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Trabajos de Investigacion

LA MICROSCOPIiA ELECTRONICA COMO HERRAMIENTA EN LA
EVALUACION DE SEMEN CANINO

S Juradol, P Sarmiento?, A Stornelli®

IServicio Central de Microscopia Electronica. Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Na-
cional de La Plata. 2Servicio de Microscopia Electrénica de Barrido. Facultad Ciencias Naturales
y Museo. Universidad Nacional de La Plata. 3Instituto de Teriogenologia y Laboratorio Central,
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata.

Resumen: La evaluacién de semen canino puede brindar informacién importante
relacionada con la capacidad fecundante del semen fresco o congelado. El estudio
de la morfologia espermdtica en el microscopio éptico provee informacién limitada
sobre la estructura del espermatozoide. Sin embargo, el microscopio electrénico de
barrido y el microscopio electrénico de transmision pueden revelar mds detalles de
la estructura espermdtica. Es asi que muchos espermatozoides considerados mor-
folégicamente normales al microscopio éptico pueden presentar diferentes defectos
al ser observados con un microscopio electrénico. El objetivo de este estudio fue
describir defectos espermdticos observados en el semen canino fresco y los danos
presentes en el semen canino luego del proceso de congelacién. Se colecté la frac-
cion espermdtica del semen de 8 caninos Ovejero Alemdn. La misma fue diluida
hasta una concentracion espermdtica final de 100x10°/ ml y envasada en pajuelas
de 0,5 ml y congelada sobre vapores de nitrégeno liquido. Una alicuota de cada
fraccion espermdtica fue preparada inmediatamente después de la coleccién y la
otra luego de la descongelacion. Las mismas fueron observadas con microscopio
electrénico de barrido y microscopio electrénico de transmision. Se describieron las
anormalidades observadas en el semen fresco y los darfios espermdticos ocurridos
en el semen congelado.

Palabras clave: semen- canino- ultraestructura- microscopia electrénica.

ELECTRON MICROSCOPY AS A TOOL FOR
CANINE SEMEN EVALUATION

Abstract. Canine semen evaluation can give important information related to the fresh or
frozen-thawed semen fertilizing ability. However routine test can not predict accurately semen
fertilizing ability. Assessment of sperm morphology at the light microscopy level can provide
only limited information on the structure of the spermatozoa. Transmission electron microscope
and scanning electron microscope can reveal more details of sperm structure. Many sperma-
tozoa considered morphologically normal at light microscopic level could have many defects
when observed with an electron microscope. The aims this study was described morphologi-
cal defects in canine fresh semen and damage observed in frozen-thawed semen. The sperm
fraction was collected from 8 dogs, each was diluted in a two step dilution to a final sperm
concentration of 100x10°/ml and were packed in 0.5 ml straws. The straws were frozen in
a Styrofoam box 4 cm above liquid nitrogen. One sample was prepared immediately after
collection and the other samples were taken after freezing-thawing. Samples were observed
with a transmission electron microscope and scanning electron microscope. Morphological
defects and sperm damage were described in fresh and frozen-thawed semen.

Key words: semen- canine- ultrastructure- electron microscopy

Fecha de recepciéon: 20/06/07 Fecha de aprobacién: 03/11/07

Direccion para correspondencia: Susana Jurado, Servicio Central de Microscopia Electronica. Facul-
tad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata. CC 296 (B1900ABW) La Plata Telefax:
54-221-4211276 E-mail: sjurado@fcv.unlp.edu.ar
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INTRODUCCION

La evaluacién seminal rutinaria es un estu-
dio que brinda informacion sobre la cantidad y
calidad de los espermatozoides presentes en el
eyaculado y es imprescindible para determinar
tanto la produccion espermatica como la funcio-
nalidad de las glandulas sexuales accesorias (1).
Este método también permite evaluar la calidad
de semen criopreservado al descongelado (2).

Los indicadores utilizados en el analisis
del eyaculado son: volumen, color, aspecto, con-
centracion de espermatozoides, porcentaje de
espermatozoides moétiles, porcentaje de esperma-
tozoides con membrana plasmatica intacta, por-
centaje de espermatozoides con acrosoma intacto,
porcentaje de espermatozoides morfolégicamente
normales y tipo de morfoanomalia. Ademas, se
evaliian las caracteristicas fisicoquimicas del se-
men (pH, osmolalidad y viscosidad), la bioquimica
seminal (fructuosa, acido citrico, fosfatasa acida,
fosfatasa alcalina), se realizan estudios inmu-
nolégicos (3) y microbiologicos (4, 5). También se
investiga la presencia de células no espermaticas
en el eyaculado (6).

A pesar de su utilidad, la evaluacién
de semen mediante pruebas de contrastacion
rutinarias no ofrece una informacién completa
de la capacidad fecundante de un eyaculado
o del semen criopreservado (7). Es necesario
realizar otras pruebas (prueba de sobrevida es-
permatica, capacitacion espermatica espontanea
e inducida, pruebas de estrés oxidativo, prueba
hipoosmotica, etc.) que contribuyan a evaluar
la capacidad fecundante del semen (8). De esta
manera se puede obtener informacion adicional al
espermograma basico y estimar con mas certeza
la capacidad fecundante del eyaculado, gracias a
la combinacién de las diferentes pruebas (9). Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que las pruebas
in vitro nunca podran predecir exactamente cual
sera la capacidad fecundante del eyaculado en el
momento que éste sea depositado en el aparato
genital femenino.

La motilidad y el numero de los espermato-
zoides son dos de los tres pilares que sostienen
la estructura diagnéstica del analisis del eyacu-
lado. La morfologia constituye el tercer pilar. La
evaluacion morfologica de semen comprende la
diferenciacién cuali y cuantitativa de esperma-
tozoides normales y anormales, y la distincion
de otras células no espermaticas. Entre éstas se
incluyen las células epiteliales procedentes del
tracto reproductivo, células de la linea seminal y
leucocitos (colectivamente denominadas “células
redondas”) (6).

A pesar de su importancia, el rol de la
morfologia espermatica en el estudio de la ferti-
lidad del semen ha sido muy controversial. Sin
embargo para la mayoria de los investigadores no
hay dudas de su importancia en el diagnostico

de la fertilidad en los animales y en el hombre
(10, 11, 12). Es asi que la morfologia segiin
criterio estricto (13) es un excelente indicador
de funcionalidad/disfuncionalidad espermatica
global o parcial (14). Sin bien el impacto de las
morfoanomalias sobre la fertilidad ha sido bien
estudiado en bovinos, esta poco estudiado en los
animales de compaiia.

Aunque la morfologia espermatica puede
evaluarse con un microscopio de contraste de
fase en las especies de produccion, el principal
método para diferenciar entre células normales
y anormales en caninos y felinos es el uso de
extendidos de semen tefiido con coloraciones
especiales como Spermac® (2, 15). El estudio
morfologico permite detectar anormalidades de la
cabeza, pieza intermedia y cola, defectos acroso-
males especificos o variaciones del tamano de las
cabezas. No obstante, este método esta basado
en criterios subjetivos, los cuales producen una
gran variabilidad dentro y entre los laboratorios
(16). El uso del sistema CASA provee medicio-
nes mas objetivas y confiables de la motilidad
y morfologia espermatica (17). Sin embargo, el
sistema CASA es costoso y necesita una calibra-
cion exacta (18).

La evaluacién morfolégica usando micros-
copia electrénica de transmisién o de barrido es
muy valiosa porque provee informacion detallada
a cerca de la morfologia e integridad de la célula
espermatica que no es posible obtener por medio
de otras metodologias. Esta informacién posibili-
ta estimar la fertilidad del semen analizado con
mayor exactitud que otras pruebas de analisis
de semen in vitro. Los detalles ultraestructurales
de cualquier alteracién morfolégica del semen o
el grado de dano de membrana son mejor eva-
luados usando este tipo de microscopios de alta
resolucioén (19, 20).

El microscopio electronico de barrido per-
mite examinar el espermatozoide completo a
un nivel de magnificacién elevado y con mayor
poder de resoluciéon que el microscopio 6ptico.
Ademas, el secado por punto critico empleado en
este tipo de microscopia evita las deformaciones
de las células espermaticas apreciandose mejor
las estructuras superficiales (21, 22). Por otro
lado, el microscopio electronico de transmision
es una herramienta utilizada, principalmente,
con finalidad diagnéstica ya que permite realizar
la evaluacion de las estructuras intracelulares
e identificar numerosos defectos estructurales,
tanto de la cabeza como de la cola, que interfieren
en el proceso de la fecundacién. Por lo tanto, la
implementaciéon de estudios ultraestructurales
podria ser de gran utilidad en la clinica andro-
légica, sin embargo, no son aprovechados en su
totalidad. Asi mismo la ultramicroscopia podria
ser sumamente beneficiosa en el area de la in-
vestigacion.
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Preservar la capacidad fecundante de los
espermatozoides ha sido un punto critico desde
el momento en que se implementaron las técnicas
de criopreservaciéon de semen para la realizacion
de inseminacién artificial (23). Para establecer el
grado de injuria asociado al proceso de congelado
y descongelado del semen es necesario realizar
una serie de estudios, de los cuales el examen
morfolégico estructural y ultraestructural es de
vital importancia (24, 25).

Eluso de las técnicas de microscopia elec-
tronica de transmisién es sumamente Util en
el diagnoéstico de una alteracién patolédgica del
flagelo espermatico conocida como disquinesia
ciliar primaria o sindrome de Kartagener. Este
sindrome esta caracterizado por la disfuncién
parcial o total del flagelo por ausencia de uno o
los dos brazos de dineina de los microtubulos que
constituyen el axonema, y se asocia a sinusitis,
bronquiectasia y a esterilidad masculina (26).
La falla en la concepcion se debe a una asteno-
zoospermia total, asociada a la disquinesia ciliar
primaria, alteraciéon observable Ginicamente me-
diante microscopia electrénica (27).

La evaluacién morfolégica de semen fresco
mediante microscopia electronica contribuye a
valorar la funcionalidad testicular en relacién al
desarrollo seminal y el proceso de maduracion
epididimal. Se deben analizar los espermato-
zoides normales, los espermatozoides con anor-
malidades primarias y los espermatozoides con
anormalidades secundarias. Las anormalidades
primarias incluyen defectos de formacién del es-
permatozoide en el testiculo, como por ejemplo,
macrocefalia, microcefalia, bicefalia, acrosomas
anormales o inexistentes, ausencia de porcion
intermedia, cola enroscada, o biflagelados; mien-
tras que las anormalidades secundarias incluyen
defectos espermaticos relacionados con el manejo
de la muestra o con la maduracion espermatica,
tales como porciones intermedias dobladas, colas
dobladas, o presencia de gotas citoplasmatica
distal (6). Por otra parte, la evaluaciéon ultrami-
croscopica del semen criopreservado permite de-
terminar el grado y localizaci6én de injuria celular
causado por la criopreservacién (28).

El objetivo de este trabajo fue utilizar la
microscopia electréonica de transmisiéon y de
barrido como parte de la evaluacién morfologica
del semen fresco y congelado-descongelado en
caninos.

MATERIALES Y METODOS
ANIMALES Y RECOLECCION
DE SEMEN

Se utilizaron 8 caninos, ovejero aleman,
de entre 2 y 5 afios, en actividad sexual y con
buena calidad seminal. Los animales fueron alo-
jados en caniles con un régimen de luz natural y
alimentados con alimento balanceado de calidad

Microscopia electronica en semen canino

Premium. Como criterio de aceptacion de un
macho como animal experimental se tomaron
los siguientes parametros seminales: 1) Concen-
tracion espermatica total: = 200 x 10°, 2) Motili-
dad progresiva individual: = 70 %, 3) Porcentaje
de espermatozoides vivos: = 80 %, 4) Porcentaje
de malformaciones espermaticas primarias y se-
cundarias: <20 %, 5) Fosfatasa alcalina: = 4000
U/L (6, 29, 30, 31, 32).

Se recolecté semen una vez por semana
durante tres semanas. La fraccion espermatica
del semen fue dividida en dos alicuotas, una de
ellas fue procesada inmediatamente luego de la
recoleccion para microscopia electrénica de ba-
rrido y transmisioén. La otra alicuota de semen
fue diluida con Tris base yema de huevo con el
agregado de 5% de glicerol alcanzando una con-
centracion final de 100 x 10° espermatozoides/
ml. El semen diluido fue envasado en pajuelas
de 0,5 ml, congelado sobre vapores de nitrégeno
liquido y almacenado hasta su evaluacion (33).

MICROSCOPIA ELECTRONICA
DE BARRIDO
Semen fresco:

La fraccion espermatica se diluy6 en buffer
de fosfato (pH 7,2-7,4) y se fijé con glutaralde-
hido al 1 % durante 2 horas. La dilucién se filtro
a través de un filtro Millipore (Su de diametro) y
los filtros se deshidrataron en concentraciones
crecientes de alcohol etilico (10 % a 100 %). Pos-
teriormente, los espermatozoides depositados
sobre los filtros fueron transferidos a acetato de
amilo y sometidos al secado por punto critico
(Balzer CP 30) y finalmente se metalizaron con
oro-paladio (Jeol Fine Coat 1100). Las muestras
se observaron en un microscopio electronico de
barrido Jeol JSM 6360 LV.

Semen criopreservado
Las pajuelas de semen criopreservado fu-
eron descongeladas a 37 °C durante 1 minuto (34)
y posteriormente procesadas como se describio
en semen fresco.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSMISION
Semen fresco:

El semen fresco se fij6 en glutaraldehido
al 2 % en buffer de fosfato (pH 7,2-7,4). Se cen-
trifugé a 1000 rpm durante 10 minutos y el
pellet obtenido permanecié en el fijador durante
2 horas a 4 °C. La fijacién secundaria se realiz6
con tetroxido de osmio al 1 % durante 1 hora a
4 °C y posteriormente, el semen se deshidrato
en una serie creciente de alcoholes y se incluyé
en resina Epoxi. Los cortes ultrafinos (90 nm) se
contrastaron con acetato de uranilo y citrato de
plomo y fueron examinados y fotografiados en

ISSN 0365-5148
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un microscopio electrénico de transmision JEM
1200 EX II

Semen criopreservado
Las pajuelas de semen criopreservado fu-
eron descongeladas a 37 °C durante 1 minuto (34)
y posteriormente procesadas como se describio
en semen fresco.

CRITERIOS UTILIZADOS PARA LA EVA-
LUACION MORFOLOGICA DE SEMEN

En cada una de las muestras analizadas
mediante microscopia electréonica de transmision
y de barrido se estudiaron 100 espermatozoides.
En las muestras de semen fresco se clasificaron
los espermatozoides en células normales y célu-
las con morfoanomalias, clasificandolas segin
el tipo de anormalidad. En las muestras de se-
men congelado-descongelado se clasificaron los
espermatozoides en células normales y células
dafadas, clasificandolas segun el tipo y locali-
zacion del dafio observado.

RESULTADOS

Se observé que los espermatozoides cani-
nos poseen los mismos componentes que otros
espermatozoides eucariotas.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BA-
RRIDO

En el semen fresco la mayoria de los es-
permatozoides mostraron una cabeza oval nor-
mal con una membrana homogénea e intacta.
También el cuello y las diferentes partes de la
cola fueron morfolégicamente normales. Se ob-
servaron algunas alteraciones tales como gota
citoplasmatica distal (Figura 1) y cola enrollada.
En las muestras congeladas-descongeladas, los
espermatozoides mostraron dano acrosomal,
cuellos rotos y colas desprendidas (Figura 2).
También se observaron muchos espermatozoides
con acrosomas intactos pero con colas rotas. Por
otro lado, si bien se vieron muchas células in-
tactas algunos espermatozoides exhibieron dafio
acrosomal y colas intactas.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSMISION

En el semen fresco los espermatozoides
normales estuvieron compuestos por una cabeza
y una cola. En la cabeza se observaron tres areas
claramente distintivas: 1) el acrosoma, cubriendo
a modo de capucha mas de la mitad del ntcleo,
2) la regién ecuatorial justo detras del acrosoma
y 3) la regién pos-ecuatorial. En la cola se distin-
guieron las tres porciones: la pieza intermedia, la
pieza principal y pieza terminal. La pieza interme-
dia estuvo conectada con la regién pos-ecuatorial

de la cabeza por el cuello. Las mitocondrias,
estuvieron contenidas en la pieza intermedia or-
denadas en forma helicoidal en torno al axonema.
Ademas, en la pieza principal se observo la vaina
de refuerzo y en la pieza terminal se detecté la
porcion final del axonema. El axonema se observo
a lo largo de todo el flagelo y estuvo formado por
9 pares de microtiibulos organizados en forma
radial alrededor de 2 filamentos centrales.

En el semen fresco se identificaron esper-
matozoides con defectos acrosomales (lipping),
macrocefalia y defecto de Dag (Figura 3). La pieza
media mostré alteraciones tales como la pérdida
del axonema y presencia de gotas citoplasmati-
cas. Las tipicas desviaciones de la cola fueron
fracturas o enrollamiento, combinacion de una
seccién proximal y distal de la cola rodeada por
una membrana comun, colas dobles o triples. En
algunos espermatozoides con flagelos morfologi-
camente normales observados en el microscopio
optico, fue posible identificar mediante el MET
deficiencia, ausencia o alteraciones en los brazos
de dineina, alteraciones en los microtubulos,
transposicion de dobletes periféricos a posicion
central, presencia de dobletes o microtubulos
supernumerarios y ausencia de dobletes o mi-
crotiibulos.

En las muestras de semen sujetas a la
congelacion /descongelacion algunos espermato-
zoides exhibieron pérdida o dano de la membrana
plasmatica sobre la regiéon de la cabeza. En cortes
sagitales a través de la cabeza, se observé que el
plasmolema estaba desprendido en la region del
acrosoma. En la mayoria de los casos la mem-
brana plasmatica permanecié intacta (Figura
4). La formacién de grandes espacios entre la
membrana plasmatica y la membrana acrosomal
externa fue una alteracion tipica en los esperma-
tozoides congelados/descongelados. Raramente
se observaron quistes y desintegracion del plas-
molema sobre el acrosoma. También se observo
la presencia de espacios entre la membrana
acrosomal interna y el nuicleo. Las alteraciones
mas comunes vistas en espermatozoides caninos
congelados/descongelados fueron debidas al
proceso de reacciéon acrosémica falsa. Como con-
secuencia de la reaccion acrosomica falsa se ob-
servaron espermatozoides con vesiculacion de la
membrana plasmatica y la membrana acrosomal
externa, tumefaccion del acrosoma con formacion
de espacios irregulares entre la membrana
acrosomal interna y externa y entre la membrana
acrosomal externa y la membrana plasmatica. A
nivel del flagelo, la membrana plasmatica tam-
bién sufri6 alteraciones. En general, la membrana
plasmatica de la pieza media permanecié mas
intacta que la pieza principal y terminal después
de la congelacién-descongelacioén.

