nivel se limita a exo- y endopeptidasas
(Lee & Yamamoto, 1989; Morimoto et al., 1995).
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4. Aplicaciones clinicas de la via intranasal

A diferencia de lo que sucede en medicina
veterinaria, la via intranasal es ampliamente utili-
zada en medicina humana.

Esta via se utiliza para la aplicacion de una
amplia gama de vacunas, incluyendo las vacunas
contra difteria (Alpar et al., 2001), tétanos (Alpar
et al., 2001), influenza (Singh et al., 2001), célera
(Yuki et al., 2001) y virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) (Velin & Kraehenbuhl, 2000). Su
uso también ha sido reportado para la administra-
cion de péptidos y proteinas como insulina
(Benedict et al., 2011), calcitonina (Lochhead &
Throne, 2012), hormona del crecimiento (Hedin et
al., 1993) y desmopresina (Lopes et al., 2008),
entre otros. Su aplicacion para lograr una via di-
recta al SNC (nose to brain delivery) esta siendo
ampliamente desarrollada para antiepilépticos,
como carbamazepina (Serralheiro et al., 2014)
opioides, como fentanilo, alfentanilo, butorfanol,
oxicodona (Grassin-Delyle et al., 2012) y benzodia-
zepinas, como diazepam (Sharma et al., 2015).

A manera de ejemplo para demostrar la
potencialidad de la via intranasal, en la Tabla 1 se
presentan algunas de las formulaciones comercia-
les en el mercado farmacéutico humano (Grassin-
Delyle et al., 2012).

PRINCIPIO NOMBRE

ACTIVO COMERCIAL INDICACIONES

Buserelina Suprefact nasal® Cancer de prostata

Nafarelina Synarel® Endometriosis
Prevencién y control de la polidipsia,

Desmopresina Minirin® poliuria y deshidratacién en pacientes con
diabetes insipida

Calcitonina Miacalcin® Osteoporosis post-menopausica

Dihidroergotamina Diergo-spray® Migrafia

Sumatriptan Imigran® Migrafia

Butorfanol Stadol NS® Dolor

Fentanilo Instanyl®, ecFent® Dolor

Estradiol Aerodiol® Terapia de reemplazo hormonal

Nicotina Nicotrol NS® Control fumadores

Oxitocina Syntocinon® Induccién al parto y estimulacién de la

lactancia

Cianocobalamina  Nascobal® Deficiencia de Vit B12

Vacuna de . X X
FluMist® Prevencion de gripe N1H1
Influenza

Tabla 1. Formulaciones comerciales de administracion
intranasal encontradas en el mercado farmacéutico humano
(Grassin-Delyle et al., 2012).

Como se mencion previamente, el uso de
la via intranasal en equinos es muy limitado.
Desde hace unos afios nuestro grupo de investiga-
cion se encuentra abocado al estudio de esta via de
administracién en equinos, habiéndose desarro-
llado diversas formulaciones experimentales de
butorfanol para administracion intranasal.

A la fecha hemos reportado que la admi-
nistracién intranasal es tolerada por los equinos;
no se observan muestras de rechazo ni irritacion
tras la administracion de 3 disparos consecutivos
de 200 ul de solucién fisiolégica o formulacion
experimental (Ferreira et al., 2015). Asimismo,
hemos reportado una biodisponibilidad cercana al
60 % para una formulacién intranasal de butor-
fanol desarrollada en nuestro laboratorio (Ferreira
et al., 2018).

Conclusiones

En conclusiéon, la via de administraciéon
intranasal es una alternativa valida de la via intra-
venosa para la administracion de farmacos en
equinos. Ademas de sus caracteristicas de practici-
dad, ausencia de dolor y abrasion de epitelios, la
presencia de un transporte directo al SNC, la con-
vierte en una importante herramienta terapéutica
para la administracion de farmacos de acci6n
central.
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Resumen

El uso de animales como reactivos biologicos para investigacion cientifica se ha justificado desde los inicios de la
civilizacion, cuando solo servian para satisfacer las necesidades del hombre. El concepto de reactivo biolégico ha cambiado
al cobrar relevancia el bienestar animal, una problematica especifica de la relacion humano-animal referida inicialmente a
los animales de produccién y que ha impactado en todos los usuarios de animales. Se logr6 avanzar en el conocimiento de
las especies, sus necesidades y en la comprension de su comportamiento. Con esta redefinicion del animal surge un nuevo
objeto de estudio para la ciencia: el estado del animal en sus intentos de lidiar con su entorno y de afrontar las demandas
del ambiente. Como consecuencia, se han realizado enriquecimientos del ambiente sin suficientes estudios previos llevando
a la obtencion de resultados erréneos. Por lo tanto, es imperativo trabajar con indicadores especificos de bienestar que
permitan diagnosticar y remediar las condiciones de pobre bienestar. Los animales provistos a los investigadores deberian
contar con certificaciones sobre la cepa, condiciones de crianza y, ademas, tipo y modalidad de enriquecimiento e
indicadores de bienestar animal antes de iniciar su utilizacién. En el futuro, el bienestar animal no solo debe estar en la nota
ética, sino que debe ser parte inexcusable de la seccion metodologica de los estudios experimentales.

Palabras clave
Animales de experimentacion, bienestar animal, enriquecimiento ambiental, sintiencia

Abstract

The use of animals for scientific research has been justified since the beginnings of civilization, when they were considered
as a biological reagent and only served to meet the needs of humans. This concept changed when ethical considerations
towards their use as experimental beings began to have greater relevance. The birth of animal welfare has impacted the
entire scientific community and all animal users, allowing a greater understanding of the needs and behavior of different
species. From this redefinition of the animal as a biological reagent a new object of study arises: the relationship of the
animal with its environment and its attempts to cope with the demands of the environment. Several attempts have been
made to enrich the environment of experimental animals in order to improve their welfare but often in a poorly studied
manner, and this has produced erroneous scientific results. Therefore, it is imperative to work with specific indicators of
well-being that diagnose and remedy poor welfare conditions, and accurately communicate the conditions of the groups
from which the statements are made. Thus, animals provided to researchers should be accompanied with certifications
about strain, breeding conditions, type of enrichment and animal welfare indicators, prior to their use. In the future, animal
welfare should not only be on the ethical note of experimental studies, but also be an indisputable part in the
methodological section.
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Animal welfare, environmental enrichment, experimental animals, sentience
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Introduccion

El uso de animales para investigacion, en
especial los criados en bioterios que se destinan
para esa finalidad exclusivamente, forma parte de
un entramado ideologico que se estructura en tor-
no a la nocién de que aquellos son un medio para
un fin. Idealmente, ese fin es un bien para otros
seres, los humanos fundamentalmente. Implica
una serie de resignificaciones que se equilibran en
la tension entre considerarlo similar al humano
(para que los resultados sean ttiles) y diferentes
del humano (para que su uso no genere contra-
dicciones éticas y morales) (De Mello, 2012).

El uso de animales en investigaciones es
una decision ética que tiene que ver con las
nociones del bien y del mal y, como tal, escapa a lo
que pueda construir el quehacer cientifico en
cuanto a afirmaciones. Asi, muchos de los linea-
mientos propuestos por las organizaciones cienti-
ficas invitan a preguntarse: étiene sentido este uso
que doy a los animales? (ASAB, 1986). Histoérica-
mente, esa decision ética se construyd con un
punto de inicio, difusamente reconocible, en la
época en que los animales eran considerados
maquinas; actitud que, desde un principio, encon-
tr6 opositores (De Mello, 2012).

No es un tema reciente que la sociedad se
plantee la cuestion ética en el uso de los animales
para investigaciéon. Desde un principio no se cont6
con la existencia de un criterio hegemonico. Entre
1903 y 1910, a raiz de una viviseccion realizada en
la Universidad de Londres por William Bayliss del
Departamento de Fisiologia, un grupo de protec-
cionistas contra el uso de animales iniciaron un
movimiento que pas6 a la historia como, entre
otros nombres, “los motines del perro marron”.
Tuvieron su momento de mayor exposicién cuan-
do el 10 de diciembre de 1907, manifestantes a
favor del uso de animales, se enfrentaron en el
centro de Londres con sufragistas, policias y sindi-
calistas, provocando disturbios y peleas callejeras
extendidas (Mason, 1997).

Como todo proceso histérico, cada etapa
es consecuencia de lo sucedido anteriormente. En
cierta forma, los resultados cientificos se vuelven
obsoletos apenas publicados y sientan las bases
para desarrollos que, partiendo de ellos, los tras-
ciendan.

Lo mismo ha ocurrido con los animales de
experimentacion; las propias investigaciones en los
que estos fueron utilizados acabaron por transfor-
mar nuestra concepciéon a una imagen diferente
del animal maquina. Parad6jicamente, a modo de
las demostraciones por el absurdo de las matemé-
ticas, considerar a los seres vivos como reactivos
biologicos, es parte de lo que nos lleva a negar que
sean exclusivamente reactivos. Parte de esa nega-
cion, produce en el campo cientifico el adveni-
miento de la ciencia del bienestar animal (Cardoso
& Almeida, 2014; Maschi, 2017).

El bienestar animal: generalidades vy
componentes

Esta tematica, relativamente nueva, ha
impactado de una u otra manera en todos los
usuarios de animales para investigaciéon de la co-
munidad cientifica, ya sea productores o investiga-
dores que los mantengan bajo experiencia. Esto ha
influido directa o indirectamente en las investiga-
ciones porque se ha avanzado mucho en el conoci-
miento de las especies y sus necesidades. Parte de
ese avance, es entender que un animal no es solo
su anatomia y su fisiologia sino también, y espe-
cialmente, su comportamiento. Es a partir de esta
redefinicion del animal que surge un nuevo objeto
de estudio para la ciencia: la relacion del animal
con su entorno y, a su vez, una nueva dimension
en la que se cuestiona no solo lo que se hace con él,
sino también coémo esta y siente en relaciéon con lo
que se le hace.

Es decir, como esta el animal en relaciéon
con sus intentos de afrontar las demandas del
ambiente y lidiar con él. Estos conceptos compo-
nen lo que se denomina bienestar animal (Broom,
2016).

Esta situacion dispara una serie de
interrogantes: ¢todos comprendemos las necesi-
dades de cada especie en particular?, y si nos
referimos a los mas utilizados como son los roedo-
res, ¢todas las cepas de ratas o ratones se
comportan igual?, ¢tienen todas las mismas
necesidades?, ¢se puede estandarizar una forma de
manejo para la mejora en su bienestar?, ¢cdmo
sabemos que hemos logrado esa mejora?, des
correcto preocuparse solamente por el bienestar
de los animales en produccién y no por los que
estan bajo experimentaciéon? y, por altimo, lo que
adquiere relevancia en este contexto dafecta los
resultados experimentales? (Maschi, 2017).

¢Por qué preocuparse por el bienestar?; si

no tenemos ninguna obligacién moral o ética hacia
los animales para brindarles bienestar, no hay
razdn entonces para considerar si este es bueno o
malo. Por otro lado, si tenemos obligaciones mora-
les, entonces debemos ser capaces de evaluar el
bienestar animal cuando trabajamos con ellos
(Singer, 2015).
Aceptamos aqui que tenemos esas obligaciones y
daremos un paso més. Al procurar bienestar a los
animales de investigacion, como en verdad esta-
mos teniéndolos en cuenta como lo que son y no
con una vision simplificada (el reactivo, la maqui-
na), mejoraremos nuestros resultados.

El bienestar animal tiene dos componen-
tes: fisico y del comportamiento. El primero se
manifiesta por un estado excelente de salud y el
segundo se manifiesta por el desarrollo comporta-
mental completo, especifico de especie o cepa
dada, junto con la ausencia de comportamientos
atipicos para la especie. El bienestar del comporta-
miento refleja el bienestar psicolégico, de manera
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que estos dos términos llegan a ser sin6nimos para
nuestro uso. Para crear un estado de bienestar,
cada animal necesita, entre otras cosas, un
ambiente social en el cual puede gozar de un
minimo de contactos basicos y de relaciones
sociales positivas. El comportamiento social per-
mite a los animales adaptarse a las condiciones de
alojamiento. Enjaular a los animales, solos, por
pareja o por grupos, deberia ser hecho de manera
de crear un ambiente estimulante apropiado para
cada especie (Hughes, 1976).

El término bienestar se confunde o aplica
como sindénimo de “estar bien” y viceversa, lo cual
no es correcto. El “estar bien” se relaciona con la
calidad de vida del animal en el corto plazo,
mientras que el bienestar esta referido al largo
plazo. Como ejemplo, para mejorar el bienestar de
un animal, puede ser necesario reducir temporal-
mente su “estar bien” con la préictica de una
vacunacion. Como resultado de la practica, el bie-
nestar aumentara debido a la reduccion del riesgo
para el animal de padecer una enfermedad, resul-
tando asi en una vida larga y de mejor calidad
(vida digna). El “estar bien” del animal al igual que
el bienestar deben ser siempre evaluados por la
persona responsable de su cuidado (De Grazia,
1996).

La Organizacion Mundial de la Salud
define salud como el “estado de completo bienestar
de un organismo vivo, tanto desde el punto de
vista mental como fisico y social”, y no solo se
refiere a la ausencia de enfermedad (OMS). Sin
embargo, la mayoria de los cientificos se refiere a
la salud animal como una condicién inferior al
bienestar ya que, por ejemplo, los animales pueden
estar perfectamente saludables pero aun asi tener
una pobre calidad de vida si se encuentran
alojados en ambientes incorrectos (Baumans,
2007).

Broom (1986) describe el bienestar animal
como "el estado en el cual se encuentra un animal
que trata de adaptarse a su ambiente". De esta
definicion se desprende que el bienestar de un
animal es seriamente afectado por una falla de
adaptacion, a pesar de cuanto haya hecho ese
individuo para lograrlo y qué tan bien o mal le
haya ido en ese proceso. Entre sus considerandos,
Broom destaca que: a) el bienestar es una
caracteristica de un animal y no algo que se le
otorga; b) puede variar desde muy pobre a muy
bueno; c¢) deberia poder medirse de una manera
cientifica, independientemente de las considera-
ciones éticas; d) las medidas de cuan dificil le ha
resultado a un individuo adaptarse dan una idea de
cudn pobre es su bienestar; €) el conocimiento de
las preferencias de un animal otorga una informa-
ciéon sumamente importante para lograr que tenga
un buen bienestar, por lo tanto las mediciones
directas de como se encuentra se deben utilizar
para mejorar el mismo.

Como los animales emplean muchas estra-
tegias para lograr adaptarse al medio, cuando
fallan en ese proceso, se producen consecuencias

que pueden ser medidas y que van a indicar que el
bienestar es pobre. Por ejemplo, el hecho de que
solo un parametro como el crecimiento sea
normal, no significa que el bienestar sea bueno; es
por eso que al existir variedades de estrategias y
resultados en el proceso de adaptacion, deben
medirse méis de un tipo de indicadores (Broom,
1986).

La Comision Brambell Rogers (1965) ade-
mas emitié6 un informe en el que se describieron
las "cinco libertades” de los animales domésticos y
que representan la capacidad de los mismos de
"darse vuelta, asearse, levantarse, acostarse y esti-
rarse”, facilmente.

Mas tarde, la World Veterinary Associa-
tion (1989) adoptd sus propias cinco libertades,
que se aplican a todas las especies y que estin
basadas en las del Britain's Farm Animal Welfare
Council (FAWC). Estas definen los estados ideales
para los animales e incluyen ser libres: 1) de
hambre, sed y malnutricién; 2) de incomodidad
fisica y dolor; 3) de sufrimiento, heridas y enfer-
medades; 4) de miedo y angustia prolongados; 5)
para expresar un comportamiento normal (Turner,
1999).