Cuando se compararon los porcentajes
de células danadas en el semen fresco versus
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1 %) +ra

Figura 1- Semen fresco (MEB). Células espermaticas de perro. Se observan gotas citoplasmaticas
(asteriscos). N: nucleo (Barra: 10 um). Figura 2- Semen congelado-descongelado (MEB). Se obser-
van colas desprendidas (flechas) y colas plegadas (asteriscos). Ademas se distingue dafio acrosémico
(A). (X 4000).

Figura 3 - Semen fresco (MET). Defecto de Dag: caracterizado por el enrollamiento de la cola alre-
dedor de la cabeza envuelta por una membrana plasmatica intacta (flechas). Se observa el acrosoma
(A) desprendido y material membranoso (1) en el citoplasma. Se distinguen cortes transversales de la
pieza intermedia (pi), pieza principal (pp) y pieza terminal (pt) con diferente grado de distorsion de la
arquitectura normal del axonema. N: nticleo. (X 30000). Figura 4- Semen congelado-descongelado
(MET). Espermatozoide con membrana plasmatica intacta pero muy hinchada y con presencia de
pliegues (flechas). MPE: membrana plasmatica externa, MPI: membrana plasmatica interna, N:
nucleo (X 40000)

ISSN 0365-5148 AnaLEcTA VETERINARIA 2008; 28 (1): 7-14 11



S. Jurado y col.

el porcentaje de espermatozoides danados en el
semen descongelado se observaron diferencias
significativas (P <0,05), siendo mayor el porcen-
taje de células intactas en el semen fresco.

DISCUSION

La ultramicroscopia ha permitido identi-
ficar diversas morfoanomalias espermaticas en
semen canino. En nuestro estudio, las anomalias
espermaticas observadas en el semen fresco me-
diante MET y MEB concuerdan con los hallazgos
comunicados por Holt (32).

Las pruebas rutinarias de contrastacion in
vitro, si bien pueden estimar si los espermato-
zoides cuentan con diferentes atributos necesa-
rios para llevar a cabo la fecundacién, no pueden
predecir exactamente la capacidad fecundante de
los mismos in vivo. Sin embargo, la informaciéon
obtenida en cada una de esas pruebas y la asocia-
cién de los resultados mejora el valor predictivo de
la fertilidad potencial de un semen determinado
(8, 35, 36). Es asi que los datos obtenidos me-
diante microscopia electronica podrian, no solo
contribuir a establecer una mejor estimaciéon de la
capacidad fecundante del semen fresco y/o crio-
preservado analizado, sino también determinar
el tipo y localizacién del dano ocurrido durante
los procesos de criopreservacion.

La morfologia del flagelo espermatico es
un parametro muy importante para diagnosticar
trastornos de fertilidad. Los estudios ultrae-
structurales de las colas de espermatozoides de
pacientes con disquinesia ciliar, revelaron que
los flagelos poseen una desorganizacion completa
de los microtibulos con patrén no reconocible.
También fue posible observar la ausencia total
del axonema mediante microscopia electronica
de transmision (37). En nuestro estudio, en el
semen fresco de los perros analizados fue po-
sible observar la ausencia total del axonema en
algunos espermatozoides. Los perros estudiados
eran fértiles y producian camadas normales en
viabilidad y niimero de cachorros, probablemente
relacionado con el escaso nimero de esperma-
tozoides que presentaron la alteracién descripta
en el axonema.

Los espermatozoides estan sometidos a
diferentes tipos de estrés, durante los procesos
de enfriamiento, congelacién y descongelacién,
pudiendo producir alteraciones celulares obser-
vables sobre la ultraestructura del espermato-
zoide. Los efectos deletéreos pueden observarse
en forma inmediata al matar al espermatozoide
o incapacitarlo para la fecundacién por dano
del acrosoma o de la membrana plasmatica. Asi
mismo los procesos de congelacion y desconge-
lacién podrian reducir la longevidad de la célula
espermatica por alteracion de la estructura de
la membrana plasmatica (38), lo cual explicaria
por qué la tasa de concepciéon obtenida con la

inseminacién intrauterina es mejor que la obte-
nida por inseminacion intravaginal al usar semen
congelado/descongelado (39). Las alteraciones
observadas en los espermatozoides congelados-
descongelados, en nuestro trabajo, se correspon-
den con los comunicados previamente por otros
autores (20; 39). Asi mismo las diferencias obser-
vadas entre el porcentaje de espermatozoides da-
nados en el semen descongelado en comparacion
con el fresco se relacionarian con los diferentes
tipos de estrés sufrido por las células durante la
congelacion /descongelacién en concordancia con
lo comunicado por Watson (40).

El espermatozoide es una célula altamente
especializada con una membrana plasmatica
que no solamente ayuda a preservar la integri-
dad celular, sino que también participa en los
eventos de fusién de membrana asociados con
la fecundacion. En el caso del semen criopreser-
vado, se considera que la membrana plasmatica
es el sitio en el cual se inicia la injuria inducida
por la congelacion (41). Nuestras observaciones
nos permitieron confirmar que los procesos de
congelacion/descongelaciéon producen altera-
ciones importantes en la membrana plasmatica
y acrosémica asi como en la distribucién del
contenido acrosomal. Los efectos deletéreos ob-
servados en las membranas de las cabezas de
los espermatozoides posteriores a la dilucion,
congelacién y descongelacién podrian explicar
por qué, generalmente, la fertilidad del semen
congelado/descongelado es mas baja que la del
semen fresco (42).

Los danos que observamos mediante el
MET en el semen congelado/descongelado se co-
rresponden con los comunicados por Strém Host
y col (43) quienes describieron que el principal
tipo de dano que afecta al acrosoma durante la
congelaciéon/descongelacion fue la alteraciéon
acrosoémica, identificada mediante microscopia
de luz como una distribucién irregular del con-
tenido acrosémico e hinchamiento. En nuestro
estudio observamos alteraciones ultraestruc-
turales en el semen criopreservado, tales como
vesiculacion de la membrana acrosomal externa,
hinchamiento y pérdida de la homogeneidad y
densidad del contenido acrosémico. La deteccion
de estos cambios en el semen criopreservado no
afectaria necesariamente la capacidad del esper-
matozoide para fecundar un oocito, pero podrian
acortar la sobrevida de la célula espermatica.
En coincidencia con otros investigadores (20,
44) nuestros hallazgos de alteracion morfologica
en las membranas espermaticas indicarian que
la criopreservacién de semen induce la reaccion
acrosémica en una parte de la poblacion de esper-
matozoides del semen criopreservado, acortando
la sobrevida espermatica y/o disminuyendo la
capacidad fecundante tal como fue sugerido por
Jones y Steward (45).

12 AnaLEcTA VETERINARIA 2008; 28 (1): 7-14

ISSN 0365-5148



Barthelemy y col (46) establecieron que el
efecto mas llamativo durante la criopreservacion
de semen fue una declinacién en el porcentaje de
espermatozoides intactos a nivel del acrosoma.
En nuestro estudio pudimos observar un por-
centaje de espermatozoides con acrosoma intacto
significativamente superior en el semen fresco.
El MET permitié detectar dafios acrosémicos de
diferente tipo y magnitud.

Concluimos que la microscopia elec-
tronica es un método que permite evaluar las
caracteristicas morfolégicas ultraestructurales de
semen fresco y semen congelado/descongelado
de perro y que puede aplicarse en otras especies
animales y el hombre. La evaluaciéon morfologica
de semen es un importante componente de la
valoracion de la calidad seminal del macho canino
porque la integridad espermatica se correlaciona
con la capacidad fecundante del eyaculado. Por
otra parte la identificacion precisa de los defectos
espermaticos y su correlacién con la fertilidad
tiene implicancias directas en los programas
reproductivos en animales de pedigree.
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Trabajos de Investigacion

MICOTOXINAS EN ALIMENTOS: EVALUACION DEL
DANO CROMOSOMICO INDUCIDO POR OCRATOXINA
A EN DOS MODELOS EXPERIMENTALES IN VITRO

JC De Luca, A Seoane

Instituto de Genética Veterinaria IGEVET-CCT-La Plata-
CONICET-UNLP “Ing. Fernando Noel Dulout”
Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata

RESUMEN: El objetivo del presente estudio consistio en evaluar la induccién de alteraciones
cromosoémicas por la micotoxina Ocratoxina A (OTA). Se analizé la induccién de Aberraciones
Cromosomicas Estructurales (ACE) e Intercambios de Cromdtidas Hermanas (ICH) en linfo-
citos de cerdo, asi como la induccion de aneuploidia mediante el ensayo anafase-telofase en
células CHO (Chinese Hamster Ovary Cells). Se ensayaron tres dosis de esta sustancia: 0,25;
0,50; 1,00 ug/ml. El andlisis citogenético revelé un aumento significativo en la frecuencia de
fracturas de monocromadtida (p<0.01) respecto del control. En el caso de los ICH no se obser-
varon diferencias significativas respecto del control (p>0.05). La frecuencia de cromosomas
y fragmentos rezagados inducidos por las tres dosis de ocratoxina A no se incremento en
forma significativa (p>0.05), mientras que la frecuencia de puentes de cromatina se incrementé
levemente, encontrandose en el limite de significancia. Por otra parte, la accién citotéxica de la
OTA resulté tan importante como la genotéxica en el rango de dosis utilizadas. En base a los
antecedentes antes mencionados y los resultados obtenidos, podria sugerirse que la accién
carcinogénica de esta sustancia se deberia mds a mecanismos epigenéticos que genéticos.

Palabras clave: micotoxinas, ocratoxina A, sberraciones vromosoémicas, linfocitos de cerdo,
rnsayos in vitro

MYCOTOXINS IN FOOD: ASSESSMENT OF CHROMOSOMAL
DAMAGE INDUCED BY OCHRATOXIN A IN TWO
IN VITRO EXPERIMENTAL MODELS

ABSTRACT: The objective of the present study was to analyze the induction of chromosome
aberrations by the mycotoxin ochratoxin A (OTA). The frequency of structural chromosome
aberrations (SCA) and sister chromatid exchanges (SCE) in pig lymphocytes, as well as the
induction of aneuploidy by means of the anaphase-telophase test in CHO (Chinese Hamster
Ovary Cells) cells was evaluated. Three doses of OTA were tested: 0,25; 0,50; 1,00 ug/
ml. The cytogenetic analysis of pig lymphocytes showed only a significant increase in the
frequency of monochromatid breaks in relation with control group (p<0.01). On the other
hand no significant differences for SCE were observed (p<0.05). The frequencies of lagging
chromosomes and fragments induced by the three tried doses of OTA were not increased
in significant form respect to the controls (p > 0,05), and the frequency of chromatin bridges
was increased slightly, being in the significance limit. In addition, the based on the above
background and the results obtained could suggest that the carcinogenic action of OTA should
be more epigenetic mechanisms that genetic.

Key words: Mycotoxins, Ochratoxin A, Chromosome Aberrations, Pig Lymphocytes, In
Vitro tests.
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INTRODUCCION

Existen varios tipos de hongos que bajo
determinadas condiciones de temperatura y hu-
medad pueden crecer en los ambientes de alma-
cenamiento, transporte o procesamiento de los
granos provocando su contaminacion con toxinas
(1). Las micotoxinas son metabolitos secundarios
de los hongos que no son indispensables para
su crecimiento y desarrollo. Son compuestos de
bajo peso molecular que presentan una variada
estructura quimica y propiedades biologicas (1).
Pueden ocasionar cambios patolégicos tanto en
el hombre como en diferentes especies animales,
por ejemplo: inmunotoxicidad, mutagénesis,
teratogénesis, carcinogénesis, toxicidad renal
y neurotoxicidad entre otras (2). Los géneros
Penicillium, Fusarium y Aspergillus son los tres
mas importantes productores de micotoxinas
que afectan tanto a la salud humana como a la
animal (3).

Dado que se ha encontrado un gran ntime-
ro de estos metabolitos como contaminantes de
productos agricolas, las micotoxinas han sido ob-
jeto de diferentes tipos de estudios debido no s6lo
a su impacto en la salud humana sino ademas
en la produccion animal y en la comercializacion
de productos alimenticios. En los tltimos anos
se han publicado revisiones acerca de los efectos
fisiolégicos de las micotoxinas en diferentes espe-
cies de animales domésticos (4 y 5). Asi también
se ha estimado que el impacto de las micotoxinas
en la industria alimenticia y ganadera provoca
pérdidas econdémicas importantes. Por ejemplo,
en el caso de Estados Unidos y Canada estas pér-
didas alcanzaron unos 5 billones de dolares (6).

La Ocratoxina A (OTA) es una micotoxina
clorofendlica frecuente en alimentos (Figura I). Si
bien su aislamiento se produjo a partir del hongo
Aspergillus ochraceus (7), el principal productor
de Ocratoxina A (OTA) en los paises templados es
Penicillium verrucosum, mientras que Apergillus
spp., lo es en los paises calidos y tropicales (8-9).
Si bien se atribuye a esta micotoxina ser al agente
causal de la nefropatia endémica de los Balcanes
(10), intimamente relacionada con la nefropatia
porcina, ha sido considerada como no genotoxica
durante mucho tiempo debido a la obtencion de
resultados negativos o levemente positivos en
los ensayos estandar que emplean organismos
procariotas (11-12). Mas recientemente se ha
demostrado su potencial mutagénico en células
de mamifero (13) y ha sido clasificada como un
posible carcinégeno (categoria 2B por la Agencia
Internacional de Investigacion del Cancer, IARC)
(14). El objetivo del presente trabajo consistié en
evaluar la induccion de alteraciones cromosomi-
cas por Ocratoxina A (OTA) empleando dos mo-
delos experimentales diferentes: a) induccién de
aberraciones cromosomicas estructurales (ACE)
e intercambios de cromatidas hermanas (ICH) en

linfocitos de cerdo y b) induccién de aneuploidia
mediante el ensayo anafase-telofase en células
CHO (Chinese Hamster Ovary Cells).

MATERIALES Y METODOS
COMPUESTO A ENSAYAR

Para la realizacion de los experimentos se
utiliz6 Ocratoxina A (OTA) de maxima pureza
(Sigma, St. Louis, MO, USA). Previo al analisis
de la induccién de alteraciones cromosoémicas,
se evalud el efecto citotéxico de la micotoxina.
Para tal fin se ensayaron 6 dosis diferentes del
compuesto: 0,25; 0,50; 1,00; 2,50; 5,00 y 10,00
pg/ml. Al mismo tiempo un cultivo al cual no se
le agreg6 ocratoxina A se utilizé como control. Se
eligieron las tres dosis mas bajas debido a que
a partir de 1 pug/ml la toxicidad del compuesto
impidié el analisis de un numero adecuado de
células en divisién.

INDUCCION DE ABERRACIONES CROMO-
SOMICAS EN LINFOCITOS DE CERDOS

Se obtuvieron muestras de sangre perifé-
rica de cerdo provenientes de un matadero, las
mismas se recogieron en frascos estériles con 1 ml
de heparina. Los linfocitos se cultivaron con me-
dio de cultivo Ham F10 (Gibco BRL, Grand Island,
NY, USA) suplementado con 10 % de suero bovino
fetal (Laboratorios Notocor, Cérdoba, Argentina)
y antibiéticos (penicilina 50 Ul y estreptomicina
50 pg/ml) (Bagd, Buenos Aires, Argentina). Como
mitégeno se utiliz6 fitohemaglutinina (1 pg/ml)
(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA).

Se analizaron dos tipos de aberraciones
cromosoOmicas: a) aberraciones cromosomicas es-
tructurales (ACE) y b) intercambios de cromatidas
hermanas (ICH). En el primer caso, las muestras
se cultivaron en estufa a 37 °C durante 48 h. Para
el analisis de ICH, el medio de cultivo fue suple-
mentado con 5-bromodeoxiuridina y las muestras
se cultivaron en estufa a 37 °C durante 72 h. En
ambos casos los cultivos se realizaron siempre
en presencia de OTA. La eleccion del tiempo para
el analisis de ICH se realiz6 en base un estudio
previo en el que se establecio la aparicion de la
mayor frecuencia de células en segunda division,
etapa en la cual se estudia este tipo de alteracion.
Las preparaciones cromosémicas se realizaron
de acuerdo con la técnica de secado al aire. Las
mismas se tifneron con el colorante de Giemsa al
5 %. El analisis citogenético se hizo a ciegas y fue
realizado por un solo investigador. Para el conteo
de ACE se realizaron tres repeticiones con sangre
proveniente de diferentes animales y se contabili-
zaron 100 metafases por cada una de ellos y por
cada dosis estudiada, es decir, un total de 300
células por punto experimental, excepto en los
casos en los que el grado de cito toxicidad no lo
permitié. El analisis estadistico se llevd a cabo
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Figura I. Estructura quimica de la Ocratoxina A

Figure I. Chemical structure of Ochratoxin A

Tabla 1. Aberraciones cromosomicas estructurales inducidas por OTA en linfocitos de cerdos
Table 1. OTA induced chromosomal aberrations in pig lymphocytes

Tratamiento Células
analizadas normales

Control 300 294

0,25 ug/ml 306 283

0,50 ug/ml 293 273

1,00 ug/ml 206 191

Alteraciones cromosoémicas (%)

LA B B” Dic FR
1,00 0,33 0,33 0,00 0,33
0,98 2,29 0,98 1,63 1,63
0,00 3,41 1,71 1,37 0,34
0,49 3,88 0,49 0,97 1,46

LA: lesiones acromaticas; B’: fracturas de monocromatida; B”: fracturas de isocromatida; Dic: cro-
mosomas dicéntricos; FR: fragmentos cromosomicos

mediante la prueba de x2 con ajuste de Yates.
Para el caso de ICH se analizaron entre 25 y 50
metafases en segunda divisién por animal y dosis
estudiada. En este caso, el analisis estadistico se
hizo mediante la prueba “U” de Mann-Whitney.

INDUCCION DE ALTERACIONES EN
ANAFASE-TELOFASE DE CELULAS
CHO

Para llevar a cabo este estudio se emplea-
ron fibroblastos procedentes de una linea celular
establecida (CHO) originaria de hamster chino
(Cricetulus griseus). Las células se cultivaron en
monocapa sobre cubreobjetos de 24 x 36 mm, en
capsulas de Petri de 37 °C, con una atmésfera
con 5 % de CO, durante 28-30 h. El medio de
cultivo empleado fue Ham F10, suplementado
con 10 % de suero bovino fetal. El agregado de
la droga se realiz6 cuando las células estaban en
fase logaritmica de crecimiento, 8 horas antes del
sacrificio. Una vez cumplido el tiempo de cultivo,
las células se sometieron a una fijacion gradual
con alcohol metilico-acido acético en proporcion
3:1, de acuerdo con el siguiente procedimiento: 5
ml de fijador + 5 ml de medio de cultivo durante
10 min, descarte de la mezcla y agregado de 10

ml de fijador fresco durante 10 min y conserva-
cion a 4°C durante 24 h. Las células se tifieron
con carbol fucsina, previo pasaje por una bateria
de alcohol etilico (100% - 70% - 70% - agua). Fi-
nalmente las preparaciones se montaron sobre
portaobjetos y se analizaron en microscopio 6pti-
co (siempre por un solo investigador y a ciegas).