Existen otros marcos de referencia cuando
se habla de bienestar animal; sin embargo, aqui se
hara hincapié en “las cinco libertades” por ser el
concepto mas difundido y porque no es antagonis-
ta de los otros desarrollos, que son méas bien
propuestas que extienden y superan estos linea-
mientos. En cierta forma, las “cinco libertades”
aparecen como el minimo aceptable (Mellor,
2016).

Este marco general, entendido como un
conjunto de cinco grandes lineamientos, es
aplicable a todos los animales mantenidos en cau-
tiverio. Las primeras cuatro libertades se refieren a
experiencias aversivas. De todos modos, es posible
que un animal esté enfermo sin que €l lo perciba,
aunque podrian estar afectadas sus funciones
naturales. Por ejemplo, si una rata prefiada se
infecta con el virus Kilham, la infeccién no la
afectara directamente, aunque si atraviesa la
barrera placentaria, pueden producirse abortos o
malformaciones en los fetos (Baumans, 2007).

Asimismo, se debe tener en cuenta que si
un animal esta sufriendo, lo mas probable es que
no pueda sobreponerse a una situacion dificil
(Hawkins, 2002). Con buen alojamiento y buenas
practicas de manejo se minimizan las condiciones
que llevan al miedo y angustia entre los indivi-
duos. En ambos casos las funciones naturales del
animal estan comprometidas.

Si bien seria un tema de largo debate
cuestionar qué es el “comportamiento normal”,
(Segerdahl, 2007), los ambientes estériles en los
bioterios contribuyen a expresiones de “comporta-
mientos anormales” en la mayoria de las especies;
en cambio, los ambientes que simulan condiciones
naturales y/o promueven la expresiéon de compor-
tamientos tipicos de la especie, siempre seran
beneficiosos (Hau & Shapiro, 2007; ISAE, 2017).
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Se considera que las normas establecidas
desde hace 50 afios cumplen con los requeri-
mientos de alojamiento 6ptimo para los animales
de experimentacion. Muchas de las mejoras en las
condiciones de mantenimiento y las normas de
manejo fueron establecidas, primariamente, para
reducir las variables y optimizar la reproduci-
bilidad de los resultados experimentales (Lang &
Vessell, 1976). Durante la ultima década, los
esfuerzos fueron dirigidos a considerar las
necesidades sociales y de comportamiento de los
animales mantenidos en el laboratorio (Baumans,
2007).

Afios atrds, se aceptaba que conejos y
roedores de laboratorio tenian relativamente pocos
requerimientos, con excepcion de las necesidades
esenciales de alojamiento, manejo y nutricion. Se
hizo énfasis, entonces, sobre el control del ambien-
te, dejando de lado los otros aspectos. Algunos
criterios que se han usado para evaluar objeti-
vamente el bienestar son la ganancia de peso, el
comportamiento general y el peso de las glandulas
adrenales (Chamove, 1989).

Valoracion del estado de bienestar

Habiendo definido el concepto de bienes-
tar y su problemaética, es necesario evaluarlo y,
segin Sorensen (2007), la mejor forma de hacerlo
es siguiendo el método cientifico. La interpretaciéon
de mediciones realizadas va a depender de dos
tipos de enfoques: cientifico y filos6fico.

Segun el enfoque cientifico, si los valores
basicos obtenidos son objetivos, como lo es el buen
funcionamiento biol6gico o la posibilidad de que
los animales realicen comportamientos naturales,
esto puede ser medido a través de parametros re-
productivos, prevalencia de enfermedades, medi-
cion de niveles de cortisol y observacion de com-
portamientos estereotipados. Segin el enfoque
filoséfico, los valores bésicos obtenidos son de
naturaleza subjetiva y estdn relacionados con el
estado natural interno del animal, tales como
sentimientos y preferencias. Solamente sera posi-
ble evaluarlos a través de ciertos comportamientos
del animal, que nos daran una medida indirecta.
En la ultima década, se han desarrollado métodos
basados en las expresiones faciales y el desvio
cognitivo relacionado con los sentimientos, que
permiten inferir algunos estados internos (Lang-
ford et al., 2010; Mendl et al., 2009).

La evaluaciéon del estado de bienestar en
los animales se realiza a través de los llamados
indicadores de bienestar, empleando para ello el
monitoreo de comportamientos apropiados y
parametros fisiologicos. De esta manera se puede
decir que cada especie o cepa en cuestion tiene “un
apropiado bienestar”. Ese nivel hipotético de bie-
nestar ideal podria definirse como el estado de los
animales cuando se alcanzan las necesidades
nutricionales, de salud, medioambientales, com-
portamentales y mentales (Mellor & Reid, 1994).

Los tres componentes principales de un
estado ideal de bienestar son el estado fisico, el
psicoldgico y el fisiologico/bioquimico. El estado
fisico se caracteriza por un buen nivel de aptitud
fisica, sin incapacidades que puedan producir
incomodidad o miedo o que tengan un impacto en
dicha condici6n fisica y que produzcan temor. Los
indicadores observables de la condiciéon fisica de
un animal son, entre otros: la postura del cuerpo,
el pelaje, el peso y la presencia y severidad de
cojeras. El estado psicoldgico se caracteriza porque
el animal despliega un rango apropiado de com-
portamientos de acuerdo con lo que es conocido
para esa cepa o especie. Los indicadores de que
este estado se esta deteriorando son, entre otros, el
aumento de la agresi6on hacia sus companeros de
habitaculo, huidas o retiradas, desarrollo de este-
reotipias y ciertos cambios en el uso del enriqueci-
miento. El estado fisioldgico se caracteriza porque
los niveles de estrés o distrés no sobrepasan a los
que podrian ocurrir en el curso de interacciones
sociales normales. Los indicadores serian parame-
tros fisiologicos como frecuencia cardiaca, fre-
cuencia respiratoria y niveles de hormonas como
los corticosteroides los que no siempre indicarian
estrés significativo (Fraser, 2004).

Una buena eleccion de indicadores de
bienestar debe incluir la combinacién de los tres
estados mencionados, para permitir una correcta
evaluaciéon de interpretacion del estado de un
animal (Hawkins et al., 2011).

Dawkins (1990) propone que el bienestar
involucra los sentimientos subjetivos de los anima-
les y Duncan (1998) sostiene que el bienestar esta
gobernado por los sentimientos, los cuales debe-
rian medirse para asegurar el bienestar animal.

A lo que hacen referencia estos y otros
autores es a la sentience, traducido al espafol
como “sintiencia”, sensacién, sentimiento maés alla
de la percepcion mental (Chandrasekera, 2016).

El reconocimiento de la existencia de los
sentimientos en animales es entendido como la
capacidad de experimentar emociones tales como
alegria, placer, dolor y miedo. La capacidad de
sentir estados positivos y negativos es lo que
impulsa el movimiento cada vez mas importante
del bienestar y justifica la existencia de leyes de
proteccion animal (Proctor, 2012).

Los sentimientos en animales son dificiles
de medir, pero si se asume que un animal prefiere
vivir situaciones placenteras y evitar las negativas
o desagradables, se pueden estimar los sentimien-
tos midiendo las preferencias del animal (Soren-
sen, 2007).

Estos estados afectivos se entienden como
una adaptaciéon, orientada a evitar castigos y
obtener recompensas. Una de las formas en que
las emociones contribuyen al bienestar, y de hecho
a la organizaciéon del comportamiento, es priori-
zando acciones. Las conductas que no pueden
compararse por sus mecanismos o resultados
(como comer, refugiarse, buscar conespecificos,
etc.), si pueden serlo por las emociones o estados
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de 4nimo asociados con ellas. Entonces, un
comportamiento relacionado con lo social y otro
relacionado con lo alimentario, pueden comparar-
se sobre la base del estado de animo que producen
(Mendl & Paul, 2008; Mendl et al., 2010; Paul et
al., 2005).

Cuanto mas amplia sea la escala regulado-
ra de los mecanismos homeostaticos en términos
conductuales como fisiologicos, mejor estara ga-
rantizado el bienestar de los animales. Las condi-
ciones extremas, tales como las bajas temperaturas
ambientales, no afectaran al bienestar animal,
siempre que sean controlables por medio de algin
mecanismo como la construccion de nidos, el
metabolismo, el tiriteo, etc. Para saber hasta qué
punto el bienestar puede verse afectado por la
adaptacion a determinadas condiciones, debe co-
nocerse exhaustivamente la especie animal utili-
zada. Segtn la especie animal, los factores ambien-
tales tales como el tamafio y estructura de la jaula,
luz (intensidad, longitud de onda, fotoperiodo,
frecuencia de parpadeo), sonidos, ventilacion, etc.,
tienen idéntica importancia como la presencia o
ausencia de sus congéneres, su sexo y la prediccion
y control del medio ambiente (Morton, 1990).

Es inapropiado el uso del antropomorfis-
mo acritico en el juicio de la importancia relativa
de estos factores, puesto que las condiciones que
son adecuadas para conseguir el bienestar humano
no tienen por qué serlo también para los animales.
Esto es aplicable a la comparacion entre las dife-
rentes especies animales y entre las cepas de una
misma especie. Hay una serie de investigacio-nes
sobre el uso del antropomorfismo en el momento
de evaluar los animales en sus distintos aspectos
(antroponegacion y antropocentrismo animal cén-
trico, antropocéntrico y heuristico) que deben ser
tenidos en cuenta en el momento de analizar la
postura epistemo-metodologica de estas investiga-
ciones (De Waal, 1999).

Una forma de no adjudicar al animal
predilecciones humanas, es estudiar las preferen-
cias de un animal por ciertas condiciones ambien-
tales, utilizando para ello una prueba de preferen-
cia. Estos ensayos deben utilizarse con cuidado, ya
que solo aportan una idea de una eleccion o
preferencia determinada, en un instante dado, por
parte del animal. Una ponderacion entre el deseo
presente del animal y el conocimiento cientifico es
la que indicara cuales preferencias pueden benefi-
ciar al animal a largo plazo (van de Weerd, 1996).

Otra manera de abordar este tema es a
través de un sistema de puntuaciéon para medir los
signos de estrés o sufrimiento, basado en parame-
tros comportamentales y clinicos (Kohn et al.,
2007). Existen varios indicadores, tales como la
piloereccion, la reduccion de peso corporal, el in-
cremento de la frecuencia cardiaca, la produccion
de excretas diarreicas, etc. Cada uno de estos sis-
temas tiene como objetivo estimar el nivel de
sufrimiento basdndose en pardmetros clinicos,
fisioldgicos y conductuales. Aunque la mayoria de
estos parametros se puede determinar de forma

objetiva, la interpretacion de los mismos como
indicadores del bienestar es subjetiva (Young,
2003).

La toma de indicadores, ademas de permi-
tir la evaluacion de la relacion individuo-entorno,
en términos de bienestar animal, actia como diag-
nostico de la situaciéon para elaborar interven-
ciones, de las cuales la mas utilizada es el enrique-
cimiento ambiental (Olfert, 1998).

Enriquecimiento ambiental en animales
cautivos

El enriquecimiento ambiental, segtin New-
berry (1995), se caracteriza como una mejora en el
funcionamiento biolégico de los animales cautivos,
luego de haber introducido modificaciones en su
ambiente. La mejora del funcionamiento bioldgico
incluye el éxito de su vida reproductiva y aumento
de su eficacia biolégica inclusiva y las conse-
cuencias de esto en el mejoramiento de su salud.

En su mayoria, los animales de experi-
mentacién son sociables y se benefician de la
compaiiia de sus congéneres o del ser humano. Las
experiencias de un animal durante sus fases de
desarrollo determinan su comportamiento social.
Las condiciones de alojamiento en una instalacién
de crianza tendran un impacto sobre su bienestar
futuro. Se deben tener en cuenta las mismas consi-
deraciones sobre las necesidades sociales de los
animales, tanto como sobre los factores ambien-
tales (iluminacion, calefaccién, ventilacién, habita-
culos de contencién, etc.). En el caso de animales
alojados individualmente, la observacion diaria
provee una forma alternativa de contacto social
para el animal y usualmente facilita las manipula-
ciones, pues el animal se acostumbra a la presencia
del humano (Carlson, 2017; CONADEA, 2016).

Para que los enriquecimientos en términos
de intervencién sean efectivos, deben realizarse
teniendo en cuenta la biologia de la especie. En
todos los casos, es relevante tener en cuenta, como
punto de partida, las caracteristicas de la cepa
ancestral silvestre de la que derivan los animales
domésticos. Los ratones silvestres muestran una
variacion poblacional ritmica, aumentando hasta
cierto nivel 6ptimo, seguido de una declinacién
rapida, para llegar a un nivel 6ptimo nuevamente
(Baumans et al., 2007).

En la mayoria de los laboratorios, después
del destete, los ratones se alojan juntos en grupos
de un mismo sexo. Aunque esto no es lo que
ocurre con la especie silvestre original, los machos
formaran jerarquias, proceso durante el cual pue-
de haber peleas, estrés y heridas. Estas variantes
de agresion difieren marcadamente entre las dis-
tintas cepas de laboratorio (Nevison, 1999).

Cuando los animales entran en contacto,
comienza un periodo inicial durante el cual esta-
blecen sus relaciones sociales (rango de predomi-
nio, etc.) y se pueden producir interacciones agre-
sivas. Sin embargo, cuando las condiciones son

ANALECTA VET 39(1), 2019

e 2



Maschi et al.

favorables, la organizacion social se estabiliza y las
interacciones estaran basadas més sobre la evasion
o la amenaza que sobre el contacto. Si su rutina
diaria se desorganiza, si se limitan recursos tales
como los alimentos o los espacios de descanso o si
los animales estan mal agrupados, la jerarquia es
perturbada y aumenta la cantidad de interacciones
agresivas (van Loo et al, 2001).

El bienestar del animal estd amenazado en
el aspecto social cuando: a) el espacio es insufi-
ciente para mantener una distancia adecuada para
el comportamiento; b) los espacios de alimenta-
cion y de descanso para todos los individuos son
insuficientes o la alimentacion y el descanso no se
pueden realizar concurrentemente; c) los reagru-
pamientos son tan frecuentes que los animales
experimentan repetidamente el proceso de estabi-
lizaci6n; d) el tamafio de los grupos no es apropia-
do para las especies. Estos conceptos cuestionan
las practicas intensivas de confinamiento que im-
piden a los animales ejercer sus actividades socia-
les y de comportamiento especificas de especie
(Tkemoto & Panksepp, 1992).

Ademaés de su espacio minimo de descan-
so, los animales necesitan también lo que se deno-
mina espacio secundario, que les permite libertad
de movimiento. Se debe evitar alojar animales in-
dividualmente, a menos que sea necesario por ra-
zones de salud, de agresion o de investigacion. Una
excepcion importante es el momento del parto,
cuando las hembras deben tener sus espacios pro-
pios. Los animales alojados solos deben tener
algin grado de contacto social con otros de su
especie, permitiéndoseles establecer contacto vi-
sual. El contacto olfativo y auditivo con otros
animales es también deseable (Olfert, et al., 1998).

Beaver (1989) sugiere cinco factores en
particular que pueden contribuir al enriqueci-
miento ambiental: el enriquecimiento del compor-
tamiento, la presencia de congéneres sociales, la
existencia de dispositivos fisicos, las actividades de
busqueda de alimentos y el control del ambiente.
Algunos de estos factores se discuten mas ade-
lante.