Se analizaron 300 células en el estadio
de anafase-telofase por cada dosis estudiada,
excepto para la dosis mas alta en la que s6lo se
pudieron contabilizar 22 células en el estadio an-
tes mencionado. La prueba estadistica utilizada
fue G de Sokal y Rohlf.

RESULTADOS

La Tabla 1 resume los resultados obtenidos
con respecto a la induccion de aberraciones cro-
mosomicas estructurales. En un primer analisis
se comparo el total de ACE inducidas por cada
tratamiento con respecto al control, comproban-
dose que todos los tratamientos incrementaron de
forma significativa la frecuencia de ACE (p<0.01).
Posteriormente se realizo el analisis estadistico
individual de cada una de las aberraciones cro-
mosomicas analizadas. En este caso se observo
que solo la frecuencia de fracturas de monocro-
matida se increment6 significativamente respecto
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Tabla 2. Intercambios de cromatidas hermanas (ICH) inducidos por OTA en linfocitos de cerdos
Table 2. OTA induced sister chromatid exchanges (SCE) in pig lymphocytes

Tratamiento Células analizadas
Control 127
0,25 pg/ml 150
0,50 pg/ml 150
1,00 pg/ml 125

Total ICH ICH/Cel. £ SD
634 4,99 + 1,62
549 3,66 £ 1,76
648 4,32 £ 1,75
647 5,17 + 2,87

Total ICH: Total de intercambios de cromatidas hermanas observados; ICH/Cel. £ SD: Promedio de
intercambios de cromatidas hermanas por cada célula * el desvio standard.

Tabla 3. Alteraciones cromosomicas en anafase-telofase inducidas por OTA en células CHO
Table 3. OTA induced anaphase-telophase alterations in CHO cells

Tratamiento Alteraciones cromosomicas (%)
P CR FR
Control 0,33 0,67 0,67
0,25 pg/ml 1,00 1,00 0,33
0,50 pg/ml 0,33 1,00 0,33
1,00 ug/ml 9,09 4,55 4,55

Células analizadas Indice mitético

300 35
300 22
300 13
22 6

P: células con puentes; CR: células con cromosomas rezagados; FR: células con fragmentos

del control (p<0.01). La frecuencia de cromoso-
mas dicéntricos, mostro diferencias levemente
significativas (p<0.05) respecto del control con
las tres dosis utilizadas.

La Tabla 2 muestra los resultados obteni-
dos con respecto a la induccién de ICH. El analisis
estadistico no revelé diferencias significativas
(p>0.05) entre el grupo control y las tres dosis
ensayadas.

La Tabla 3 resume los resultados obtenidos
a partir del ensayo de anafase-telofase en células
CHO. La prueba estadistica utilizada revelé que
las frecuencias de cromosomas y fragmentos
rezagados inducidos por las tres dosis de Ocra-
toxina A ensayadas no se incrementaron en forma
significativa respecto de los controles (p> 0.05).
Por otra parte la frecuencia de puentes de cro-
matina se incrementé levemente, encontrandose
en el limite de significancia.

DISCUSION

A pesar que la IARC ha clasificado a la OTA
como un posible carcinégeno humano (grupo
2B) (14), la evidencia existente con respecto a
su capacidad genotéxica es todavia polémica,
lo cual hace dificil justificar las restricciones de
esta sustancia.

Algunos investigadores han encontrado
resultados negativos acerca de la capacidad ge-
notoxica de este compuesto y argumentan que la
misma no puede ser la causa de la accion carci-
nogénica observada en roedores. En este sentido
se ha reportado que la formacion de aductos en
el ADN no es clara, ya que no se han encontrado
uniones OTA-ADN (15-16). Por otra parte otros

estudios revelaron la capacidad de la OTA de ge-
nerar aductos en la molécula del ADN, asi como
también la induccién de dano oxidativo, lo cual
revelaria la capacidad genotéxica y carcinogé-
nica de esta toxina (17). Ademas se ha podido
comprobar la capacidad de este compuesto de
inducir intercambios de cromatidas hermanas
en linfocitos humanos y en células epiteliales
porcinas (18-19) y aberraciones cromosomicas
estructurales en linfocitos de bovinos (20) y hu-
manos (21-22). Los resultados obtenidos en el
presente trabajo revelan una escasa capacidad
clastogénica de la OTA en linfocitos de cerdo, ya
que sélo se observaron aumentos significativos
en lo que respecta a la induccién de fracturas de
monocromatida. No se comprobaron aumentos
significativos en la frecuencia de cromosomas
dicéntricos ni de ICH.

El ensayo de anafase-telofase en células
CHO, puede ser considerado valido para el es-
tudio de aneuploidia, presentando la ventaja de
ser muy sencillo y rapido ya que no requiere un
recuento cromosomico (23). Del mismo modo que
el analisis de aberraciones cromosémicas en lin-
focitos revel6 una escasa capacidad clastogénica
de la OTA, los resultados obtenidos a partir del
ensayo de anafase-telofase revelaron una escasa
capacidad clastogénica de esta sustancia en cé-
lulas CHO y no revelaron la existencia de efecto
aneugénico. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos por Knasmdtller y colaboradores
(24) quienes comprobaron la capacidad de OTA
de inducir micronucleos en células HepG2 que se
originarian a partir de roturas cromosémicas y no
de cambios numéricos. Es importante destacar
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que en los modelos experimentales utilizados la
dosis mas alta (1 pg/ml) mostré un claro efecto
citotoxico. Este hecho se pone de manifiesto en
la disminucién del nimero de células analizadas
y permitiria sugerir que la accién citotéxica de
OTA seria tan importante como la genotéxica en
el rango de dosis utilizadas.

Por lo tanto en base a los antecedentes
antes mencionados y los resultados obtenidos,
podria sugerirse que la accion carcinogénica de
esta sustancia se deberia mas a mecanismos
epigenéticos que genéticos.
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ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DEL PH EN FILETES
DE PEJERREY DE LAGUNA (ODONTHESTES BONARIENSIS),
CONSERVADOS CON Y SIN VACIiO, UTILIZANDO DISTINTOS

TRATAMIENTOS Y ALMACENADOS A
TEMPERATURAS DE 4,0 Y -1.5 °C.
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RESUMEN: En la industria pesquera, la medicién del pH es una variable que reviste gran
importancia al momento de juzgar la frescura de los productos derivados de la pesca. El ob-
jetivo de este trabajo fue estudiar el comportamiento del pH a partir de filetes de pejerrey de
laguna (Odonthestes bonariensis), conservados con y sin vacio, tratados con agua clorada y
agua clorada con dcidos citrico y ascérbico, almacenadas a4, 0y -1.5 °C. Se obtuvieron difer-
encias significativas entre los filetes de pejerrey, segun temperatura de almacenamiento, tipo
de tratamiento (tratamiento 1: solucién de cloro en agua 0,08 ppm y tratamiento 2: solucién
de cloro en agua 0,08 ppm mdas dcido citrico al 0,25% y dcido ascérbico al 0,1% durante 2
minutos), tiempo de almacenamiento y permeabilidad de la pelicula de envase. La comparacion
de a pares indico que los valores de pH presentan diferencias significativas a 4, 0y — 1.5
°C. Concluimos que la evaluacién del pH no seria determinante en la valoracién de frescura
para los productos estudiados.

Palabras claves: pH, pejerrey, permeabilidad gaseosa, vacio, Odonthestes bonariensis

STUDY OF THE BEHAVIOR OF PH IN FILETS OF LAGOON"S
PEJERREY (ODONTHESTES BONARIENSIS), UNDER
AEROBIC AND VACUUM PACKAGING CONDITIONS,

USING DIFFERENT TREATMENTS AND
STORED AT 4, 0 AND- 1.5 °C.

ABSTRACT: In the fishing industry, pH is a great importance variable for value the freshness
of fishing products. The aim of this work was to study the behavior of pH in filets of lagoon’s
pejerrey (Odonthestes bonariensis), under aerobic and vacuum packaging conditions, using
chlorinated water and chlorinated water with citric and ascorbic acids, stored at 4, O and
-1.5 °C. Significant differences were obtained, according to storage temperature, treatment
(treatment 1: chlorinated water 0,08 ppm and treatment 2: chlorinated water 0,08 ppm with
citric acid 0,25 % and ascorbic acid 0,1 % for 2 minutes), time of storage and film package
permeability. Comparison of two by two indicated that the pH values present significant dif-
ferences at 4, O and - 1.5 °C. We conclude that the evaluation of pH would not be determinant
in the valuation of freshness for these products.

Key words: pH, pejerrey, gaseous permeability, vacuum, Odonthestes bonariensis.
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INTRODUCCION

En la industria pesquera, una variable que
reviste gran importancia al momento de juzgar la
frescura de los productos, es la medicién del pH.
Esto es debido a que en las etapas posteriores al
periodo post mortem, el musculo del pescado es
ligeramente acido (1) acentuandose en el rigor
mortis. Después de esta etapa, comienza el deteri-
oro que es mucho mas rapido que en otro tipo de
carnes (2). Este proceso de degradacion es llevado
a cabo en una primera etapa, por enzimas propias
del musculo del pescado y posteriormente por la
accion de los microorganismos que ingresan al
musculo generando principalmente aminas como
la trimetilamina (TMA) (1, 3).

Estos cambios bioquimicos que experi-
menta el pescado, dan lugar a diferentes grados
de frescura. Los cuales se presentaran a distinta
velocidad, y dependeran de la especie, tamano,
estado fisiolégico, alimentaciéon, método de cap-
tura, temperatura de conservacion, etc (4).

En diferentes estudios realizados en distin-
tas especies de agua dulce, (5, 6, 7), los valores
de pH no presentaron practicamente cambios en
los primeros 12 dias, después de los cuales, el
aumento del pH fue significativo. En otro caso,
Botta y Shaw (8), informaron que los cambios de
pH registrados en el almacenamiento de la espe-
cie “Roundnose granadier”, desde el dia O (valor
promedio de 6.82) alcanz6 el valor de 7.38 alos 18
dias de almacenamiento en hielo. Con referencia
al pejerrey de laguna (Odonthestes bonariensis),
Agueria (9) registré valores de 7,07 en pescados
eviscerados conservados a 4 °C durante 72 horas,
y 7,24 en piezas no evisceradas utilizando el
mismo método de conservacion. Con referencia
a los acidos citrico y ascérbico, fueron utilizados
debido a que poseen propiedades tales como
efectos antimicrobianos (citrico) e inhibidores del
pardeamiento enzimatico (citrico y ascérbico),
son reconocidos como seguros (GRAS: generally
recogniced as safe) y suingesta no esta limitada.
Son utilizados como preservadores para produc-
tos de la pesca y otros.

El objetivo de este trabajo fue estudiar
el comportamiento del pH a partir de filetes de
pejerrey de laguna, conservados con y sin vacio,
con tratamientos 1y 2, y a las temperaturas de
4,0y -1.5°C.

MATERIALES Y METODOS
CAPTURA DE PEJERREYES

La captura de pejerreyes (Odonthestes
bonariensis) se realiz6 con trasmallos comerciales
en lagunas de la Provincia de Buenos Aires du-
rante los meses de febrero, marzo, abril y mayo.
Las piezas (35 cm de largo) se refrigeraron rapida-
mente con hielo en escamas durante 20 horas.

PROCESO:

Se realizo el lavado de las piezas enteras
(con agua de planta), posteriormente fueron des-
camadas, fileteadas y despinadas, obteniéndose
filetes de pejerrey con cuero y sin espinas.

TRATAMIENTOS:

-Tratamiento 1: inmersion en agua
de planta con cloro 0,8 ppm durante 1
minuto.

-Tratamiento 2: inmersion en agua
de planta mas la adicion de acido citrico al
0,25% y acido ascorbico al 0,1% (11) durante
2 minutos.

Luego de aplicado cada tratamiento los
filetes fueron escurridos durante 10 minu-
tos y envasados en dos tipos de peliculas de
envase:

Bolsas de polietileno de baja densidad
de 80 micrones; permeabilidad al oxigeno
de 5000 cm?® m™? dia! atm'a 23 °C, autor-
izadas para uso primario por el Ministerio
de Salud de la Nacién. Cerradas mediante
sellado térmico.

-Bolsas de EVA SARAN EVA (ESE) de
90 micrones; permeabilidad al oxigeno de 50
cm® m?dia! atm'a 23 °C, autorizadas para
uso primario por el Ministerio de Salud de
la Nacion. Se le realiz6 vacio y termosellado
mecanico.

Una vez envasados las muestras fueron
almacenadas en camaras de temperatura
controlada a 4, 0y -1.5 °C.

DISENO FACTORIAL DEL EXPERI-
MENTO

Se aplicé un diseno factorial de las
variables empleando los dos tipos de lavado,
tratamiento 1 y 2; dos tipos de peliculas
de envase (peliculas de alta y de baja per-
meabilidad al oxigeno) y 3 temperaturas de
almacenamiento (4, 0 y —-1.5 °C). Total 12
condiciones de estudio.

DETERMINACION DEL PH

Se llevo a cabo con pHmetro (Hanna instru-
ments HI8424) a partir de 25 gr de musculo de
pescado con 75 ml de agua destilada pH 7 (11).

ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 el Analisis de Varianza (ANOVA)
y el test de comparaciéon de a pares, Fisher LSD,
con niveles de significacion de 0,05 y 0,01. Se
utilizo un paquete estadistico para computadoras
(SYSTAT Inc.1990, version 5.0, USA).
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RESULTADOS

El valor promedio obtenido en la medicién
de pH en un homogenato de musculo de pejerrey
luego de 20 horas de captura, fue de 6,8.

En el Figura 1, se graficaron los valores
de pH, obtenidos a partir de filetes de pejerrey
conservados con y sin vacio, con diferentes
fratamientos y a la temperatura de 4 °C. Se ob-
servan diferencias significativas (p< 0.05) segun el
fipo de tfratamiento, tiempo de almacenamiento
y la pelicula de envase utilizada. La diferencia
mdas importante se observd en los filetes con
tratamiento 1, sin vacio, obteniendo el mayor

Conservacion de pejerrey

valor (pH:7,82), alos 12 dias de almacenamiento.
Los restantes fratamientos no mostraron diferen-
cias significativas entre ellos (p>0,05).

A 0°C (Figura 2), se pudo observar clara-
mente que con el tratamiento 1 sin vacio, se
registraron los valores mds altos (pH: 7,61). Los
productos sometidos al tratamiento 2 (cloro mds
dcido citrico y ascérbico) y vacio, mostraron
valores mds bajos, durante todo el periodo de
almacenamiento. El andlisis estadistico realizado
indicd que el tiempo de almacenamiento, el tipo
de fratamiento y la pelicula de envase produjeron
diferencias significativas (P<0.05) en los valores
de pH.

Valores de pH
OO0 NN~
POONNPOOO©

tiempo (dias)

Fig. 1: Modificacién en los valores de pH durante el almacenamiento a 4 °C.

tratamiento 1 sin vacio,
1 con vacio,

tratamiento 2 sin vacio,
tratamiento 2 con vacio.

tratamiento

7.8

7,6
7.4

7,2

6,8 |

Valores de pH
~
|

6,6 ,7/\,/
6,4
6,2
6 ‘ \
0 5 10

tiempo (dias)

15 20 25

Fig. 2: Valores de pH con respecto a tiempo de conservacion a 0 °C.

—— Tratamiento 1 sin vacio
1 con vacio,

tratamiento 2 sin vacio, tratamiento

tratamiento 2 con vacio.
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Valores de pH
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6,6
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Fig. 3. Valores de pH con respecto a tiempo de conservacion a -1.5 °C.

—— tratamiento 1 sin vacio,
1 con vacio,

A -1.5 °C, la muestra sometida al
tratamiento 1 sin vacio fue la que arrojé los va-
lores de pH superiores a los tres grupos restantes
(pH: 7,41). Las muestras sometidas a los dos
tratamientos y vacio, no mostraron diferencias
significativas (p<0.05), al final de la conservacion
(20 dias), la diferencia entre ellas supero el valor
de la unidad. Las muestras con tratamiento 2
con vacio, mostraron los valores mas bajos de
todas las mediciones. El analisis estadistico in-
dico que el tiempo de almacenamiento, el tipo de
tratamiento y la pelicula de envase produjeron
diferencias significativas (p<0.05) en los valores
de pH.

Se observaron diferencias significativas en
los valores de pH debido al efecto de los tratamien-
tos utilizados (1 y 2), de la pelicula de envase y de
la temperatura y tiempo de almacenamiento. La
comparacion de a pares indico que los valores de
pH presentan diferencias significativas (p< 0.05)
a4,0y-1.5°C.

DISCUSION

Los valores de pH obtenidos a partir de
piezas refrigeradas con hielo en escamas durante
20 horas (pH: 6,8), fueron similares con los ob-
tenidos por Agleria (9) en pescados recién cap-
turados. Esto indicaria que aplicando un buen
proceso operativo de enfriamiento, los cambios
de pH se retrasan, lo cual es favorable para la
conservacion del producto.

Con referencia a los productos que fueron
conservados a 4 *C, los valores de pH fueron los
mas elevados, los cuales se obtuvieron en un
tiempo de conservaciéon mas corto en relacion a
las otras temperaturas utilizadas. La utilizacion
del tratamiento 2 y vacio, el pH no alcanz6 el
valor de 7 hasta los 11 dias (Fig. 1). Estos resul-
tados fueron muy diferentes a los obtenidos en
pescados eviscerados y llenos, ya que a las 72

tratamiento 2 sin vacio,
tratamiento 2 con vacio.

tratamiento

horas el pH habia superado el valor de 7 (9, 18,
19). Por lo expuesto, seria logico considerar que
a esta temperatura (4 °C) los cambios endégenos
y exégenos se presentan con mayor velocidad
(4, 10). También, es sabido que el uso de esta
temperatura (4 °C) no es la recomendada para la
conservacion por los entes fiscalizadores oficiales
de la Republica Argentina (16, 17).

En los filetes conservados en femperaturas
por debajo de 4 °C, los cambios de pH se produ-
jeron muy lentamente (10, 13, 14, 15), esto coin-
cidié con los datos obtenidos de los productos
conservados a 0y —-1.5°C, principalmente en los
productos en los que se utilizd vacio y tratamiento
2 (11). Esto indicaria que la utilizacién de la tem-
peratura de -1.5 °C podria ser una opcion a tener
en cuenta para aumentarla vida Util en este tipo
de producto.

El Coédigo Alimentario Argentino establece
que los productos derivados de la pesca que su-
peren el valor de pH 7,5 (16, 17) no son aptos para
el consumo. En este estudio se obtuvieron valores
por debajo al 7,5 cuando los filetes mostraban
condiciones organolépticas y recuentos micro-
bianos que indicaban que su vida util habia
caducado. Segun los datos obtenidos en este
trabajo, es posible asegurar que la medicién del
pH y teniendo como parametro el valor asignado
por el CAA, no seria una herramienta de gran
utilidad para valorar la aptitud para el consumo
en este tipo de productos.

La utilizacién de las metodologias descrip-
tas, mostraron valores de pH bajos, que se man-
tuvieron por periodos de tiempo prolongados.

Laintensidad en el cambio de pH dependid
de latemperatura de conservacion del producto,
lo que se evidencié con el almacenamiento @
-1.5°C.

Los productos con tratamiento 2 y vacio
arrojaron los valores de pH mas bajos, acentuan-
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dose en la fase inicial de conservacion.

Segun los resultados obtenidos, el uso de
esta variable para evaluar la frescura de los filetes
de pejerrey, no seria de gran utilidad.
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CRITERIOS PARA LA CONSTRUCCION DE MATERIALES
CURRICULARES Y SU EVALUACION EN UN CURSO DE
BIOLOGIA CELULAR PARA ESTUDIANTES DE VETERINARIA

Gonzalez NV, Flamini MA, Andrés Laube PF, Barbeito CG

Catedra de Histologia y Embriologia, Facultad de Ciencias Veterinarias

RESUMEN: Biologia Celular es un curso obligatorio del primer cuatrimestre de la carrera de
Medicina Veterinaria, dictado por primera vez en 2006. Debido a su cardcter innovador se
diseniaron un documento de circulacién general y cuadernillos de trabajo especificos. En este
trabajo presentamos los criterios empleados en su elaboracién y su evaluacion por los docentes
y los estudiantes. Los formatos adoptados para las mismas fueron diversos: completamiento
de esquemas y textos, preguntas de respuesta breve y de seleccion multiple, lectura y dis-
cusion grupal de textos. Estas ejercitaciones se vinculan con el procesamiento, retencién y
recuperacion de datos y conceptos. Para propiciar el desarrollo de habilidades y estrategias
de aprendizaje, se sumaron la interpretacion de imdgenes, la produccion de textos cortos y
la resolucién de situaciones problemdticas sencillas. La evaluacion de los cuadernillos fue
realizada mediante un cuestionario a los estudiantes (n=184) y la autoevaluacion de los do-
centes (n=11). La valoraciéon de los estudiantes sobre los materiales curriculares elaborados
coincidié de manera general con la de los docentes, tanto en los aspectos positivos como en
los negativos. Nuestra satisfacciéon por la evaluacion general favorable de los materiales,
que se refleja en muchos comentarios de los estudiantes, nos estimula a continuar nuestras
tareas de ensenanza.

Palabras clave: Biologia celular - estrategias de ensefianza y aprendizaje -materiales cur-
riculares - reforma curricular

ELABORATION CRITERIA FOR CURRICULAR MATERIALS
AND THEIR EVALUATION IN A CELL BIOLOGY COURSE
FOR VETERINARY STUDENTS

ABSTRACT: Cell Biology is first year Veterinary Sciences career obligatory course. It was first dictated in
2006; due to its innovating character exercise booklets were specially designed. In this work we present
the criteria employed in their elaboration and their evaluation by professors and students. The formats
adopted for exercises were diverse; mainly: schemes and texts filling; short answer; multiple choice and
true or false questions; discussion of scientific texts. This group of activities is related to data and con-
cepts processing, retention and retrieval. For the development of learning strategies and abilities, other
tasks were included: images interpretation to facilitate the appropriation of highly theoretical contents,
short text writing, mainly paragraphs dealing with scientific terms and low complexity problem solving
situations related to the veterinary professional labor. The booklets evaluation was performed by a stu-
dents’ questionnaire and a professors’ self-evaluation. 184 students answered the questionnaire. The
self-evaluation was filled-in by 11 professors. The students’ appreciation on the booklets was overall
satisfactory as well as the professors’ opinions. They also agreed about the booklets negative aspects.
Our satisfaction for the favorable general valuation of the booklets is reflected many of the students’
comments and this stimulates us to continue our teaching tasks.

Key words: Cell Biology - teaching and learning strategies — curricular materials — cur-
ricular reform
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INTRODUCCION

La Facultad de Ciencias Veterinarias de la Uni-
versidad Nacional de La Plata puso en marcha, en el
afno 2006, un nuevo plan de estudios parala carrera de
Medicina Veterinaria. Este plan contempla una carrera
de 5 afos y medio de duracion, y esta organizado en
50 cursos obligatorios de formacion basica, general y
profesional a los que se agregan 3 cursos optativos,
practicas pre-profesionales en diferentes areas y la
acreditacién de conocimientos béasicos de inglés e
informatica (1).

Con anterioridad a la reforma curricular, los
contenidos de biologia celular se desarrollaban en el
curso de grado dictado por la catedra de Histologia
y Embriologia, principalmente a través de clases
tedricas y seminarios y eran evaluados mediante un
examen parcial escrito. En el marco del nuevo plan de
estudios, Biologia Celular es un curso obligatorio que
cuenta con una carga horaria de 56 horas, pertenece
al primer afio de estudios, junto a Bioestadistica,
Biofisica, Bioquimica, Embriologia, Anatomia |, His-
tologia y Microbiologia y se dicta en el primer cuatri-
mestre (1).

La ensenanza de la biologia celular plantea
hoy una serie de dificultades especialmente cuando
se trabaja con cursos numerosos (2). La profusion de
conocimientos sobre la célula, particularmente los da-
tos ultraestructurales y bioquimicos, nos puede hacer
olvidar el tratar los aspectos elementales y basicos
relacionados con su funcionalidad (3). El gran desar-
rollo de los contenidos potencialmente ensefables
—hechos, conceptos, principios y procedimientos-
determina que su seleccidn, organizacion y nivel
de profundizacioén estén subordinados a metas mas
generales como el logro de capacidades (4).

Desde una perspectiva de participacion, pro-
movida desde los estamentos directivos de la Facultad
de Ciencias Veterinarias, el Profesor a cargo elevé una
propuesta para este curso en la cual constaban su
estructuracién en 15 actividades presenciales obliga-
torias (APOs), las expectativas de logro, los objetivos,
contenidos, metodologia de clases y evaluacion que
fue discutida y consensuada en el Departamento de
Ciencias Basicas y posteriormente aprobada por el
Honorable Consejo Académico de la Facultad.

Partiendo de este panorama general, apoyado
en nuestras experiencias previas (5, 6, 7) y ante la
necesidad de generar herramientas para la plani-
ficacion, el desarrollo y la evaluacién del curso, el
equipo docente elabord materiales curriculares desti-
nados especificamente a estas nuevas instancias de
ensefanza y de aprendizaje.

En este sentido, y siguiendo a Gimeno Sacristan
(8), entendemos por materiales curriculares a “los in-
strumentos u objetos que puedan servir como recurso
para que mediante su manipulacion, observacion o
lectura se ofrezcan oportunidades de aprender algo,
o bien con su uso se intervenga en el desarrollo de
alguna funcién de ensefianza” (p.10). La consideracion

Materiales curriculares en Veterinaria

de Gimeno Sacristan sobre los materiales curriculares
es coincidente con la de Parcerisa Aran (9) quien
destaca que no debe identificarse exclusivamente
como material curricular al que emplean los alumnos
sino que el concepto puede referirse al material uti-
lizado por los docentes: “material curricular puede ser
todo material que ayude al profesorado a dar respuesta
a los problemas y cuestiones que se le planteen en
su tarea de planificacion, ejecucion y evaluacion cur-
ricular’ (p.27).

Asi definidos, los materiales curriculares in-
cluyen, ademas de los que son para uso del alumnado,
propuestas tanto para la elaboracion de proyectos
educativos como las relativas a la ensefianza en
determinadas materias o areas, descripciones de
experiencias de innovacion curricular; materiales para
el desarrollo de unidades didacticas; evaluaciones de
experiencias y de los propios materiales curriculares,
etc. (10). En suma, una diversidad de materiales de
importancia central para la toma de decisiones edu-
cativas y por ende, de alta incidencia en los procesos
de ensefianza y de aprendizaje.

De acuerdo a lo planteado anteriormente con
referencia a los tipos de materiales curriculares, y en la
linea de explicitar y compartir nuestra experiencia con
la comunidad universitaria, en este trabajo exponemos
los criterios seguidos en la elaboracion de los mate-
riales curriculares para el curso de Biologia Celular y
presentamos los resultados de su evaluacién por parte
de los docentes y los propios alumnos.

LOS MATERIALES CURRICULARES
DEL CURSO BIOLOGIA CELULAR: DES-
CRIPCION Y CRITERIOS EMPLEADOS
EN SU ELABORACION

La propuesta del Profesor a cargo se
constituyé en el primer documento que guié y
orient6 las siguientes decisiones curriculares
para la ejecucién del curso de Biologia Celular,
contemplando los lineamientos establecidos por
la Comision Permanente de Reforma del Plan de
Estudios y el Honorable Consejo Académico de la
Facultad. Se elaboraron dos tipos de materiales
adecuados al nuevo plan de estudios y destinados
al curso: un documento curricular y cuadernil-
los de trabajo para las actividades presenciales
obligatorias.

El documento curricular, de circulaciéon
general, sirvié al propésito de comunicar a los
docentes y los alumnos la organizacion del curso.
Fue publicado bajo el titulo “Curso de Biologia
Celular. Temario, planificacién, organigrama y
cronograma”. Dividido en varias secciones, este
documento de 13 paginas contiene una introduc-
cion que sittia a la biologia celular dentro del con-
texto de las ciencias y al curso de Biologia Celular
dentro de la carrera de Ciencias Veterinarias, se-
nalando ademas su vinculaciéon con otros cursos.
A la introduccion le siguen la enunciacion de las
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expectativas de logro, los objetivos, las estrategias
didacticas seleccionadas y la implementacion del
curso. En este ultimo apartado se especifica la
carga horaria, su distribucién semanal y se de-
scriben las modalidades de las actividades a de-
sarrollar. Una seccion destinada a la evaluacion y
acreditacion informa sobre el tipo de evaluacién,
incluye modelos de preguntas y explicita los req-
uisitos para la acreditacién del curso y el régimen
de promociéon de los alumnos. En la siguiente
seccion se presenta el organigrama donde para
cada actividad presencial obligatoria se detallan
los objetivos y los contenidos a desarrollar, acom-
panados por la bibliografia seleccionada para el
curso, discriminada en textos fundamentales y
complementarios. El documento finaliza con un
cronograma que establece las fechas de cada
actividad como también los dias asignados al
examen parcial y sus recuperatorios.

Las actividades presenciales obligatorias
comprenden el desarrollo de aspectos teéricos y
practicos. Para cada una de ellas se elaboraron
cuadernillos de trabajo que contienen las ac-
tividades aulicas a realizar con los estudiantes.
Concebidos como material basico, en ellos se
incluyeron los objetivos y los contenidos junto
a una seleccion de ejercitaciones. Los formatos
adoptados para las mismas fueron diversos,
entre ellos:

completamiento de esquemas y textos,

preguntas de respuesta breve,

ejercicios de seleccion multiple,

lectura y discusién grupal de textos de divul-
gacion cientifica,

asignacioén del caracter falso o verdadero de
enunciados y fundamentacion de los mismos.

Este primer grupo de ejercitaciones se
vincula con la informacién conceptual: el proc-
esamiento, retencion y recuperacion de datos y
conceptos. A este conjunto, y con la finalidad de
propiciar el desarrollo de habilidades y estrate-
gias de aprendizaje, se sumaron contenidos de
tipo procedimental: la interpretacion de ima-
genes como medio de apropiacion de contenidos
de alta carga teérica, la produccién de textos
cortos, mayoritariamente la redaccién de par-
rafos cortos en los que se solicitaba la inclusion
de términos cientificos y la resoluciéon de situa-
ciones problematicas sencillas vinculadas con
el quehacer profesional del médico veterinario.
Las razones de la seleccion de estos contenidos
procedimentales se encuentran, respecto de las
actividades centradas en torno a las imagenes,
en el conocimiento de la necesidad de una alfa-
betizacion grafica tal como Dondis (11) y Postigo
y Pozo (12) lo reclaman y que el equipo docente
reconoce desde sus propias practicas pedagogicas
como una de las carencias de sus alumnos. En
lo referente a la escritura, se la concibié como un
modo de alfabetizacion académica (13) y de inte-

gracién del alumno de primer afio a una nueva
cultura y, en particular, a la cultura especifica
de la biologia celular. Al mismo tiempo se pre-
tendieron modificar los aprendizajes superficiales
o poco relevantes y el desinterés de los alumnos
que, en muchos casos llevan al fracaso de los
estudiantes o aun a su desercion del sistema
educativo universitario (14). La resolucion de
situaciones problematicas en el contexto de la
practica veterinaria introduce a los alumnos en
el extenso proceso de aprendizaje de saberes
teoricos y practicos especializados demandados
por la sociedad a la vez que resulta un elemento
motivador que pone en juego ademas valores y
normas (contenidos actitudinales).

Los cuadernillos de trabajo totalizaron 143
paginas, impresas en blanco y negro, en hoja
tamano A4 y con tipografia Georgia 11. El nimero
promedio de ejercitaciones por APO fue de 8,74,
registrandose un maximo de 12 y un minimo de
S ejercicios. Se incorporaron 128 imagenes, lo
que arroja un promedio de 1,18 imagenes por
pagina. Los tipos de imagenes empleados fueron
mayoritariamente esquemas (94%) referidos a
moléculas, componentes y procesos celulares;
también se hizo uso de microfotografias (4%) y
micrografias electrénicas (2%) (7).

Para la elaboracion de los materiales en
conjunto se tomaron como ejes de orientaciéon a
los siguientes criterios:

responden al modelo de ensehanza de pro-
cesamiento de la informacién (15) en el marco
del cual se desarrollan practicas de orientacion
a la obtencién y organizacién de la informacion
asi como a la elaboracion de conceptos y de un
lenguaje para transmitirlos;

se senala explicitamente la preocupacion
por el desarrollo de habilidades y estrategias
en los alumnos, asumiendo el perfil del alumno
ingresante a la Universidad y el caracter prope-
déutico del curso de Biologia Celular dentro de
la carrera de Medicina Veterinaria,

los contenidos se abordan a través de
actividades orientadas a la adquisicién de esas
habilidades y estrategias;

estos materiales se rigen por patrones de
calidad técnica (diagramacion adecuada, com-
posicion equilibrada en la relacién imagen—texto;
estilo de redaccién adecuado al nivel de los estu-
diantes; impresion atractiva y clara), pedagogica
(imagenes, textos y vocabulario acordes al nivel
de los estudiantes, claridad en las consignas,
nivel de complejidad de la ejercitacién apropiado)
y cientifica (contenidos actualizados, cientifica-
mente completos, equilibrados en sus partes);

los docentes responsables de la elaboracion
de los cuadernillos deben garantizar la perti-
nencia y coherencia de los materiales con los
enfoques y estrategias que componen al modelo
educativo de procesamiento de la informacién al
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tiempo que todos los materiales logren conectar
con las légicas de sus usuarios mas que con las
légicas de sus autores.

EVALUACION DE LOS MATERIALES
CURRICULARES DEL CURSO DE BIO-
LOGIA CELULAR

El documento curricular y los cuadernillos
de trabajo disefiados en la implementaciéon del
curso de Biologia Celular constituyeron algunos
de los instrumentos centrales de la innovacion
pedagégica. Adscribimos a las perspectivas de
Parcerisa Aran (9) y Méndez Garrido (16) sobre el
papel de la evaluacion de tales materiales: con-
tribuye no solo a relevar sus aspectos positivos y
aquellos a mejorar sino que forma parte de la re-
flexiéon sobre las propias practicas. Por tratarse de
materiales de elaboraciéon propia, su evaluacion
toma aun mas sentido para conocer silo disefiado
es util en relacién con sus finalidades.

Para el curso 2006 la evaluacién fue re-
alizada en una primera instancia, en la etapa
activa de la ensefianza y del aprendizaje. Este
tipo de evaluacion continua, efectuada mediante
la consulta permanente a los docentes-usuarios
de ambos documentos, permiti6 realizar ajustes
en los cuadernillos de trabajo a medida que se
avanzaba en su publicacién y prever correcciones
del documento general publicado como primer
material.

Al finalizar el dictado del curso, se practico
una segunda instancia de evaluacion, de caracter
sumativo. Para indagar la valoracién de los mate-
riales curriculares del curso de Biologia Celular
los instrumentos aplicados fueron un cuestion-
ario destinado a los alumnos y otro dedicado
a la autoevaluacion docente, como medio para
recoger informacién en un tiempo relativamente
breve. El primero de los cuestionarios contiene
preguntas acerca de la organizacion del curso de
Biologia Celular, el proceso de enseflanza y de
aprendizaje, los materiales didacticos empleados
en el curso y la evaluacion. La autoevaluacion
docente contempla los siguientes aspectos: ca-
pacidad y disposicién para la tarea pedagogica,
responsabilidad laboral, relaciones interper-
sonales con los diferentes agentes educativos,
resultados de su labor educativa y materiales
didacticos utilizados en el curso. En ambos in-
strumentos se indaga especificamente sobre los
mejores y peores aspectos de los cuadernillos de
trabajo. Todas las preguntas se contestan con
respuestas alternativas en una escala ordinal
segun la cuestion abordada a excepcién de las
dos preguntas relativas a los mejores y peores
aspectos de los cuadernillos de trabajo para las
cuales la respuesta es abierta.

De la descripcion anterior se desprende
que estos instrumentos presentan en comun
la evaluacion de los materiales curriculares del
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curso mediante items similares para cada grupo
encuestado. En la presentacion de los resultados
de sendos cuestionarios y en concordancia con
el objetivo de este trabajo, se ponen en relieve
aquellos aspectos que se relacionan de manera
mas estrecha con los materiales curriculares.
Los items de referencia han sido extractados
de los instrumentos empleados y se presentan
en los anexos 1 y 2 (encuesta a los alumnos y
autoevaluacién docente, respectivamente). Los
resultados obtenidos se expresan como frecuen-
cia porcentual (items 1 a 10 del cuestionario para
los alumnos e items 1 a 9 de la autoevaluacion
docente). Para los items de respuesta abierta se
realiz6 un analisis cualitativo (17).

RESULTADOS
ANALISIS DESCRIPTIVO DE
LOS RESULTADOS

A continuacién se presentan los resultados
obtenidos en el cuestionario empleado para inda-
gar la valoracién del material curricular por parte
de los alumnos. Respondieron este cuestionario
184 estudiantes.

En lo referente al uso del cronograma y la
opinién de los estudiantes sobre este documento
se relevo una posicion favorable tanto en la fre-
cuencia de consulta (Fig. 1) como en la valoracién
sobre su contenido (Fig. 2).