Baumans (2007) y Berdoy (2003), sostie-
nen que los roedores mantienen una vida parcial-
mente adaptada a la cautividad, pero atn revelan
similitudes con sus contrapartes silvestres. Por
esta razon, el medio ambiente del animal de
laboratorio deberia acomodarse a las necesidades
comportamentales y fisioldgicas innatas.

Por ejemplo, los roedores son muy suscep-
tibles a los predadores y muestran fuertes respues-
tas de miedo en situaciones no familiares y cuando
no pueden hallar refugio. Muestran tendencia a
huir, a morder cuando son manipulados o a que-
darse totalmente inmoviles. El animal deberia
poder sentirse seguro en un ambiente amenazante
que pudiera controlar (Poole, 1998).

Segin  Young (2003), para mejorar el
bienestar de los animales y enriquecer el ambiente
se emplean diferentes métodos que incluyen desde

la mejora en la convivencia social hasta la presen-
cia de elementos estiticos como los juguetes.
También se considera como enriquecimiento am-
biental el entrenamiento de los animales (West-
lund, 2014).

La implementacién de un enriquecimiento
ambiental especifico debe considerar los siguientes
principios: 1) mejorar la calidad del cautiverio de
manera que el animal tenga una eleccién mayor de
actividades y controles sobre el ambiente social y
espacial; 2) aumentar la diversidad comportamen-
tal; 3) reducir la frecuencia de comportamientos
anormales; 4) incrementar la utilizacién positiva
del ambiente; 5) aumentar la habilidad del animal
para que pueda adaptarse a los desafios (New-
berry, 1995; Stauffacher, 1995; Young, 2003).

Segtin Poole (1998) los animales tienen
necesidades fisioldgicas y comportamentales. En-
tre las fisiologicas se incluyen beber, comer, dor-
mir y refugiarse. Entre las comportamentales se
incluyen pautas tales como las de comportamiento
social, exploracion, forrajeo, acicalado, excavacion,
construccién de nidos, busqueda de refugio y
roedura, fundamentales para el mantenimiento
fisioldgico normal y psicolégico. Estos comporta-
mientos se consideran innatos y se realizan con
independencia de sus efectos.

Esta reconocido por varios autores, que la
interaccion social con los congéneres es un factor
de bienestar deseable y esencial para los animales
de laboratorio. Los ratones alojados juntos debe-
rian ser companeros de camada; sin embargo, esto
no siempre es posible debido a los disefios experi-
mentales y tamafio de las cajas. Lo importante es
que el grupo debe ser estable y armonioso (Love
1994; Morton et al., 1993; Stauffacher, 1997a),
aunque esto implique disponer de barreras visua-
les o refugios para ocultarse y evitar las agresiones
(Stauffacher 1997b; van de Weerd & Baumans
1995; van Loo et al., 2002). La presencia de un
conespecifico, para un animal social, es el factor de
enriquecimiento més estimulante. Mientras que
los objetos de enriquecimiento son elementos
estaticos y de interés solo para una actividad espe-
cifica, un compafiero social siempre crea nuevas e
impredecibles situaciones ante las cuales el animal
debe reaccionar. Este tipo de enriquecimiento
incrementa los comportamientos de alerta y explo-
racion, los mantiene ocupados y les provee, ade-
mas, alguna sensacion de seguridad (Stauffacher,
2000). Incluso el contacto con humanos (técnicos
y cuidadores), en el manejo diario y en el entrena-
miento y sociabilizacion, beneficia al animal y a los
resultados de los experimentos debido a que los
estimula cognitivamente y permite una interaccion
mas colaborativa con los investigadores (Baumans,
2007; Shepherdson, 1998; van de Weerd & Bau-
mans, 1995).

De lo expuesto, se deduce la importancia
de incorporar como enriquecimiento social el
alojamiento de a trios y ambos sexos en los ratones
y, como enriquecimientos fisicos, uno del tipo
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refugio y otro del tipo juguete para que puedan
refugiarse y roer un objeto. El término juguete
(una antropomorfizaciéon) es una generalizacion
para muchos objetos. Elementos como cadenas,
trapos, bloques de madera o de goma, tubos
plasticos, pelotas, etc. son empleados para este
tipo de enriquecimiento. La motivacién subyacente
es el juego. Algunos son de méas valor funcional
para ciertos animales que para otros y puede haber
diferencias en los miembros de un grupo respecto
de esta valoracion (Held & Spinka, 2001; New-
berry 1995).

El enriquecimiento fisico incluye recintos
complejos y estimulos sensoriales y nutricionales.
La estructuracién del ambiente de la caja es més
beneficiosa que la provisién de una gran superfi-
cie. Salvo para la actividad locomotora, los anima-
les no usan ese espacio, en cambio si emplean
recursos y estructuras internas del &area para
comportamientos especificos. La mayoria de los
roedores dividen su espacio de vivienda en areas
separadas para alimentarse, descansar y excretar.
Tales divisiones también permiten a los animales
controlar su ambiente, incluso los niveles de ilumi-
nacion. Estas divisiones pueden ser facilitadas por
estructuras internas en la caja: tubos, estantes,
cajas y material para nido, plataformas, etc., las
que permiten crear areas de escondite y oculta-
miento (Stauffacher, 1997a; Townsend, 1997).

El desarrollo de protocolos para normati-
vizar este tipo de intervenciones estd mostrando
un fuerte impacto sobre los resultados de las
investigaciones (Slater & Cao, 2015).

Discusion y conclusiones

Hasta aqui, solo hemos introducido las
modificaciones que este enfoque produce en
nuestra vision del animal utilizado en investiga-
cion. Cuando a partir de esta vision se redisenan
las experiencias, ¢se produce un cambio?, éo solo
es lo mismo de siempre pero con un lenguaje mas
filoséfico y politicamente correcto?

Estas no son solo preguntas de relevancia
tedrica. Si disenar las investigaciones teniendo en
cuenta el bienestar animal produce distintos resul-
tados, entonces todos los resultados obtenidos a
partir del reactivo biolégico pierden generalidad,
es decir solo seran validos para las condiciones de
bienestar en que se obtuvieron. Si estas condicio-
nes de bienestar son tales que aplican a cualquier
conjunto de variables ambientales, nada cambia,
aunque, a priori, no se puede presuponer que lo
sean.

No importa qué tan probable sea esta dis-
crepancia entre las investigaciones que tuvieron en
cuenta el bienestar animal y las que no. El impacto
del cambio de punto de vista es sumamente
relevante, al menos de dos formas. Por un lado,
nos lleva a formular las hipdtesis no para el ani-
mal-reactivo, uniforme, controlado por las condi-

ciones del ambiente, sino para uno proactivo, con
conductas intrinsecamente motivadas con una
dindmica histérica y con sintiencia. Por otro lado,
deberiamos realizar investigaciones especificas (o
agregar objetivos a las no especificas) sobre como
influye en los resultados este cambio de
paradigma.

Por ejemplo, cuando se comparan los
comportamientos de cepas de ratones de experi-
mentacién endocriados y exocriados, sometidos a
un ensayo de campo abierto en el que se pueden
evaluar diferentes conductas, y que han sido cria-
dos en un ambiente con distintos tipos de enrique-
cimiento ambiental, versus una crianza estandar
(sin enriquecimiento), se observa que la variacion
de las conductas de una y otra cepa para los distin-
tos comportamientos, es menor en los grupos
criados con enriquecimiento que en los que no lo
tienen. Esto nos permite sugerir que el enrique-
cimiento no suma una variable mas que pudiera
alterar los resultados de un ensayo. Ademas, las
respuestas son diferentes segtin el tipo de enrique-
cimiento realizado. En los grupos con enrique-
cimiento del ambiente se evidencia menor frecuen-
cia de manifestacion de algunas conductas, compa-
rado con los grupos control, resultando en una
mejor adaptaciéon a la nueva situacion (Maschi,
2017).

Los ratones criados con distintos enrique-
cimientos actian produciendo pautas de compor-
tamiento diferentes, dependiendo si pertenecen a
una cepa endocriada o a una linea exogdmica; en
algunos, provocan que se manifiesten, con mayor
frecuencia, algunas conductas mientras que, en
otros, disminuyen (Lang & Vessell, 1976; Maschi,
2017).

Por lo tanto, antes de implementar un pro-
grama de enriquecimiento ambiental, deben eva-
luarse las diferentes posibilidades de modificacion
del microambiente para cada cepa o stock en
particular, dado que, si bien el enriquecimiento
genera conductas y beneficia el bienestar de los
animales, los comportamientos resultantes son
diferentes para cada modelo de ratén.

Surge entonces la necesidad de elaborar
indicadores especificos del bienestar para animales
usados en investigacion, que permitan por un lado
identificar y remediar las condiciones de pobre
bienestar, y por otro, comunicar con precision las
condiciones de los grupos a partir de los cuales se
hacen las investigaciones.

Los animales que se proveen a los investi-
gadores deberdn no solo ser acompanados con
certificaciones sobre la cepa y condiciones de cri-
anza, sino también sobre el tipo y modalidad de
enriquecimiento y los indicadores de bienestar
animal al momento de iniciar su utilizacion.

Se puede aseverar que esta cambiando la
definicion de animal: ya no solo es una anatomia y
una fisiologia sino también, y tal vez con mayor
importancia, un comportamiento y una sintiencia.
Esto equivale a decir que, en el futuro, el bienestar
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animal no solo debe estar en la nota ética, sino que
debe ser definitivamente parte inexcusable de la
seccion metodologica de los estudios experimen-
tales.
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Resumen

La mieloencefalitis equina por protozoos (EPM) es causada por Sarcocystis neurona y genera importantes pérdidas
econdmicas. En Argentina, se han detectado anticuerpos contra este protozoo, pero no se han reportado casos
clinicos. Una yegua de 12 afios, de la provincia de Buenos Aires present6 marcha asincroénica y arpeo bilateral. El
animal fue tratado con fenitoina, vitamina B1, AINEs y tenectomia. El cuadro clinico fue progresivo con depresion,
paralisis facial, atrofia de los musculos del dorso, lomo y miembros pelvianos, dismetria e inestabilidad de la marcha,
temblores generalizados y tetraparesia, por lo que se decidi la eutanasia. Se observaron lesiones microscopicas en el
talamo, el metencéfalo y la médula espinal, y consistieron en pequenos focos multiples hemorragicos y focos de
inflamacién crénica. La inmunohistoquimica realizada en muestras de cerebro y médula espinal revel6 la presencia
de merontes y merozoitos de S. neurona. Mediante PCR-RFLP se observ6 un patrén de restriccion especifico de S.
neurona en muestras de cerebro. La deteccidon de anticuerpos contra S. neurona en caballos, la abundancia de
comadrejas y la confirmacion especifica en este caso, sugieren que la enfermedad puede estar extendida en nuestro
medio. Esta es la primera descripcion de un caso de EPM en Argentina, confirmado mediante estudios
histopatoldgicos, inmunohistoquimicos y moleculares.

Palabras clave
Sarcocystis neurona, EPM, diagnosis, Argentina

Abstract

Equine protozoal myeloencephalitis (EPM) is mainly caused by Sarcocystis neurona and generates significant
economic losses. In Argentina, antibodies to this protozoan have been detected but no clinical cases have been
reported. A 12-year-old mare, from Buenos Aires Province, presented asynchronous walking and bilateral stringhalt.
The animal was treated with phenytoin, vitamin B1, non-steroid antiinflammatory drugs and subsequent tenectomy.
Clinical outcome progressed to depression, facial paralysis, atrophy of the muscles of the back, loin and pelvic limbs,
dysmetria and gait instability, generalized tremors and tetraparesis. Euthanasia was decided based on clinical
progression and lack of response to treatment. Microscopic lesions were observed in thalamus, metencephalon and
spinal cord, and consisted in small hemorrhagic multiple foci and small foci of chronic inflammation.
Immunohistochemical analysis revealed the presence of intracellular S. neurona meronts and free merozoites in
brain and spinal cord samples. The PCR-RFLP analysis showed a specific S. neurona restriction pattern in brain
samples. Previous detection of antibodies to S. neurona in horses, the abundance of opossums in the region and the
specific confirmation in this case, suggest that the disease may be widespread in Argentina. This is the first EPM case
report in Argentina, confirmed by histopathologic, immunohistochemical and molecular studies.
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Introduccion

La mieloencefalitis equina por protozoos
(sigla en inglés EPM = equine protozoal myeloen-
cephalitis) es una enfermedad causada, principal-
mente, por Sarcocystis neurona, que genera
pérdidas econdmicas significativas en la produc-
cién equina (Dubey et al., 2001). Los protozoarios
apicomplexa del género Sarcocystis se caracteri-
zan por presentar ciclos indirectos del tipo
predador-presa, con formaciéon de quistes muscu-
lares en los hospedadores intermediarios y multi-
plicacion sexual y produccion de esporocistos
infectantes en el intestino de los hospedadores
definitivos (Dubey et al., 2001). La distribucién de
EPM causada por S. neurona esti restringida al
continente americano, siguiendo la distribucién de
los huéspedes definitivos, las comadrejas Didel-
phis albiventris y Didelphis virginiana (Dubey et
al., 2000; Fenger et al., 1995). Neospora caninum
y Neospora hughesi son otros protozoarios
formadores de quistes tisulares, reportados ocasio-
nalmente como agentes causantes de EPM (Dubey
et al., 2001; Hamir et al., 1998).

La EPM se caracteriza por presentar sig-
nos neuroldgicos relacionados con lesiones multi-
focales del sistema nervioso central, siendo la
atrofia muscular y las dificultades en la marcha los
signos mas relevantes. Los métodos serolégicos
(principalmente inmunoblot y ELISA) son los
recomendados para el diagnéstico in vivo, mien-
tras que la histopatologia, la inmunohistoquimica
(IHQ) y la reaccion en cadena de la polimerasa
seguida de andlisis de fragmentos de restriccion
(PCR-RFLP) son algunos de los métodos recomen-
dados para el diagnostico post mortem (Dubey et
al., 2001; Tanhauser et al., 1999; Yeargan & Howe
2011). En Argentina, se detectaron anticuerpos
contra S. neurona en el 26 % de 640 equinos
muestreados, observandose una seroprevalencia
mayor en equinos con signos neuroldgicos que en
animales asintomaéticos (39,2 % versus 22,1 %); sin
embargo, no se han descripto y confirmado casos
clinicos mediante estudios post mortem (Moré et
al., 2014). En estudios realizados sobre muestras
de equinos asintomaticos, no se han detectado
anticuerpos contra especies de Neospora o se
detectaron en niveles bajos (Dubey et al., 1999;
Rojas et al., 2016).

La comadreja overa (D. albiventris) tiene
una amplia distribucién en la mayoria de las zonas
rurales y areas suburbanas de nuestro pais. Sin
embargo, los intentos de aislar S. neurona de
materia fecal o intestino de comadrejas de Argen-
tina dieron como resultado la identificacion de
otras especies de Sarcocystis (Dubey et al., 2000;
Dubey et al., 1999).

El objetivo de esta comunicaciéon fue des-
cribir un caso de EPM causado por S. neurona en
un equino argentino, confirmado mediante méto-
dos histopatolégicos, inmunohistoquimicos y
moleculares.