La ejercitacion de la actividad practica fue
apreciada por los alumnos como de dificultad me-
dia (Fig. 3), de una muy alta o alta relacién con los
contenidos teéricos (Fig. 4) y facilitadores para la
comprensioén de los contenidos (Fig. 5). Las consi-
gnas de las ejercitaciones resultaron claras para
la mayoria del estudiantado (Fig. 6). La cantidad
de ejercicios incluida en cada actividad resulto
mayoritariamente adecuada (Fig. 7). En relacion
a las apreciaciones favorables anteriores, una
alta proporcién de los alumnos concurri6 a clase
con las ejercitaciones resueltas en respuesta a la
propuesta de los docentes (Fig. 8).

Elinterés de los contenidos incluidos en los
ejercicios fue calificado mayoritariamente como
muy interesante e interesante (Fig. 9).

El trabajo con imagenes en las actividades
practicas, vinculado a la comprensién de los
contenidos, recibié una valoracion altamente
favorable (Fig. 10).

La encuesta de autoevaluacion fue con-
testada por 11 docentes. Los detalles de los
resultados relevados se presentan en la tabla 1.
En general se encontr6é un importante grado de
conformidad con el cronograma y los cuadernil-
los de trabajo.
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4.4%

23.9% 20,6%

W Si, en todas las
clases
@ Si, frecuentemente

O Si, algunas veces

ONo

31.1%

Figura 1: frecuencia de consulta del cronograma

realizada por los alumnos.
Figure 1: Students’ chronogram consults frequencies

B Muy de acuerdo

O De acuerdo

O Poco de acuerdo

O Nada de acuerdo

€1.9%

Figura 2: valoraciéon sobre el contenido del cro-

nograma realizada por los alumnos.
Figure 2: Students’ appreciation on the chronogram con-
tent.

3
8.2%  0.5% 14.3%
B Muy alta dficultad
O Alta dificultad
0O Dificultad media
O Ninguna dificultad
T1%

12.2% 0%

\ / 43.3%

B Muy alta
O Alta
0 Media

0 Sin relacion

44.0%

Figura 3: valoracién sobre el grado de dificultad
de las ejercitaciones realizada por los alumnos.
Figure 3: Students’ appreciation on the exercises’ level of
difficulty.

Figura 4: grado de relacién entre los ejercicios
de las actividades practicas con los contenidos

teoricos abordados.
Figure 4: Students’ appreciation on the relation between prac-
tical activities exercises contents and theoretical contents.

& %
32.8%

M Siempre

O Frecuentemente

0 Ocasionalmente

O Nunca

41.2%

Figura 5: frecuencia con que los ejercicios practi-
cos resultaron facilitadores para la comprension

de los contenidos abordados.
Figure 5: frequencies of the practical activities exercises as
facilitators for the content comprehension.

3.8% % 13.8%

B Muy claras

O Claras

O Poco claras

O Nada claras

80.4%

Figura 6: grado de claridad de las consignas de

los ejercicios de las actividades practicas.
Figure 6: Students’ appreciation on the clarity of the practical
activities exercises instructions.
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% 0%

/’ 12.6%

B Muy adecuada

0 Adecuada

O Poco adecuada

O Inadecuada

82.4%

14.8% O

33.7%

W Si, para todas las clases

3 Si, frecuentemente

O Si, algunas veces

ONunca

49.0%

Figura 7: valoracion sobre el niumero de ejercicios

incluidos en las actividades practicas.
Figure 7: Students’ appreciation on the number of exercises
included in the practical activities.

4.9%

0.0% 25.5%

B Muy interesantes

O Interesantes

O Poco interesantes|

O Nada interesantes

€9.0%

Figura 8: grado de claridad de las consignas de

los ejercicios de las actividades practicas.
Figure 8: Students’ appreciation on the clarity of the practical
activities exercises instructions.

B Mucho
O Bastante
O Muy poco

O Nada

Figura 9: grado de interés de los contenidos in-

cluidos en los ejercicios.
Figure 9: Students’ appreciation on the interest of contents
included in the practical activities exercises.

ANALISIS CUALITATIVO DE LAS PRE-
GUNTAS ACERCA DE LOS MEJORES Y
PEORES ASPECTOS DE LOS CUADER-
NILLOS DE TRABAJO

Las preguntas sobre los mejores y peores
aspectos de los cuadernillos de trabajo dirigidas
tanto a los alumnos como a los docentes son de
respuesta abierta y se analizaron cualitativa-
mente en torno a dos categorias: los materiales
graficos y los materiales escritos.

Estas preguntas fueron contestadas por un
menor numero de alumnos, registrandose para
estos items omisiones del 21,42 y 27,14% para
los mejores y peores aspectos, respectivamente.

Los mejores aspectos destacados por los
estudiantes, en relacion a los materiales graficos
fueron la cantidad de imagenes y la variedad de
sus formatos:

Estudiante N° 7: “La cantidad de imdgenes
que tenian las APOs”

Estudiante N° 106: “Imdgenes y esquemas

Figura 10: valoracién del trabajo con imagenes.
Figure 10: Students’ appreciation on the images included in
the exercises.

a completar”

Estudiante N° 107: “También tenia bastantes
grdficos y material adjunto”

Estudiante N° 117: “Me gustaron mucho
las imdagenes.”

Muy especialmente se seiialé su utilidad
para facilitar el recuerdo, la comprension de los
temas, la clarificacién de conceptos y el situar
los temas en contextos adecuados.

Estudiante N° 1: “Ayudan a ubicarnos
mas”

Estudiante N° 126: “Las imdgenes ayudan
mucho a entender’

Estudiante N° 154: “Sobre todo los dibujos
me ayudaron mucho a entender.”

Respecto de los materiales escritos los
alumnos explicitaron su valor como facilitador
en la comprension de los temas y en la orga-
nizacién del estudio. Algunos de los comentarios
mas representativos realizados por los alumnos
encuestados se presentan a continuacion:
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Tabla 1: resultados de la autoevaluaciéon de los docentes del curso de Biologia Celular (2006)

Table 1: Cell Biology course professors’ self-evaluation results (2006)

Item

Re

1. ;:Durante su practica docente consulto el
cronograma del curso?

Si1, frecuentemente

Si, algunas veces

No

~JUT

%

rassgniale-

2
2

2. E] cronograma del curso contiene una
amplia informaciéon detallada (expectativas
de logro, objetivos, metodologia de clase,
contenidos, criterios de evaluacion, biblio-
grafia).

uy de acuerdo

e acuerdo

1IN IECEN

O] Wb

oco de acuerdo

ada de acuerdo

ool o

3. ¢Queé calificacion general merecen los
ejercicios incluidos en las actividades prac-
ticas?

uy alta dificultad

-

D |D [P

m
alta dificultad
dificultad media

e ninguna dificultad

4. ;:Que relacion encontro entre los ejercicios
de las actividades practicas con los conteni-
dos tedricos tratados?

Muy alta

Alta

HOY o

edia

oo Mg

—

o se relacionan en absoluto

S

~5. ;Contribuyeron los ejercicios de las acti-
vidades practicas a aclarar dudas y resolver
dificultades de los alumnos en la compren-
sién de los contenidos?

Siempre

Frecuentemente

LOO

Hio

Ocasionalmente

Nunca

oS

6. ¢Como evaluia, en general, las consignas
de los ejercicios en las actividades practi-
cas?

Muy claras

Claras

Poco claras

Nada claras

~7. Trabajar con imagenes le ayudo en su
tarea practica:

ucho

astante

=00

N0

0OCO

ada

o] ©

8. El interés de los contenidos incluidos en
los ejercicios de las actividades practicas
fue:

uy interesantes

nteresantes

0oCco interesantes

ada interesantes

oo

9. La cantidad de ejercicios incluidos en
cada actividad practica le resulto:

Muy adecuada

Adecuada

00—

00\

oco adecuada

nadecuada

Estudiante N° 9: “Me ayudaban a sacar
algunas dudas que me quedaron en el tedrico”

Estudiante N° 15: “Breve pero completo”

Estudiante 45: “Diddctico”

Estudiante N° 132: “Traerlas hechas y sac-
arse las dudas en la prdactica sirve mucho para
aprender’

Estudiante N° 147: “Muy buenos, como para
resaltar aspectos importantes de los diferentes
temas y para llevar la materia al dia”

Las opiniones vertidas por los alumnos
sobre los peores aspectos de los materiales gra-
ficos recayeron principalmente sobre la calidad
en las imagenes al hacer referencia a su escasa
definicion y su pobre impresion:

Estudiante N° 11: “Las figuras se veian
mal’

Estudiante N° 20: “Fotocopias: los dibujos
salen a veces muy oscuros y no se comprenden”

Estudiante N° 46: “Algunos esquemas es-
taban medio borrosos”

Asimismo los estudiantes mencionaron
errores en la diagramacioén y en las referencias
de las imagenes.

Estudiante N° 27: “Tienen que tener cuidado
con los errores de tipeo”

En lo referente a los materiales escritos,
las cuestiones comentadas por los alumnos se
centraron particularmente en torno a las ejer-
citaciones que solicitaban la redaccion de textos,
valoradas como poco productivas:

Estudiante N° 53: “Fueron molestas e in-
necesarias las preguntas o items de las APOs que
pedian largas redacciones y lo tinico que habia
que hacer era repetir lo que estaba en el material
tedrico”

Estudiante N° 112: “La produccién de tex-
tos”

Si bien en menor grado, también se se-
nalaron como aspectos desfavorables una escasa
claridad de algunas consignas, una alta dificultad
de las ejercitaciones y la extension excesiva de
algunas actividades practicas (item 9, tabla 1).

Estudiante N° 12: “Los cuadros o preguntas
largas”

Estudiante N° 81: “Enunciados mal formu-
lados haciendo no entendibles las tareas”

Estudiante N° 48: “Algunos ejercicios eran
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de mucha complejidad y solo se podian resolver
con la guia de un profesor, por eso a veces llevaba
las APOs incompletas.”

Estudiante N° 71: “Algunos puntos eran
poco claros y nos atrasaban en la resolucion del
resto pero esto pasé pocas veces.”

Estudiante N° 105: “Las preguntas en las
que hay que desarrollar mucho.”

Un apartado especial merece dos men-
ciones minoritarias: el costo de los materiales
y el corto plazo de que disponian los alumnos
entre que los materiales estaban disponibles para
su adquisicién y el momento de las actividades
practicas. La primera de ellas es una cuestion
aislada pero no por ello de menor relevancia, en
tanto que la segunda recibié la consideracién por
parte de cinco alumnos. Comentaremos sobre
ellas en la discusion.

Los docentes mostraron, en general, acu-
erdo con lo expresado por los alumnos tanto en
los aspectos favorables como desfavorables de
los materiales:

Docente N° 6: “La diversidad de ejercicios,
algunos muy ingeniosos y la variedad de imd-
genes, muchas de ellas facilitaron la explicacion
de algunos contenidos dificiles de entender.”

Docente N ° 2: “El lado negativo es que, en
algunas oportunidades, las imdgenes eran poco
claras.”

Algunos comentarios de los docentes hici-
eron referencia a otros aspectos, entre ellos la
diagramacion de las paginas y la prolongacién de
las actividades practicas hasta fuera del horario
estipulado motivado por la extensién de los ejer-
cicios o la ambigtiedad de las consignas.

DISCUSION

Los resultados presentados constituyen
parte de un estudio exploratorio que brinda
informacion referente a la apreciaciéon de los
alumnos—usuarios y docentes—usuarios sobre los
materiales elaborados para el curso de Biologia
Celular. Dado el mencionado caracter explorato-
rio en el analisis se ha privilegiado la comprensién
y la interpretacion de los resultados, sin perseguir
fines cuantitativos que sefialen tendencias (18).

La construccién de los materiales para el
curso se inicio con el analisis de las necesidades,
realizado desde el conocimiento reflexivo de la
actividad docente. El documento referido por sus
usuarios como cronograma tuvo una recepcion
favorable y resulté un material de referencia.
Concebido como medio no solo para comunicar
los criterios organizativos basicos, la seleccion
y secuenciacion de contenidos sino también la
significacién ideologica del curso, el cronograma
contribuy6 ademas a la integraciéon de los do-
centes al cambio curricular. Asimismo, como
parte del proyecto global del curso, el cronograma
incluyé otro tipo de materiales curriculares a
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través de la seleccién bibliografica.

La elaboracién de los cuadernillos de tra-
bajo tom6 como referente la nocioén, sostenida
por Zabala (10), de que en diferentes contextos
educativos concretos, los materiales curriculares
por muy especificos que sean, nunca desarrol-
lan un solo tipo de contenidos: aunque no se
expliciten, integran contenidos conceptuales,
procedimentales y actitudinales. En el caso del
curso de Biologia Celular, las APOs elaboradas
incluyen explicitamente contenidos conceptuales
y procedimentales. Los contenidos referidos a
datos y a conceptos, entendidos estos como “una
informacion que afirma o declara algo sobre el
mundo” y “relaciones de los datos dentro de una
red de significados” (19, pp. 85-86) han recibido
un tratamiento exhaustivo mediante materiales
graficos y escritos. Numerosos ejercicios que in-
cluyen imagenes o textos a completar brindaron
oportunidades para el aprendizaje de datos en
tanto que los conceptos fueron abordados en
general a través de preguntas de respuesta corta
en el contexto de situaciones experimentales
sencillas.

Estas actividades, entendidas como proble-
mas de lapiz y papel, son una actividad habitual
y de valor reconocido en la ensehanza de las
ciencias biolégicas (20), por otra parte el uso
de imagenes constituye un medio ampliamente
extendido para la presentacion de contenidos
cientificos, tanto en sus fases de divulgacion
y comunicaciéon como en las de enseflanza y
aprendizaje (21). La resolucién de problemas es
una estrategia utilizada para la ensefanza de
la biologia celular en sistemas educativos tan
diferentes como el del Massachusetts Institute of
Technology MIT, EE.UU.) (22) y el de la Facultad
de Ciencias Médicas de La Habana, Cuba (23).

Los contenidos procedimentales incluidos
de forma manifiesta -la redaccién de textos cor-
tos y la resolucion de situaciones problematicas
sencillas vinculadas con el quehacer profesional
del médico veterinario- se presentaron en un
menor numero de oportunidades. En el caso de
la produccién de textos, los formatos de estas
ejercitaciones atendieron a las recomendaciones
de Ballesta Pagan (24) quien indica que deben ser
ejercicios concretos, de algiin modo repetitivos y
secuenciados de manera conveniente y progresiva
para adquirir su dominio. A la luz de nuestros
resultados, los alumnos consideraron que las
actividades eran de una complejidad media por lo
que resulta notable que encontraran a este tipo de
ejercitaciones como tareas poco atractivas segun
se detect6 en la encuesta dentro de los peores as-
pectos de los cuadernillos de trabajo. Los motivos
de esta situacién pueden deberse a la mayor de-
manda cognitiva puesta en juego en la redaccion
y a cierto grado de resistencia generada, al verse
los alumnos enfrentados a entrar a una cultura
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nueva -la cultura académica-: “Escribir, para los
estudiantes, es un acto de cruzar fronteras —o de
pararse en el umbral tratando de imaginar cémo
cruzar.” (13, p. 161). Por el contrario, la resolu-
cion de situaciones problematicas relacionadas
con la actividad profesional fue destacada como
un rasgo positivo de los cuadernillos de tra-
bajo. Es un hecho reconocido que los alumnos
consiguen un mayor aprendizaje si participan
activamente en la adquisicién del conocimiento
y la resolucion de problemas es una forma de al-
canzarlo (2). Coincidiendo con Durfort (3) nuestro
objetivo fue promover en los alumnos el habito
de escuchar, mirar, leer y deducir; habitos que
lamentablemente no siempre son previos a la
entrada en la Universidad.

Desde la perspectiva de los alumnos-
usuarios resultaron funciones principales de los
cuadernillos el permitir aclarar dudas; organizar,
reforzar y repasar contenidos; destacar los as-
pectos mas relevantes de los temas y orientar
respecto de la evaluacion y aun “llevar la materia
al dia”. Esto ultimo se vincula con el comentario
de los alumnos que manifestaron, con una alta
frecuencia, haber resuelto las ejercitaciones an-
tes de concurrir a clase. La incidencia de estos
cuadernillos en las tareas docentes resulté clave
al proveer pautas y criterios para la intervencion
en el aula.

Las facetas de los cuadernillos de trabajo
que resultaron desfavorables en diferente grado
aportan informacién valiosa sobre los aspectos
a mejorar en aras de incrementar su potenciali-
dad didactica. Especificamente, en el momento
de redactar este trabajo, los cuadernillos de
trabajo han sido sometidos a un proceso de
revision, adaptacién y reelaboracion en lo refer-
ente a la claridad de las consignas, la extension
de las actividades presenciales obligatorias y la
adecuacion de la produccion de textos a fin de
potenciar sus aspectos favorables. El cronograma
fue integramente revisado, ajustado y corregido.
Estas tareas se destinaron ademas a reducir el
costo de los materiales para los alumnos como
también a superar los problemas técnicos y de
edicion que redujeron la calidad de impresion.

La evaluacién realizada se centrd en la
practica aulica y se destiné a su comprensiéon y
a su mejora. Los materiales curriculares consti-
tuyen una de las variables que interactaa, junto
a otras, en el complejo proceso de la ensefhanza
y el aprendizaje. Asi, el anélisis realizado consti-
tuye una primera aproximacion que deseamos
profundizar incorporando las restantes cues-
tiones incluidas los cuestionarios, como forma
de adecuar de mejor modo nuestra tarea a las
demandas actuales de la ciencia, por una parte
y a los estudiantes, que se inician en la carrera
de Médico Veterinario, por otra. En este sentido,
adherimos a la expresion de Rodriguez Palmero y

Marrero Acosta (25, p.1) quienes sostienen que a
los docentes de esta disciplina: “...se nos reclama
hacer una reflexion sobre el contenido celular
que transmitimos y ofrecemos al alumnado, se
nos pide una revisién sobre la cultura académica
que desde la Biologia como asignatura se estd
presentando a los estudiantes, se nos demanda
una recreacion de esa cultura escolar de modo
que replanteemos su naturaleza y su sentido.”
Asi los materiales producidos para este curso
de Biologia Celular, han recibido una valoraciéon
favorable por parte de los alumnos y docentes,
en particular en lo que respecta al uso intensivo
de imagenes.

La ensefianza es una practica orientada a
los estudiantes que a la vez enriquece el bagaje
personal de los docentes. En este sentido resulta
motivador y estimulante el siguiente comentario,
recogido de la encuesta N° 179, al abordar los me-
jores aspectos de los cuadernillos: “Me parecieron
muy diddcticos y destaco el tiempo que dedican
los docentes en hacerlos”.
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Anexo 1
Extracto de la encuesta contestada por los alumnos del curso de Biologia Celular 2006
Materiales didacticos empleados en el curso de Biologia Celular

1. ¢, Consulté el cronograma del curso?
O Si, lo usé en todas las clases. [ Si, frecuentemente. [ Si, algunas veces [ No.

Conteste el siguiente item solo si consulté el cronograma.
2. El cronograma del curso contiene una amplia informacién detallada (expectativas de logro, objetivos, me-
todologia de clase, contenidos, criterios de evaluacion, bibliografia).

O Muy de acuerdo O De acuerdo [0 Pocodeacuerdo [0 Nada de acuerdo

3.3. ,Qué calificacion general merecen los ejercicios incluidos en la actividades practicas?
0O De muy alta dificultad [0 de alta dificultad [ de dificultad media [0 de ninguna dificultad

3.4. ; Qué relacion encontrd entre los ejercicios de las actividades practicas con los contenidos tedricos tra-
tados?

O Muy alta O Alta O Media O No se relacionan en absoluto
3.5. ¢ Contribuyeron los ejercicios de las actividades practicas a aclarar dudas y resolver dificultades en la
comprensioén de los contenidos?

O Mucho O Enalgo [0 En nada

3.6 ¢ Como evalua, en general, las consignas de los ejercicios que resolvid en las actividades practicas?
O Muy claras O claras O poco claras [0 nada claras

3.7 Trabajar con imagenes en los ejercicios le ayudo a la comprender los contenidos del curso:
0 Mucho O Enalgo [1 En nada

3.8. El interés de los contenidos incluidos en los ejercicios de las actividades practicas fue:
00 Muy interesante [ interesante [0 poco interesante [0 nada interesante

3.9. La cantidad de ejercicios incluidos en cada actividad practica le resulté:
[1 Muy adecuada [1 adecuada [1 poco adecuada [ inadecuada

3.10 s Resolvié los ejercicios antes de concurrir a la actividad?
01 Si, para todas las clases. [ Si, frecuentemente. [ Si, algunas veces [ Nunca.

3.11 Sefale en los siguientes espacios:
Los mejores aspectos de los materiales impresos (APOs)

Los peores aspectos de los materiales impresos (APOs)
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Anexo 2
Extracto de la autoevaluacion contestada por los docentes del curso de Biologia Celular
Materiales didacticos empleados en el curso de Biologia Celular

1. ;.Durante su practica docente consulto el cronograma del curso?
[1 Si, en todas las clases. [] Si, frecuentemente. [J Si, algunas veces [] No.

Conteste el siguiente item solo si consulté el cronograma.

2. El cronograma del curso contiene una amplia informacion detallada (expectativas de logro, ob-
jetivos, metodologia de clase, contenidos, criterios de evaluacién, bibliografia).
[l Muy de acuerdo [l De acuerdo [] Poco de acuerdo [l Nada de acuerdo

3. ¢Qué calificacién general merecen los ejercicios incluidos en las actividades practicas?
[l De muy alta dificultad [] de alta dificultad
[1 de dificultad media [1 de ninguna dificultad

4. :Qué relacion encontré entre los ejercicios de las actividades practicas con los contenidos teo-
ricos tratados?

[] Muy alta [] Alta [l Media [l No se relacionan en absoluto
5. ¢Contribuyeron los ejercicios de las actividades practicas a aclarar dudas y resolver dificultades
de los alumnos en la comprension de los contenidos?

[1 Mucho [l En algo [1 En nada

6. :Como evalua, en general, las consignas de los ejercicios en las actividades practicas?
[1 Muy claras [l claras [l poco claras [l nada claras

7 Trabajar con imagenes le ayudo en su tarea practica:
[1 Mucho [l En algo [1 En nada

8. El interés de los contenidos incluidos en los ejercicios de las actividades practicas fue:
[l Muy interesante [l interesante [l poco interesante [l nada interesante

9. La cantidad de ejercicios incluidos en cada actividad practica le resulté:
[1 Muy adecuada [l adecuada [l poco adecuada [l inadecuada

10. Senale en los siguientes espacios:

Los mejores aspectos de los materiales impresos (APOs)

Los peores aspectos de los materiales impresos (APOs)
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Comunicacion breve

MULTIFOCAL ANAPLASTIC ASTROCYTOMA IN THE
LUMBAR-SACRAL SPINAL CORD OF A 7 YEAR-OLD
BLOOD HOUND

NE Vecchio, TA Tobias
MedVet Memphis Specialty Hospital, Memphis, TN, USA

Abstract: Anaplastic astrocytomas are extremely uncommon tumors of the spinal cord in
dogs. A 7 year old, female spayed Blood Hound dog was presented for evaluation of mild
right rear leg lameness. The lameness was strictly unilateral with no other significant ab-
normalities in the physical and neuro-orthopedic examinations. The severity of the lameness
progressed rapidly to be non-weight bearing with severe conscious proprioceptive deficits and
muscle atrophy. The dog was euthanized at the owner’s request. Post-mortem examination
and histopathological analysis revealed a multifocal anaplastic astrocytoma arising from the
lumbar-sacral segments of the spinal cord.

Key Words: astrocytoma, spinal cord, dog

ASTROCITOMA MULTIFOCAL ANAPLASICO EN EL
SEGMENTO LUMBOSACRO DE LA MEDULA ESPINAL
EN UNA PERRA BLOOD HOUND DE 7 ANOS

Resumen: Los astrocitomas anapldsticos son tumores muy raramente reconocidos en la
médula espinal en caninos. Una perra Blood Hound, castrada, de 7 arfios de edad fue presen-
tada para evaluacién de una leve claudicacién del miembro pelviano derecho. Ningun otro
hallazgo significativo fue notado en el examen fisico como asi tampoco en el neuro-ortopédico.
La severidad de la claudicacién progresé rapidamente al punto de que el animal no podia
soportar peso sobre la pierna afectada. Severas deficiencias neuroldégicas y atrofia muscular
fueron observadas. La perra fue sacrificada a pedido de los duerios. La evaluacién post-
mortem y estudios histopatolégicos revelaron dos tumores en los segmentos lumbar y sacro
de la médula espinal. Los tumores fueron diagnosticados como atrocitomas anapldsticos.

Palabras clave: astrocitoma, médula espinal, canino
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INTRODUCTION

Anaplastic astrocytomas have been rarely
described as primary tumors of the spinal cord
in dogs and cats. Spinal canal tumors are divided
into three types according to their relationship
with respect to the spinal cord and dura(l, 2, 3,

4): extradural, outside of the spinal cord (50%)

(4); intradural extramedullary, within the dura
but not invading the neural substance of the spi-

nal cord (35%) (4); and intramedullary, growing

within the substance of the cord (15%) (4). Most
canine spinal cord tumors are found extradurally,
whereas primary intradural tumors are less likely
(2, 9). Previous studies have shown that only 3%
of canine patients with spinal cord tumors were
diagnosed with astrocytomas(2, 6) and there is
only one reported case of anaplastic astrocytoma
(10). Most affected dogs are middle age 8 and
large breeds 9 and brachicephalic dogs seem to
be overrepresented(3, 8). Both sexes are affected
equally. To the authors’ knowledge, there is no
previous report of a multifocal anaplastic astro-
cytoma in the spinal cord of a dog.

CASE DESCRIPTION

A 7 year-old spayed female Blood Hound
was presented with an acute onset of progres-
sively worsening strictly unilateral lameness
of the rear right leg. Orthopedic and neurologi-
cal examinations were performed. The dog was
initially treated nonspecifically with a NSAID
(meloxicam 0.1 mg/kg PO once a day) and, seven
days later, with an intravenous in injection of
30 mg of dexamethasone. Radiographs of lower
back, hips, and knee were taken and submitted
to a board-certified radiologist. Necropsy was per-
formed and the spinal cord and muscle samples
of lumbar epiaxial muscles, biceps femoralis, and
quadriceps were sent for histopathological study
to Colorado State College of Veterinary Medicine.
Standard preparation for histopathological analy-
sis was used.

RESULTS
The animal progressively worsened and
seven days after the first consultation, the patient
had lost significant motor function to its rear right
leg, but was still able to bear weight. Severe neu-
rological deficits and mild muscle atrophy were
noticed at this time. An intravenous injection of
30 mg of dexamethasone had no beneficial effect.
Two weeks after initial presentation the patient
was unable to bear weight on the affected right
rear limb. Neuro-orthopedic examination revealed
absence of paw positioning, patellar reflex, and
withdrawal in the right rear limb. In the left rear
limb, hyper-reflexia of the patellar reflex was
noted.
Neuroanatomically, the problem localized

Anaplastic astrocytoma

to L4-S1 spinal segments (worse L4-L6), but re-
mained strictly right sided. No significant spinal
pain was observed. The radiologist described
degenerative changes of the lumbar spine, but
no other abnormalities. Computed tomography
and/or magnetic resonance imaging studies
were declined by the dog’s owner. Because of its
rapidly deteriorating condition despite supportive
therapy, the animal was euthanized 5 weeks after
the manifestation of the signs. Severe decolor-
ation of the affected musculature was evident
at necropsy. No macroscopic evidence of tumor
was noted in the spinal cord in the post-mortem
examination.

The histopathological report of the muscle
samples revealed severe muscle atrophy. Two
anaplastic tumors were described in the spinal
cord. One mass involved L4-L5 spinal cord seg-
ments, and the second involved S1-S2 spinal
cord segments. The masses were described as
large tumors which were replacing three-quarters
of the parenchyma. They consisted of spindle
cells forming bundles that intersected at various
angles forming swirls and whorls (Figure 1). The
abnormal cell population was characterized by
highly pleomorphic, round nuclei with prominent
nucleoli. Mitoses were numerous and atypical
and giant nuclear forms and anaplastic cells
were present (Figure 2). There was slight fibrous
stroma and material resembling irregular ner-
vous tissue throughout. Sections of the spinal
cord proximal to the lesion consisted of areas
of Wallerian degeneration with vacuolization of
the white matter. The tumors were identified as
anaplastic astrocytomas.

DISCUSSION

A recent study shows that canine astrocy-
tomas are mostly diagnosed in the brain (85%),
less commonly in the brain stem (10%), and least
frequently in the spinal cord (3%). In previously
reported cases, neoplasms were found in the
thoracic portion of the cord (6). Different types
of astrocytomas can be found according to the
histological classification provided by the World
Health Organization for tumors of the nervous
system (10). We have found only one report of an
anaplastic astrocytoma in the spinal cord of a dog
(11), but we have not found any documentation
of a multicentric astrocytoma of any kind in the
canine spinal cord.

Signs seen in association with spinal cord
tumors usually reflect the location of the neo-
plasm and are often indistinguishable from the
signs caused by other transverse myelopathies

at the same location (4). In this particular case,
the unilateral nature of the problem suggested
involvement of the central gray matter rather than
of the peripheral white matter of the cord. This
was supported by the absence of back pain over
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The masses were described as large tumors
which were replacing three-quarters of the pa-

renchyma.
Los tumors remplazaban tres cuartas partes del parenquima
medular.

the compromised spinal segments. Even though
this is a characteristic shared with spinal cord
infarcts, dogs with spinal cord infarcts rarely
worsen and usually show signs of recovery within
10 days (1). Further, the histopathological find-
ings explain the lower motoneuron signs of the
right side due to the destructive nature of the
neoplasm arising from the gray matter and the
upper motoneuron findings of the contralateral
leg due, most likely, to compression of the left
lateral tracts by the expanding intramedullary
tumor. Plain radiographic abnormalities are un-
common with primary nervous system neoplasms

(4), but some studies in human medicine have
identified abnormalities, such as spondylosis or
bone destruction, on plain radiographs in 20%

of the patients in study (7). Advanced imaging
would have been helpful in localizing the masses,
specially the MRI which would have shown the
architecture of the spinal cord. Contrast CT and/
or myelography would have potentially shown
compression at the tumor site if the expansion
of the tumor was sufficient to prevent contrast
distribution in the subdural space.

More common neoplasms of the spinal cord
include meningiomas and oligodendrogliomas,
as primary tumors, and hemangiosarcomas, as
metastatic tumors. The proliferetion of spiculated
pleomorphic cells and the expansive nature of
the tumors in this case along with the reactive
glial cells were important in making the diagno-
sis. To further classify the nature and origin of
these tumors, special immunostainings such as
GFAP would have been not only interesting but
also very helpful.

Although not very common, anaplastic
astrocytomas, as well as other more common
neoplasias should be considered as differential
diagnosis in dogs with clinical signs similar to

prominent nucleoli. Numerous mitoses and aty-
pical and giant nuclear forms and anaplastic cells
were present.

Las celulas presentan alto grado de pleomorfismo con nucleos
redondeados y nucleolo prominente. Numerosas y atipicas
mitosis con celulas anaplasticas y nucleos gigantes.

those reported in this case. In the above described
dog the particular neurological dysfunction and
clinical progression were well correlated with the
anatomical location of this uncommon tumor.
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RECONOCIMIENTO MATERNO DE LA PRENEZ E
IMPLANTACION DEL EMBRION: MODELO BOVINO
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! Grupo Fisiologia y Biotecnologia de la Reproduccion
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Resumen: El reconocimiento materno de la preniez es el proceso fisiolégico en el cual el
embrioén, mediante sefiales moleculares como la secrecion de interferén tau (IFN-t), anuncia
su presencia en el tracto reproductivo materno, con el fin de evitar que se desencadene el
mecanismo luteolitico ejercido por la prostaglandina F2a (PGF2a) sobre el cuerpo liteo, pro-
longando la vida de éste y garantizando la produccién de progesterona para el mantenimiento
de la prefiez. Los eventos que influyen en este proceso fisiolégico son una interaccion
de diferentes érganos como ovario, titero y embriéon. Aunque se considera al IFN-t
como la senal primordial para que se dé el reconocimiento materno de la prefiez, es
importante tener en cuenta el papel que cumplen los estrégenos, progesterona, y
prostaglandinas en los procesos de sefalizacion molecular que ocurren durante la
ventana de implantacion.

Palabras clave: Reconomiento materno de la prefiez - Embrion bovino - IFN-t.

MATERNAL RECOGNITION OF THE PREGNANCY
AND EMBRYO IMPLANTATION: BOVINE MODEL

Abstract: The maternal recognition of pregnancy is a physiological process in which the em-
bryo announces his presence in the maternal reproductive tract by molecular signs interferon
tau (IFN-t) secretion. Luteolitic mechanism trigger by the prostaglandin F2a (PGF2a) on the
corpus luteum (CL) blockage, and lifespan and CL-progesterone production prolongation preg-
nancy. The events that influence this phenomenum imply the interaction of different structurs
as ovary, uterus and embryo. Although the IFN-t is considered to be the basic signal to the
maternal recognition of the pregnancy, it is important to keep in mind the role that estrogens,
progesterone, and prostaglandin have in the processes of molecular pathways signalling that
happen during the implantation window.

Key word: Maternal recognition of pregnancy — Bovine embryo — IFN-t.
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INTRODUCCION

Reconocer los procesos fisiolégicos que
ocurren alrededor de la implantacién es impor-
tante para tratar de explicar algunos problemas
que disminuyen la eficiencia reproductiva en los
hatos. Uno de los problemas reproductivos mas
frecuentes en ganaderia es el de las “vacas repeti-
doras”, al cual se le atribuyen diferentes causas
como: desbalance nutricional y hormonal, enfer-
medades infecciosas y muerte embrionaria. Esta
ultima representa del 25% al 35% del problema
en general y esta asociada al dia 16 posestro[7],
dia en que ocurre el reconocimiento materno de
la prefiez.

Se conoce como reconocimiento materno de
la prefiez o reconocimiento materno embrionario,
el proceso fisiologico en el cual el embrién me-
diante sefnales moleculares como la secrecion de
interferén tau (IFN-f) anuncia su presencia en el
tracto reproductivo materno, con el fin de evitar
que se desencadene el mecanismo luteolitico
ejercido por la prostaglandina F, (PGF, ) sobre
el cuerpo lateo, prolongando la vida de éste y ga-
rantizando la produccién de progesteronal20].

La interaccion del embrion, el tracto re-
productivo materno, y las diferentes hormonas
que actuan en este proceso, se trataran en el
presente articulo. Inicialmente se describe la
funcion de las diferentes hormonas implicadas
en el reconocimiento y cual es su acciéon en el
tracto reproductivo dependiendo de si hay o no
gestacion. Seguidamente se describe como se
forma el embrién y como este interactiia con el
tracto reproductivo para sefalar su presencia me-
diante el IFN-t. Finalmente se presenta un modelo
de este conjunto de interacciones que llamamos
“reconocimiento materno de la prefez”

PRODUCCION DE HORMONAS
Y FUNCION
ESTROGENOS (E,)

Los niveles de estrégenos varian durante
todo el ciclo dependiendo de la actividad ovarica,
son basales después de la ovulacién y comienzan
a aumentar con la emergencia de una nueva
onda folicular, alcanzando altos niveles séricos
durante la dominancia folicular[9]. (Figura 1-Ay
1-B, E,). El endometrio presenta un receptor para
estrogenos a nivel de nucleo el cual se conoce
como receptor alfa de estrogenos (RE,a)[21]

Los E, producidos en los foliculos ovaricos
ejercen diferentes funciones dentro del recono-
cimiento materno de la prefiez, una de ellas es
regular cuando se puede dar o no la implantacién.
En el epitelio endometrial, compuesto de células
epiteliales luminales con microvellosidades y algu-
nas con cilios y células epiteliales glandulares con
microvellosidades[17], los estrégenos regulan la
expresion y producciéon de una proteina conocida
como el MUC-1 o mucina[12]. Esta glicoproteina
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de 120-220 KDa que se encuentra en la superfi-
cie apical, especialmente en microvellosidades y
cilios de ambos tipos celulares (Figura 1-C, en-
dometrio) posee un dominio extracelular de gran
tamano que con la glicosilacion puede aumentar
su peso a 400 KDa [22]. El gran tamano y peso
de esta glicoproteina, sumado a la presencia de
azucares dentro de su estructura, la hacen una
molécula de antiadhesion que impide el contacto
entre el embrién y el endometrio materno evi-
tando que se de una implantacion en el momento
inadecuado[12]

Otra funcion importante que cumplen los
estrogenos es servir como estimulo para la liber-
acion de hormonas gonadotropicas.