Presentacion del caso

Una yegua de 12 afios, cruza, nacida y
criada en un haras del partido de Canuelas,
provincia de Buenos Aires, Argentina, presento
marcha asincrénica progresiva, por lo que los
médicos veterinarios del establecimiento instaura-
ron un tratamiento sintomatico con fenilbutazona
(0,1 mg/Kg) v 3 g/dia de vitamina B1, durante 15
dias, sin resultados positivos. Posteriormente, la
yegua mostr6é arpeo bilateral, dismetria e inesta-
bilidad en la marcha, por lo que se decidi6 admi-
nistrar la droga anticonvulsiva fenitoina (15 g/dia)
durante 75 dias. También se efectud la tenectomia
del musculo extensor digital lateral de los miem-
bros pelvianos, como tratamiento paliativo ante la
sospecha de una intoxicacién por ingestién de
achicoria amarilla o diente de ledbn (Hypochoeris
radicata) (Torre, 2005), lo que produjo una mejo-
ria leve en la marcha. A pesar del tratamiento, el
cuadro clinico fue progresivo con depresién, res-
puesta deficiente a los estimulos, paralisis facial
(ptosis auricular, palpebral, nasal y labial) y atrofia
del misculo masetero. Ademas, present6 atrofia
grave de los musculos del dorso, lomo y miembros
pelvianos, temblores generalizados, arrastre seve-
ro de los cascos y tetraparesia. Se formul6 un
diagnostico clinico de mieloencefalitis multifocal.
Debido a la severidad e irreversibilidad del cuadro
clinico y a la falta de respuesta a los tratamientos,
se decidi6 la eutanasia (sedaci6n: acepromacina
0,05 mg/kpv y xilacina 1,1 mg/kpv; anestesia:
ketamina 3,5 mg/kpv y por ultimo 100 ml de
clorhidrato de procaina al 60 % endovenoso ra-
pido), cinco meses después del inicio de los signos
clinicos.

En la necropsia no se observaron lesiones
en el sistema nervioso central ni en otros 6rganos.
Se recolectaron muestras representativas de cere-
bro y médula espinal y se fijaron en formol tampo-
nado al 10 % para estudios histopatologicos y se
congelaron a -20 °C para estudios moleculares.

Las muestras para histopatologia se proce-
saron mediante técnicas de rutina y las secciones
de tejido se tifieron con hematoxilina y eosina. Las
lesiones, en el tdlamo y el metencéfalo, consistie-
ron en miultiples y pequeiios focos hemorragicos y
pequenos focos de inflamacién crénica conforma-
dos, principalmente, por histiocitos y ocasionales
células multinucleadas y células espumosas (gitter
cells). En la médula espinal se observaron necrosis
neuronal, satelitosis, infiltrados mononucleares
perivasculares, tumefaccién endotelial y &reas
dispersas de degeneraci6n axonal.

La reaccion de inmunohistoquimica se
llev6 a cabo con una técnica comercial basada en la
uni6on de estreptavidina y biotina (LSAB, Dako
Cytomation, Carpinteria, USA) utilizando un suero
policlonal anti-S. neurona producido en conejo
como anticuerpo primario, proporcionado, gentil-
mente, por el Dr. J. P. Dubey (Animal Parasitic
Disease Laboratory, U.S. Department of
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Agriculture, Beltsville, USA). Mediante este estu-
dio se revel6 la presencia de merontes intracelu-
lares de S. neurona y merozoitos libres en
muestras de cerebro y médula espinal (Fig. 1).

A L’ 10um L o

Figura 1. Fotomicrografias que muestran el resultado positivo
de la inmunohistoquimica (LSAB, Dako Cytomation) para S.
neurona en muestras de médula espinal (A) y cerebro (B). Se
marcan especificamente (color pardo) merozoitos y merontes
de S. neurona (flechas).

El ADN se extrajo a partir de 50 mg de
cada tejido congelado utilizando un kit comercial
(Wizard® Genomic DNA Purification Kit,
Promega), procediendo de acuerdo con las instruc-
ciones del fabricante e incubando la digestion con
proteinasa K a 55 °C durante toda la noche. Se
amplific6 el ADN mediante dos técnicas de PCR y
se procedio6 al corte del amplificado con enzimas de
restriccion acorde protocolos descriptos previa-
mente (Tanhauser et al., 1999). Se observé un
patron de restriccion especifico de S. neurona en
muestras de cerebro mediante PCR-RFLP utilizan-
do los primers JNB33-JNB54 digeridos con HinfI
y Dral (37 °C, 1 h), y los primers JNB25-JD396
digeridos con Hinfl y HindIII (37 °C, 1 h 30 min)
(Fig. 2). El ADN del control positivo fue proporcio-
nado gentilmente por el Dr. D. Howe (Department
of Veterinary Science, Gluck Equine Research
Center, University of Kentucky, USA).

Sobre la base de todos los resultados antes
expuestos, se formul6 un diagnoéstico de mieloen-
cefalitis producida por Sarcocystis neurona.

Figura 2. Patron de restriccion del fragmento amplificado
mediante los primers JNB25-JD396 mediante la enzima HinfT.
Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %, tinciéon con SYBRsafe y
observacion en transiluminador de luz azul (Invitrogen, USA).
Referencias: 1= SNC del equino; 2= control negativo; 3= ADN
S. neurona (control positivo); 4= Marcador de peso molecular,
Cienmarker (Biodymamics, Argentina).

Discusion y conclusiones

La presente comunicacion describe un
caso clinico con una progresion de los signos y con
lesiones similares a las informadas previamente en
otros casos de EPM (Dubey et al., 2001). Ademas,
se confirmo la presencia de S. neurona en el tejido
nervioso afectado mediante métodos inmunohisto-
quimicos y moleculares. Los tratamientos aplica-
dos por los veterinarios actuantes en este caso
fueron los usuales en el manejo general de los
trastornos neurologicos, pero no mostraron
ningin efecto sobre la infeccién por S. neurona.
Mackay (2006) informé que el tratamiento
especifico con sulfadiazina-pirimetamina o pona-
zuril podria producir una mejoria en el 60 % de los
casos. Por lo tanto, la aplicaciéon de estos medica-
mentos podria tenerse en cuenta para tratar las
etapas tempranas de trastornos neurologicos en
casos similares. Estos medicamentos también po-
drian ayudar en la orientaciéon del diagnostico de
EPM basado en la respuesta al tratamiento (Dubey
et al., 2001).

La falta de lesiones macroscopicas en el
presente caso podria deberse a una etapa cronica
de EPM, lo que estaria de acuerdo con el curso
clinico y confirmado por el estudio histopatol6-
gico. La mayoria de los casos de EPM reportados
se corresponden con enfermedad aguda, mostran-
do hemorragia severa y lesiones principalmente en
la médula espinal y en las meninges (Boy et al.,
1990; Dubey et al., 2001). En el presente estudio,
las lesiones microscopicas consistieron en peque-
flos y multiples focos de hemorragias e inflama-
cion cronica en el tdlamo, el metencéfalo y la
médula espinal. Ademas, la presencia de S.
neurona en estos tejidos se identifico mediante
inmunohistoquimica y PCR-RFLP, lo que se indica

.
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para confirmar la etiologia de EPM (Boy et al.,
1990; Dubey et al, 2001; Hamir et al., 1993).
Lamentablemente, no se conservaron muestras de
suero de este animal para realizar estudios sero-
l6gicos que complementaran el diagnéstico.

Diferentes cepas o aislamientos de S.
neurona evidencian diferentes antigenos de super-
ficie que podrian ser causas de diferencias en el
desarrollo de los casos clinicos, como asi también
influir en el diagnoéstico serologico y molecular
(Howe et al., 2008). Teniendo esto en cuenta, se
llevara a cabo una caracterizacion molecular adi-
cional de S. neurona en las muestras de este caso,
asi como de otras que contengan ADN de S.
neurona, para identificar las variantes genotipicas
circulantes y ampliar la comprension de aspectos
epidemiologicos de la EPM en Argentina.