GONADOTROPINAS

La GnRH (Hormona Liberadora de Gonado-
tropinas) es una hormona proteica producida
por el hipotalamo y cuya funcién es inducir la
liberacion de FSH (hormona foliculo estimulante)
y LH (hormona luteinizante) en la adenohipéfisis
[2]. La liberacion de estas hormonas depende de
dos centros que se encuentran en el hipotalamo
controlando la liberacion de GnRH, uno es el
centro de pulsos que funciona tanto para LH
como FSH, y responde a concentraciones bajas
de E, séricos aumentando la liberacion de FSH
para estimular el crecimiento folicular en las
etapas de reclutamiento y divergencia (Figura 1-A
y 1-B, FSH) [14]. El otro es el centro de pico que
permite la liberacién de LH que actiia en la etapa
de divergencia a dominancia con la maduracién
del foliculo dominante permitiendo que se de la
ovulacion y posteriormente en la formacion del
cuerpo luteo, este centro se ve estimulado por
gran cantidad de E, provenientes del foliculo
dominante y esta inhibido por la progesterona
proveniente del cuerpo ltteo funcional (Figura
1-B, LH y P,)[14]. Con la estimulacion de este
ultimo centro, se da el pico preovulatorio de
LH previo al estro (dia 0), que desencadena la
ovulacion del foliculo dominante 8-12 horas
posestro 6 24 horas presentado el pico, liberando
un ovocito maduro listo para ser fecundado [15]
(Figura 1-A). La secrecién de LH continta para
permitir la formacién del cuerpo luteo y asegurar
la produccion de progesterona importante para
la gestacion (Figura 1-A y 1-B, LH)

PROGESTERONA (P4)

Con el proceso de luteinizacion se inhibe
la via de aromatizacién y se comienza a producir
P, desde niveles no detectables, hasta el dia 2
posestro donde se registran niveles séricos may-
ores a Ing/mlL, y en el dia 5 posestro se registra
niveles mayores a Sng/mL, considerando al cu-
erpo lateo como funcional [18] . La produccion
se mantiene en el tiempo si un embrion logra el
reconocimiento por parte de la madre o puede
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Primera etapa del ciclo estral: Dia 0 al 7 posestro
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Figura 1: Primera etapa del ciclo estral dia O al 7 pos-estro, A; ovario, B; hormonas C; tracto repro-

ductivo y D; desarrollo embrionario.
Figure 1: First stage of the cycle estral day O to 7 pos-estrus, A; ovary, B; hormones C; reproductive tract and D; embryonic
development.

Segunda etapa del ciclo estral: Dia 7 al 14 posestro

7 dia 8 dia 7 din 10 dia 1 dia 12 dia 13 din 14 dia
pososiro pasestro posesiro posestro posesim posesiro posesiro posesirn

Figura 2: Segunda etapa del ciclo estral dia 7 al 14 pos-estro, A; ovario, B; hormonas C; tracto re-

productivo y D; desarrollo embrionario.

Figure 2: Second stage of the cycle estral day 7 to 14 pos-estrus, A; ovary, B; hormones C; reproductive tract and D; em-

bryonic development.

finalizar con el mecanismo de luteédlisis si no hay brién, ya que, su presencia en el tracto materno

preniez. (Figura 1-B, P,). tiene accion sobre las secreciones uterinas que
La P, mantiene en optimas condiciones el mejoran el desarrollo embrionario temprano y por

micro-ambiente en el cual se desarrollara el em- tanto favorece la produccion de IFN-t, molécula
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Tercera etapa del ciclo estral: Dia 14 al 21 posestro
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Figura 3: Tercera etapa del ciclo estral dia 14 al 21 pos-estro, A; ovario, B; hormonas C; tracto re-

productivo y D; desarrollo embrionario.

Figure 3: Third stage of the cycle estral day 14 to 21 pos-estrus, A; ovary, B; hormones C; reproductive tract and D; em-

bryonic development.

importante en el reconocimiento materno embri-
onario [11].

La P, producida durante los primeros 10
dias posestro inhibe el mecanismo luteolitico,
debido a la comodulacion existente entre el re-
ceptor RE, a y el receptor de P, (RP) en el nucleo
de las células endometriales [21]. La unién de la
P, a su receptor, inhibe a RE,a impidiendo que
la union de E, a su receptor sirva como factor
de trascripcion para la sintesis de receptores de
oxitocina (OTR) [4], necesarios en el mecanismo
de produccion de PGF, ; pero una exposicion
continua de P, sobre el endometrio resulta en
una saturacion de los receptores RP entre los dias
11-12 posestro deprimiendo su funciéon [21]

LUTEOLISIS

CELULA ENDOMETRIAL, EXPRESION
DE OTR Y PRODUCCION DE
PROSTAGLANDINA (PGF,,)

La expresion de OTR en la célula endome-
trial es el paso previo para que se de el mecanismo
luteolitico. Los estrégenos provenientes de los
foliculos en crecimiento actuan sobre el RE,a; el
complejo hormona-receptor se comporta como un
factor de trascripcién a nivel de nucleo [21], para
la sintesis de OTR que se instalan en membrana
citoplasmatica basal a espera del estimulo de
oxitocina [23], (Figura 2-C).

La oxitocina es producida por el hipotalamo
0 en las células grandes luteales [19], es liberada

al torrente sanguineo y llega hasta ttero, donde
se acopla al OTR en la célula endometrial, acti-
vando la fosfolipasa A2 cuya funcion es clivar el
acido araquidonico de los fosfolipidos de mem-
brana. Sobre el acido araquidénico acttia un
complejo bifuncional compuesto por la COX-2 y
una peroxidasa que lo convierten en PGH2, pre-
cursor de prostaglandina. Sobre el PGH2 ejerce
su accion la enzima PGF-sintasa, convirtiéndolo
en PGF, . (Figura 2-C). La PGF, llega hasta el
cuerpo lateo mediante un mecanismo de con-
tracorriente entre la vena uterina y la arteria
ovarica, causando pérdida de funcién y apoptosis
de las células luteales. La lutedlisis permite la
continuidad de la ciclicidad ovarica del animal,
ya que, sin la presencia de P, se retira el bloqueo
a nivel hipotalamico y el pico preovulatorio de LH
puede darse de nuevo.

La produccion de PGF, en forma pulsatil
comienza a ser de importancia desde el dia 12
posestro (Figura 2-B, PGF, ) cuando existen re-
ceptores membranales en las células luteales que
permitan realizar su funcién [3].

FECUNDACION Y DESARROLLO
EMBRIONARIO

El oocito liberado en la ovulacion es captado
por el infundibulo del oviducto, desciende hasta
la unién istmo-ampular en donde aproximada-
mente 250.000 espermatozoides capacitados,
rodean la zona peltcida y uno de ellos fecunda
[13] (Figura 1-D); posterior a la formacién de
los prontucleos femenino y masculino ocurre la
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singamia dando origen al comienzo del clivaje.
El oocito, y posteriormente el embrién, tienen
contacto con dos tipos de células en el oviducto:
células ciliadas las cuales se encargaran del
transporte hacia el Utero y células secretoras
dotadas de granulos productores de sustancias
que ayudan a la maduracién de los gametos, ca-
pacitacion de los espermatozoides y al desarrollo
embrionario temprano[10]. Existe un tercer tipo
de células, las basales que sirven de sostén tanto
a ciliadas como secretoras [10].

Luego de la fecundacién, comienza el de-
sarrollo embrionario con el clivaje o serie de divi-
siones mitéticas; el dia 2 posestro el embrion es
de 2 células, al dia 3 se encuentra en estadio de 4
células y el dia 4 en estadio de 8-16 células, du-
rante este estadio se da la activaciéon del genoma
embrionario [6] y el comienzo de la diferenciacion
celular (Figura 1-D) en dos poblaciones, el em-
brioblasto (células que daran origen al embri6n)
y el trofoectodermo, (células encargadas del re-
conocimiento materno y de la placentacion). En
esta etapa, se da la mayor pérdida embrionaria
[5], ya que, una falla en la expresién del genoma
podria afectar la diferenciacién y eventos subsi-
guientes como: reconocimiento, implantacion,
placentaciéon y desarrollo fetal[16]. El embrién
permanece en el oviducto hasta el dia 4 posestro,
dia en el que pasa al Utero para continuar su
desarrollo (Figura 1-C, oviducto).

Después de superar el estadio de 8-16 cé-
lulas el embrién se instala en la parte apical del
cuerno ipsilateral al cuerpo ltuteo, y contintia con
su desarrollo a moérula temprana (MT) en el dia
5, mérula compacta (MC) en el dia 6 y el dia 7,
con la formacién del blastocele se le denomina
blastocito temprano (BT) (Figura 1-D), el dia 8
posestro contintia su desarrollo a blastocito ex-
pandido (BEx) (Figura 2-D).

ETAPAS PREIMPLANTATORIAS Y
RECONOCIMIENTO DE LA PRENEZ

En el dia 9 posestro el embrion abandona
la zona peluicida, evento conocido como eclosién
o “hatching”, (Figura 2-D, eclosién). Comienza
entonces la etapa de elongacién, en donde se
alarga y aumenta de tamafo durante los dias
10 a 13 posestro. En este periodo se da la se-
crecién de interferén tau (IFN-¢) [8] (Figura 2-D,
elongacion).

El1 IFN-t es una proteina perteneciente a la
familia de los interferones tipo 1 [13], producida
en embriones rumiantes por las células mono-
nucleares del trofoectodermo, se ha determinado
su secrecién hacia el lumen uterino entre los
dias 10 y 21 del ciclo (Figura 2-B, IFN-f) con
una produccién maxima entre los dias 14 y 16
posestro [21]. En los dias de mayor producciéon
de IFN-t el embrioén se encuentra en la fase de
precontacto, caracterizada por la diferenciacion

de las células del trofoectodermo en columnares
y sincitiales [22], en esta etapa no hay contacto
entre el embrién y la madre en espera que el IFN-¢
realice su funcién antiluteolitica.

MECANISMO DE SENALIZACION POR
INTERFERON-TAU EN LA CELULA
ENDOMETRIAL.

¢Como actua el IFN-t como factor antilu-
teolitico? Inicialmente se creia que el efecto del
IFN-t se daba sobre la expresion de la COX-2,
enzima importante en la via de produccién de
la PGF,_, sin embargo estudios posteriores han
demostrado que la inhibicién se da en otra parte
de la via propiamente en la sintesis de receptores
para oxitocina (OTR).

Las células endometriales poseen un re-
ceptor membranal para los interferones tipo 1
llamado IFNAR; el IFN-t se acopla a este receptor
para inducir una sefal intracelular que genera
la produccién de proteinas tales como como el
IRF-1 (Factor Regulador de Interferén 1), el IRF-2
(Factor Regulador de Interferén 2), proteina Mx,
B2 microglobulina entre otras [13]. E1IRF-2 acttia
como un inhibidor del receptor de estrégenos
(RE,a) en la célula endometrial, evitando la unién
hormona-receptor necesaria para la sintesis de
OTR, asi no habra receptor que reciba el estimulo
para la produccion de PGF,_[4], (Figura 3-C).

Mediante este mecanismo de sefalizacion
por IFN-t se mantiene la produccion de P, por
el cuerpo luteo, mientras el embrién continta
con la fase de aposicién en los dias 18 a 19 pos-
estro, donde existe contacto célula a célula. El
embriéon se inmoviliza en el Gitero por medio de
la interdigitacién de las células diferenciadas
del trofoectodermo embrionario con las microv-
ellosidades del epitelio endometrial [22] (Figura
2-D, precontacto y aposicién). Finalmente se da
la fase de adhesion caracterizada por la fusion
de membranas trofoblasticas con membranas
de las células endometriales. La adhesién se da
gracias a un numero de moléculas de adhesion
expresadas tanto por las células del trofoecto-
dermo como por las células endometriales, que
permite la unién célula a célula [1].

MOLECULAS DE ADHESION

Las moléculas de adhesién presentes en
membrana celular permiten la unién entre cé-
lulas y median procesos como la embriogénesis,
la remodelacién de tejidos, la cicatrizacién y la
migracién de células. Estas moléculas se clasifi-
can dependiendo del tipo de unioén si es célula a
célula como las caderinas e inmunoglobulinas o
célula a matriz extracelular como integrinas [1].

La produccion de moléculas de adhesion en
la implantacioén de embriones bovinos se da tanto
en las células del trofoectodermo como en las cé-
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lulas endometriales, (Figura 3-C). Las integrinas
ay B y L-selectina, son algunas de las molécu-
las implicadas en el proceso de implantacién,
se unen a componentes de matriz extracelular
como el GlyCAM-1 (Molécula de adhesién celular
glicosilada 1), galactin-15 y osteopontina que son
secretadas por las células del endometrio [22].
Las moléculas de adhesién se activan dependi-
endo de diferentes factores como la P, y el IFN-,
también pueden ser activadas por otras molécu-
las como la unién de L-selectinas a GlyCAM-1
que activan las integrinas B1 y p2 [22].

El entendimiento de los mecanismos invo-
lucrados en el reconocimiento materno embrion-
ario en los bovinos, permite comprender desde
la fisiologia, fenémenos que comprometen la
eficiencia reproductiva del ganado, como las re-
absorciones embrionarias tempranas. El estudio
de este tema debe hacerse desde la comprension
de un todo ya que en el proceso se da la interac-
cion entre hormonas, el aparato reproductivo
materno y el embrioén que se regulan y modulan
entre si. También se hace necesario el estudio
desde la biologia molecular que permite identifi-
car grandes funciones realizadas por moléculas
pequenas como el IFN-tau y que son de vital
importancia para dar continuidad a un proceso
de gestacién. De la misma manera, a partir de
este conocimiento se pueden plantear estrategias
de manejo hormonal, control del ciclo estral, o
la motivacién a nuevas investigaciones desde la
biologia.
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CIANOBACTERIAS Y CIANOTOXINAS: ROL DE
LAS MICROCISTINAS EN LA SALUD HUMANA Y ANIMAL
Y SU DETECCION EN MUESTRAS DE AGUA
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Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires, Argentina

RESUMEN: Las cianobacterias o algas azul verdosas poseen caracteristicas tanto de algas
como de bacterias. Ante condiciones favorables, tales como, aguas con altos contenidos de
nutrientes o residuos quimicos, entre otros, ocurre un fenémeno denominado “florecimiento o
bloom algal”, durante el cual se advierte la formacion de espuma y se alcanza una densidad
celular sumamente elevada. Las cianobacterias producen una gran cantidad de efectos ad-
versos sobre el recurso hidrico y los ecosistemas acudticos, aunque lo mads interesante, y a
lo que se referira fundamentalmente estd revision bibliogrdfica, es su capacidad de generar
toxinas que se liberan durante la finalizacién del bloom y la muerte celular. Las cianotoxinas
son consideradas las toxinas mds importantes de los cuerpos de agua, y la microcistina LR,
una hepatotoxina de toxicidad muy elevada, es la mds frecuentemente hallada. La hepa-
totoxicosis aguda y muerte inducida por microcistinas sobre un gran numero de especies
han generado estudios sobre su toxicidad. Los métodos de deteccién con los que contamos
actualmente para estudiar la presencia de las toxinas en agua son numerosos, siendo la Cro-
matografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) la metodologia mds cominmente utilizada con
este propésito. Se han establecido limites provisionales de consumo para dicha hepatotoxina,
aungue la mayoria de los paises carece de una legislacion firme al respecto.

PALABRAS CLAVES: cianobacterias, florecimiento algal, toxicidad, hepatotoxinas, métodos
de deteccion.

CYANOBACTERIA AND CYANOTOXINS: ROLE OF
MICROCISTYNS ON HUMAN AND ANIMAL HEALTH
AND THEIR DETECTION IN WATER SAMPLES

ABSTRACT: Cyanobacteria or blue-green algae have characteristics both of bacteria and
algae. In the presence of favorable conditions and, generally, in waters with high contents of
nutrients or chemical residues, a phenomenon called “harmful algal bloom” occurs. During
this phenomenon, the formation of foam and an extremely high cellular density are observed.
Cyanobacteria produce a great quantity of adverse effects on hydrologic resource and aquatic
ecosystems, although more interestingly yet, and as we will mainly refer in this review, is their
capacity for generating toxins that will be released when blooms ends and cells die. Cyano-
toxins are considered the most important toxins in water bodies. Among them, microcistyn LR,
a highly toxic hepatotoxin, is the most common. The acute hepatotoxicosis and death induced
by microcystins on a high number of species have generated several studies on their toxicity.
The methods of detection available to study the presence of toxins in water are numerous;
being the High Performance Liquid Chromatography (HPLC) the most widely used methodol-
ogy. Provisional limits of consume for the mentioned hepatotoxin are established. However,
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INTRODUCCION

Caracteristicas generales de las ciano-
bacterias: Son los organismos del fitoplancton
mas comunmente identificados y se encuentran,
principalmente, en cuerpos de agua con altos
niveles tréficos (25). Se consideran una uniéon
entre procariotas y eucariotas fotosintéticos con
capacidad de sintetizar clorofila (19). Presentan
caracteristicas tanto de bacterias (pared celu-
lar de tipo procariota, ausencia de membrana
nuclear y de organulos subcelulares) (23, 24,
25) como de algas (tamafio, maquinaria foto-
sintética) (19). Se las denomina cianobacterias,
algas verde azuladas, cianoficeas (19, 23, 25) o
cianoprocariotas (24). Algunas son unicelulares,
otras multicelulares y la mayoria filamentosas
(23), haciéndose visibles al formar colonias (19).
Son excelentes fuentes de vitaminas y proteinas
(9), bio-fertilizantes (9, 23), fuentes de combus-
tibles renovables, agentes de control de polucion
y agentes de biorremediacién (9). Presentan
particularidades que las hacen tnicas entre las
bacterias y entre las algas: antigiiedad evolutiva,
(25), metabolismo aerdbico y caracter fotoauto-
trofo (4, 14), diversidad morfolégica (25) y celular
(24, 25), regulaciéon de su posicion en la columna
de agua (4, 24) y facilidad de crecimiento (4, 25,
26). La produccion de toxinas (19) y fundamen-
talmente, la hepatotoxicidad causada por un tipo
de cianotoxinas (microcistinas), es el motivo de
esta revision bibliografica.

“Floraciones de agua” o “blooms alga-
les”: Los agrupamientos masivos de cianobac-
terias se denominan “floraciones de agua” o
“blooms algales” (26) y se describen como un
aumento significativamente mayor que el prome-
dio en la biomasa del fitoplancton (25). Ocurren
generalmente a fines de verano (4), en periodos
de horas a dias (7). Pueden diferenciarse en
espumas flotantes en la superficie y brotes ma-
sivos generales en toda el agua (4). Debido a la
presencia del pigmento azul que les da nombre,
frecuentemente se observan discoloraciones azu-
les, las cuales son evidentes cuando las células
comienzan a deteriorarse. Las floraciones pueden
ser desarrolladas por diatomeas, algas verdes, di-
noflagelados y cianobacterias (7). Generalmente,
estan relacionados con una o dos especies y se
identifican por el tipo de fitoplancton dominante
(25). Existen numerosas especies de cianobac-
terias que desarrollan floraciones en ambientes
de agua dulce, salobre o marina (7), aunque las
principales son Anabaena circinalis y Microcystis
aeruginosa, ambas potencialmente téxicas (11,
15). Su registro historico es reciente y adquie-
ren importancia por el impacto economico que
representan (25). La presencia de cianobacterias
toxicas ha sido reportada al menos en 44 paises
(11). Desde hace mucho tiempo se tiene conoci-
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miento sobre su presencia, aunque solo se las
asociaba con la muerte de animales domésticos
(25). Recientemente, en Brasil, la muerte de 88
personas y el dafio renal en 50 pacientes que
requirieron hemodialisis, se correlacion6 con la
presencia de cianotoxinas en el agua de consumo
(11, 14, 23, 25, 27). Si bien en la Republica Argen-
tina se han registrado varios accidentes téxicos
ocasionados por la presencia de cianobacterias,
el primer registro fue en 1954, en la laguna de
San Miguel del Monte con la muerte masiva de
peces en concordancia con un florecimiento al-
gal (10). En nuestro pais han sido enumerados
los ambientes de aguas continentales con riesgo
de intoxicacién por cianobacterias, aunque la
ocurrencia de especies cianotéxicas en agua de
red no ha sido ampliamente estudiada (11). En
la Fig.1 se encuentran resumidos los factores
involucrados en la producciéon de toxinas y las
causas y consecuencias de las floraciones.