La deteccién previa de anticuerpos contra
S. neurona en caballos, la abundancia de coma-
drejas (Didelphis albiventris) en el medio y la
confirmacioén especifica en este caso, sugieren que
la enfermedad puede estar muy extendida en
Argentina. Esta es la primera descripcion de un
caso de EPM en Argentina, confirmado mediante
estudios histopatoldgicos, inmunohistoquimicos y
moleculares. La confirmaciéon del diagnostico de
esta enfermedad en nuestro medio sirve de alerta a
los veterinarios para que incluyan a la EPM entre
los diagnosticos diferenciales ante trastornos
neuroldgicos en equinos.
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La primera pagina contendri el titulo del
trabajo en dos idiomas, los nombres de autores/as,
su respectiva filiacion/lugar de trabajo, los datos
completos de quien remite el trabajo y constituya el
contacto y el titulo abreviado del trabajo. Se deberan
consignar, en lo posible, direcciones de correo oficial

(institucional). De ser necesario, esta pagina podra
sobrepasar la extension de la hoja A4. A continua-
cion, 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 filiacién institucional. A continuacion del
superindice, alentamos la inclusiéon del codigo de
identificacion ORCID (del inglés: Open Researcher
and Contributor ID), que en el articulo definitivo
constituira un icono con hipervinculo (ver ejemplo
de primera pagina mas adelante). El autor o la
autora de contacto seran identificados con un
asterisco.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Ejemplo de primera pagina

Titulo completo en el idioma del
trabajo

Titulo en el segundo idioma

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

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

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

Titulo abreviado

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

1.2.2. Paginas segunda y tercera: contendran
los 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, la bibliografia y
las leyendas para las figuras.

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

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

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

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

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

Ejemplo:

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

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

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

Formato de las citas en el texto

Se consignaré, entre paréntesis, en color de
fuente azul (incluidos los paréntesis): el apellido del/
la primer/a autor/a (seguido de la expresion et al., si
se trata de mas de dos autores/as) y el afio 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,
segun el formato que se muestra a continuacion:

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

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

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

Libros

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

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

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

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

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

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

Restimenes de presentaciones en reuniones cienti-

ficas

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

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

Tesis de maestria o doctorado y trabajos finales de
especializacion

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

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

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

Libros electrénicos de acceso libre en internet

Autores/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 electréonico]. Amsterdam,
Elsevier. Disponible en: https://goo.gl/NFIeWT
[Consultado 01/06/2017].

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

Pagina web/Website

Autores/as. Afio de publicacién. 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 teéricos en que se enmarca y los
objetivos y podran incluirse hipotesis de trabajo),
Métodos, Resultados (presentacion y analisis),
Discusién y conclusiones, y Proyeccion de 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 péginas 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 actualizaciéon de un tema relevante y
que incluyen la discusion critica del estado del
conocimiento. Constan de una breve Introduccion
(en la que se explica el interés del tema o el motivo
de la revision), Subtitulos (los que resulten apropia-
dos al tema en cuestion) y Discusiéon y conclusiones.
Tendran, como minimo, 40 referencias bibliogra-
ficas.

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

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

- Resiimenes de presentaciones en reuniones
cientificas. El envio 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 publicardn 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 espe-
cificas 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 in-
telectual para reproducir figuras o tablas que han
sido publicadas en otro sitio. Las ilustraciones deben
tener un contraste adecuado. Deberan ser enviadas
separadas del texto y en formato TIFF.

Las figuras correspondientes a iméagenes
microscopicas capturadas a partir de camaras de
video o fotograficas montadas sobre el microscopio y
aquellas escaneadas a partir de fotografias, deberan
tener una resolucion final minima de 300 dpi.
Estas imagenes deberan contener una barra de
calibracién que indique la magnificacion 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 tamano de letras y
naimeros incluidos en las figuras debera ser el
adecuado para que conserve la legibilidad, atin luego
de la reduccién de tamafno. Las leyendas para las
figuras deberan constituir una descripcién precisa
del contenido de las figuras y mencionar las técnicas
cuyos resultados alli se muestran. Todos los textos
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que contengan las figuras (incluidas las leyendas)
deberan resultar accesibles para la correccion.

2.2 Tablas

Las tablas se disefiardn 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 y formato reproducible mediante herra-
mientas y programas gratuitos (PDF, SWF, MP4,
MOV, XLS, XLSX). Los datos del material comple-
mentario (nombre del archivo, formato y extension,
titulo de los datos presentados y descripcion de los
datos) constaran en el apartado “Leyendas para las
figuras”.

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

ANALECTA VETERINARIA recibe trabajos para
su 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 en:

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

Se consignaran el idioma del envio y la
seccion a la que corresponde y se leeran, cumpliran
y tildaran los REQUISITOS DE ENVIO. Entre ellos,
se establece la obligatoriedad de 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 presentaciéon se incluirain nombres de
potenciales evaluadores/as, que en ningGn caso

podran haber sido coautores/as de ningtin/a autor/
a, al menos en los ultimos cinco afios, ni miembros
actuales de la misma instituciéon. Estos datos son
recibidos en calidad de sugerencia y no generan
ningdin 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 profesién de manera independiente o
privada consignaran una direccion activa de correo
electrénico.

Revision

El Consejo Editorial evaluara la pertinencia
del trabajo, segtin 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
evaluacién externa

-estructura gramatical del idioma del tra-
bajo

-adecuacién a las normas editoriales (inclu-
ida 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 en el plazo pautado, el
sistema emitira respuesta de “rechazo”, lo que no
obsta para la realizaciéon de un nuevo envio.

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

Cuando se encuentren disponibles los resul-
tados de la evaluacion, se iniciara un hilo de discu-
sién en el sitio del envio. Se deberan responder los
comentarios y las sugerencias de los/as evaluadores/
as, punto por punto, en un documento aparte (ade-
més de la nueva version del trabajo), titulado:
“Respuestas al Consejo Editorial”, que pueda leerse
e interpretarse de manera independiente de la nueva
version del trabajo. Los trabajos que sean reenviados
maés de una vez, o después de cuatro meses desde la
decision inicial, seran considerados como un nuevo
envio. Todos los cambios realizados en el nuevo
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 otorgue crédito por la autoria, pero no permite
cambiarlas de forma alguna ni usarlas comercial-
mente.
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INFORMATION FOR AUTHORS

Editorial policy and general terms

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

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

Language

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

Originality

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

Standards of ethics

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

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

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

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

Types of articles for publication

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

Instructions for the preparation of
the article

General characteristics

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

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

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

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

Original for publication (general)

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

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

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

1- Main document

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

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

1.2. Other characteristics common to all type
of articles

1.2.1. First page

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Full title in the language of work

Title in the second language

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

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

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

Running title

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Example:

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

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

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

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

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

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

Authors could also have chosen to express:

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

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

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

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

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

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

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

Format of references in the Bibliography
(list of references)

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

Articles in journals

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

Rensetti D, Marin M, Quintana S, Moran P, Verna A,
Odeén A, Pérez S. 2016. Involvement of tolllike
receptors 3 and 7/8 in the neuropathogenesis of
bovine herpesvirus types 1 and 5. Research in
Veterinary Science. 107:1-7.
do0i:10.1016/j.rvsc.2016.04.009

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

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

Books

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

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

Chapters of books

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

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

Scientific meetings abstracts

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

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

Master's or doctoral thesis and specialization final
works

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

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

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

Electronic books with free access on the internet

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

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

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

Website

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

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

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

[Consulted 20/11/2018]

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

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

page.

1.3. Characteristics of each type of article

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2. Other files

2.1 Figures

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

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

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

2.2 Tables

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

2.3 Supplementary material

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

Submission of work, review process and
communication with authors

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

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

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

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

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

Revision

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

-quality of content to be submitted to
external evaluation.

-grammatical structure of the language of
work.
standards

-adjustment  to  editorial

(including bibliography).

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

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

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

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

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

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