Cianotoxinas y otros compuestos ciano-
bacterianos: Las cianotoxinas son consideradas
los compuestos mas toxicos y preocupantes en las
masas de agua, tanto por su elevada distribucion
como por su alta toxicidad. Son metabolitos se-
cundarios (24) que se generan y acumulan duran-
te la produccién de fotopigmentos. Ante condicio-
nes ambientales desfavorables las cianobacterias
mueren y liberan sus contenidos al medio (26).
La naturaleza quimica de las toxinas puede ser
muy diversa: péptidos ciclicos, alcaloides y lipo-
polisacaridos, aunque normalmente se clasifican
por los efectos que producen: Toxinas Irritantes
(19), Citotoxinas (Cilindrospermopsina) (19, 24),
Dermatotoxinas (Aplisiatoxina y Lyngbyatoxina)
(26), Neurotoxinas (anatoxina-a, anatoxina-a (s) y
saxitoxina) (19) y Hepatotoxinas (microcistinas y
nodularinas) (16, 22, 26). Las cianobacterias son
capaces de generar dos compuestos volatiles, la
geosmina y el metilisoborneol, los cuales suelen
contribuir a importantes cambios en las caracte-
risticas organolépticas del agua e incluso de los
organismos acuaticos. Asimismo, una serie de
sustancias suelen acompanar la descomposicion
de las cianobacterias. Pueden ser metabolitos
producidos por ellas o productos de su degrada-
cion. Entre éstos se encuentran: triahalometanos,
benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos (11).

Vias de exposicion: Los peligros para la
salud surgen principalmente de dos vias de expo-
sicion: a) Contacto directo con partes expuestas
del cuerpo (oidos, ojos, boca, garganta) o areas
cubiertas por el traje de bafio (acumulan algas
y fomentan rompimiento celular y liberacién de
contenidos). b) Ingestion accidental al tragar
o inhalar agua (riesgo de intoxicacion) (19). El
consumo de suplementos dietarios algales conta-
minados con toxinas también es un riesgo (14).
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Figura 1: Diagrama simplificado de los factores que determinan las causas de las floraciones ciano-

bacterianas y los efectos de éstas sobre los sistemas acudticos y su biota.
Figure 1: Simplified diagram of the factors that determine the causes of the harmful algal blooms and their effects on the

aquatic systems and their biota.

Vigilancia y medidas de control:

Medidas a corto plazo: Informar sobre el
riesgo producido por cianobacterias y brindar
informacién adicional sobre otros parametros de
calidad del agua. Incluir informacién sobre el gra-
do de contacto con el agua en deportes acuaticos.
Advertir que las actividades recreativas estaran
restringidas solo temporal y localmente, y que el
agua puede tener una calidad aceptable en un
lugar cercano como por ejemplo, el mismo lago.

Medidas a largo plazo: Restaurar la cali-
dad del agua a niveles ideales de transparencia
mayores a 2 m (lectura del disco de Secchi) y
eliminar los florecimientos de cianobacterias.
Esto se logra al mantener las concentraciones
de fosforo por debajo de 0,01 pg/l ya que a estas
concentraciones, es poco probable que ocurran
densidades cianobacterianas que presenten un
riesgo moderado a alto para la salud (19).

MICROCISTINAS (MC)

Estructura quimica: Son heptapéptidos
ciclicos no ribosomales (16) con particularidades
solo halladas en las hepatotoxinas cianobacte-
rianas (20). Su estructura general es la de un
ciclo compuesto: (1) D-alanina, (2) aminoacido
variable, (3) acido metilaspartico (-Me-Asp), (4)
aminoacido variable, (5) cadena lateral de ami-

noacidos especifica (Adda), (6) Acido D-glutadmico
y (7) N-metildehidroalanina (Mdha) (4, 22). La
Fig. 2 muestra la estructura quimica de las MC.
Actualmente hay identificadas mas de 80 MC
(16). Las variaciones mas frecuentes son las que
se producen por sustituciones de L-aminoacidos
en las posiciones 2 (X) y 4 (Y) (14, 18, 27) y por
desmetilaciones de los aminoacidos en posicion
3 y/o 7, aunque se han observado variaciones
en cada aminoacido. Los L aminoacidos, Adda y
el D-glu libre, juegan un papel muy importante
en la hepatotoxicidad. Los aminoacidos en las
posiciones X e Y, se indican con un sufijo de dos
letras, por ejemplo MC-LR contiene leucina (L)
en posicion 2 y arginina (R) en posicién 4. En la
posicién X los L-aminoacidos mas comunes son
leucina (L), arginina (R) y tirosina (Y). En la posi-
cion Y, el aminoacido mas comun es la arginina
(18). Las mas habituales son la MC-LR, MC-RR y
MC-YR (26). En aguas medioambientales las MC
son neutras o aniénicas y relativamente polares,
aunque contienen algunas partes mas hidrof6-
bicas (18, 20). Segun los aminoacidos existentes
en las posiciones X e Y se pueden clasificar en 3
grupos de toxicidad: Toxicidad Elevada (MC-LR >
MC-LA > MC-YR), Toxicidad Moderada (MC-WR,
MC desmetiladas en Mdha y (-Me-Asp)) y Toxici-
dad Baja (MC-LY < MC-RR < MC-M (O) R) (18).
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Figura 2. Estructura quimica de las MC.
Figure 2. Chemical structure of MC.

Estabilidad, degradaciéon y remocion:
Son extremadamente estables (hidrélisis enzi-
matica, pH extremos, 300° C) (4, 14) y no son
destruidas por los oxidantes comunes (26). Para
evaluar la pérdida de toxicidad en la naturaleza
deben tenerse en cuenta los siguientes factores:
dilucién (resultados contradictorios), absorcién
(baja, aumenta a pH bajo), descomposicién tér-
mica con ayuda del pH (resisten 10 semanas a
40 °C y pH 10) (22), fotolisis (genera productos
no toéxicos) (4, 22) y degradacion biolégica (4, 22,
25). Para su remocion en el tratamiento de aguas,
se debe eliminar la estratificacion, minimizar
la incorporaciéon de nutrientes (4, 21), reducir
los tiempos de residencia (21), optar por aguas
profundas (menor probabilidad de encontrar
cianobacterias) y no utilizar alguicidas (sulfato
de cobre) ya que provocan muerte celular y li-
beracién de toxinas (4) (aunque algunos autores
recomiendan aplicarlos y restringir el uso del
agua (3, 21) por aproximadamente 5 dias) (3).
Para degradar completamente las microcistinas
se requiere un tratamiento a reflujo con acido
6 N hidroxiclérico y Acido Trifluoroacético (11).
Los sistemas de potabilizacion del agua que fun-
cionan en las plantas potabilizadoras no son los
adecuados para retener cianotoxinas (13). Los
procesos que mas comunmente se combinan para
eliminarlas son: Coagulacién-filtracién, oxida-
cion con cloro, ozonizacién, adsorciéon con carbon
activado (25) y 6smosis inversa. El tratamiento
con ozono aplicado simultaneamente con la luz
ultravioleta (UV) implica un proceso de oxidacién
cuya efectividad en el tratamiento de aguas re-
sulta interesante (13).

Mecanismo de hepatotoxicidad: Las
principales células “blanco”de las MC son hepa-
tocitos y macroéfagos (3, 18, 19), aunque también
se han observado efectos adversos en intestino
(12). La via principal de acceso a las células es
el conducto de acido biliar, que se encuentra en
células hepaticas y epitelio intestinal, (3, 18, 19),
lo cual explicaria la especificidad hepatica (18).
La permeabilidad de otras membranas celulares
a las MC es aun controversial (19). Aparente-
mente ingresarian, preferentemente desde el
ileon, reflejando la actividad de los abundantes
transportadores de bilis en esta localizacion (3,
18). Algunos inhibidores de los transportadores
pueden antagonizar los efectos toxicos de las MC,
siendo la rifampina el mas efectivo (14). Son pri-
mariamente hepatotéxicas en mamiferos y peces
(18) e inducen alteraciones de los microfilamentos
de actina, primero en la periferia y luego cerca del
centro de la célula. Como resultado de la pérdida
de soporte celular, los hepatocitos se redondean
(3, 12) causando destrucciéon de los sinusoides
hepaticos con la consecuente hemorragia intra-
hepatica letal en horas y/o insuficiencia hepatica
(en horas o dias) (3). Su mecanismo de toxicidad
puede describirse en dos niveles:

A) Inhibicion de fosfatasas de proteinas:
A nivel subcelular son inhibidores especificos de
las fosfatasas tipo 1 (PP1) y tipo 2 (PP24) (8, 18),
las cuales regulan multitud de procesos biologi-
cos. Esta inhibicion altera el equilibrio enzimatico,
observandose un aumento de fosfoproteinas que
activa la cascada de las caspasas y desencadena
el proceso de apoptosis (con cambios morfolégicos
asociados en el hepatocito y consecuente muerte
celular). También ocurre una reorganizacién del
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citoesqueleto, debido a que afecta la organizacion
de los microtibulos, filamentos intermedios y
microfilamentos (18).

B) Estimulacion del metabolismo del
Acido Araquidénico: El mecanismo de liberacion
de metabolitos del acido araquidoénico por las MC
aun no se conoce totalmente, aunque se sabe
que lo estimulan por la via de la ciclooxigenasa.
Ocurre sintesis y liberacién de prostaciclinas
(6-ceto Flo) y tromboxano B2 (TXB2), aunque
no se produce liberacién de prostaglandina F2a
o E2. El TXB2 deriva del TXA2, el cual es ines-
table y uno de los mas fuertes mediadores de la
agregacion plaquetaria. La 6-ceto Flo deriva de
la prostaglandina 12 y acttia como inhibidora
de dicha agregacion. En macréfagos alveolares
inducen la liberacién de prostaglandina F2a,
PGE2, y TXB2, sugiriéndose que estos macrofa-
gos sintetizan y liberan mediadores quimicos en
respuesta a la exposicion a las MC (18).

Especies susceptibles: Humanos, bovi-
nos, ovinos, cerdos, perros, peces, anfibios, aves
acuaticas, murciélagos, cebras, rinocerontes y
aparentemente los equinos son susceptibles a la
ingestion oral de MC (3). Los monogastricos son
menos sensibles que los rumiantes (29). Los roe-
dores de laboratorio son mas resistentes a dosis
orales, sin embargo, luego de administraciones
parenterales (IP) son altamente susceptibles por
lo que se los ha utilizado en bioensayos (3).

Toxicidad: Son en general extremadamen-
te téxicas por exposicion aguda. La DL50 por via

IP de MC LR oscila entre 25y 150 ng/kg (ratones).
El promedio es de 50 a 60 ug/kg. La DL50 por
via oral es mucho mayor (5000 ug/kg) (18). Tras
la ingestién de MC pueden presentarse tres tipos
de toxicidad:

a) Toxicidad Aguda: Causan hepato-
toxicosis aguda (3). En la Fig.3 se describen los
signos clinicos, los datos obtenidos en la patologia
clinica y la terapia a emplear. La intoxicacion
subaguda, con concomitantes cambios reparati-
vos y degenerativos en el higado, puede ser mas
dificil de determinar (29).

b) Toxicidad Cronica: Por la poca dispo-
nibilidad y el alto costo de las toxinas los estudios
de toxicidad subcrénicos y crénicos en mamiferos
son muy escasos (18). Se ha observado que la
toxicidad de las MC es acumulativa (19). En ani-
males de experimentacion ocurre dafio hepatico
cronico tras una administracién oral continuada
(18). En ratones expuestos a dosis subletales y
subcrénicas se observa alteracion del tejido he-
patico, alteraciones en el metabolismo lipidico (1,
27) y liberacion de radicales libres (1). Luego de
finalizada la exposicion, se observa recuperacion
del dano celular y tisular (1, 27). Recientemen-
te, algunos estudios han indicado que las MC
también se acumulan en las génadas y se han
observado una variedad de efectos téxicos sobre
el tracto reproductivo de ratones (8). En peces, la
exposicién cronica condujo a alteraciones idnicas
y auna disminucién del crecimiento (18). Los bo-
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Figure 3. Signs, pathology and therapy of the acute toxicity.
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vinos no expuestos letalmente pueden tener una
rapida recuperacion. También se ha descripto
una disminucién de la lactaciéon (3). En humanos,
debido a la falta de sintomas aparentes durante
la exposicién moderada a aguas recreativas, las
personas no son conscientes del riesgo y pueden
continuar la exposicion e incrementar asi el riesgo
de dafio hepatico crénico (19).

c) Mutagenesis, carcinogenesis y
teratogenesis: La interferencia de las MC en
la estructura y mitosis celular permite explicar
la actividad generadora de tumores (19). Se ha
confirmado su rol como promotoras de cancer pri-
mario de higado (PLC) (1, 18). Extractos de MC LR
muestran una fuerte mutagenicidad en el Ensayo
de Ames. En cultivo primario de hepatocitos de
rata inducen dafnos en el ADN. En médula 6sea
de raton se evidencia aumento de los eritrocitos
policromaticos micronucleados (18). Son muy
escasos los estudios sobre los posibles efectos
genotoxicos. Debido a que las MC atraviesan la
barrera placentaria se ha observado en ratones
y animales acuaticos toxicidad tanto materna
(disminucién de peso corporal y daiio hepatico)
como embrionaria y fetal (muerte embrionaria,
malformaciones y retardo en el crecimiento) (5).
En humanos se ha encontrado relacién entre la
exposicion cronica por consumo de agua con MC
en el primer trimestre de embarazo y un aumento
de defectos congénitos (18).

Deteccion de microcistinas en agua:
Toma de muestra: Se realiza generalmente lue-
go del bloom algal, durante el verano tardio y el
otono temprano. Los puntos de muestreo deben
ser representativos de todo el cuerpo de agua,
muestreando areas en que puedan afectar a hom-
bres y/o ganado. Para analizar MC libres en agua
la recoleccion debe realizarse con una botella de
vidrio color caramelo (con luz UV se isomerizan) y
para analizar el contenido de MC en las algas debe
utilizarse una malla de plancton. Extraccion y
purificacion: Generalmente se realiza un paso de
filtracion. Para determinar la concentracién total
de MC, la muestra se somete a ultrasonicado,
liofilizacién o congelacién-descongelaciéon para
romper el alga y obtener las toxinas libres. Se ha
reportado que la mezcla de metanol-agua 50:50
(v/v) es efectiva para extraer MC desde células
algales obteniendo mas de un 90 % de recupe-
racién (22). También puede utilizarse metanol
acuoso acidificado (17), metanol o agua puros y
acido acético diluido. E1 pH es también un factor
importante. La mayor recuperacion de MC RR se
encontr6 a pH 10. Para extraer las MC disueltas
en el agua el método mas comtnmente usado es
la extraccion de fase sélida (SPE) ya que permite
realizar simultaneamente extraccion y clean-up.
Varios materiales y solventes han sido testeados
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para este proposito, siendo el octadectyl silica
(C18) y metanol (o mezclas acuosas con metanol)
la combinacién mas usada (22). Ademas de los
cartuchos SPE, los inmunoadsorbentes y poli-
meros impresos molecularmente (HIP's) han sido
recientemente desarrollados para aumentar la
selectividad de la extraccién y clean-up de aguas
conteniendo MC (22, 17).

Métodos de deteccion: Se cuenta con Mé-
todos biolégicos y Analisis Fisico-Quimicos:

Métodos Biolégicos (Bioensayos): a) En-
sayo en ratones: Debido a su elevado costo, a su
sensibilidad y reproducibilidad limitadas (22), a
los pocos laboratorios aprobados y a limitacio-
nes éticas para su aplicacion, este método no es
adecuado para grandes programas de seleccion
o monitoreo (19, 24). b) Bioensayos en organis-
mos acuaticos: Se utilizan los géneros Daphnia
o Artemia, dependiendo del medio de origen de la
muestra. También se han desarrollado ensayos
en peces y ranas (26). ¢) Ensayos alternativos:
Los cultivos de hepatocitos de rata presentan
una buena correlacién con el ensayo de raton.
Los tests con fibroblastos (V79 de hamster) para
MC generan falsos positivos y falsos negativos
que enmascaran los resultados (26). d) Ensayos
enzimaticos: Inhibicién de la fosfatasa. Utiliza
los procesos biolégicos afectados por las toxinas
para desarrollar ensayos in vitro de gran sen-
sibilidad. Existe una buena correlaciéon lineal
entre los resultados obtenidos por HPLC y los
obtenidos por el método de PP2A (26). e) Técnicas
inmunolégicas: Se han desarrollado anticuerpos
monoclonales y kits de ELISA para MC las cuales
visualizan los efectos mediante una reaccién de
peroxidasa. Son rapidos, sensibles, especificos
y de procedimiento sencillo, con un nivel de de-
teccion de microgramos (4). El ELISA puede ser
usado como un ensayo de screening (22). Me-
diante esta metodologia se han detectado falsos
positivos para MC LR (26). f) Técnicas genéticas:
Determinadas secuencias de material genético
(rRNA y DNA) permiten diferenciar géneros e in-
cluso cepas téxicas dentro de una misma especie.
Pueden identificarse mediante RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism, Rif-Lip), y sinte-
tizarse en grandes concentraciones usando téc-
nicas de PCR. Permiten desarrollar sistemas de
monitoreo y deteccién a largo plazo y por lo tanto
alertar de una futura proliferacion cianobacteria-
na (26). g) Ensayos con bacterias luminiscentes:
(Microtox). Inicialmente promisorios debido a
su respuesta a extractos de cianobacterias, sin
embargo se ha demostrado que las respuestas
no se deben a las hepatotoxinas presentes (4).
Analisis Fisico-Quimicos: a) Cuantificacion de
la biomasa: Se utilizan técnicas convencionales
como clorofila “a”, recuento microscopico, peso
seco, carbono organico particulado, o ATP/car-
bono organico. También es posible estimar las
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concentraciones de otros pigmentos fotosintéticos
que, al encontrarse solo en cianobacterias, sirven
como indicadores de su presencia en el medio
(26). b) Electroforesis capilar: No es un método
comunmente usado para el analisis de MC ya
que requiere pre-concentracion de la muestra
para lograr el limite de deteccién deseado (22).
A diferencia del HPLC no tiene aun el alcance
necesario para hacer monitoreos rutinarios de
agua (4). Variantes de electroforesis capilar mice-
lar son utilizadas también para detectar el acido
okadaico de cianobacterias (26). ¢) HPLC: Es el
método mas comuUn para la determinacion de
MC. Generalmente se utiliza la separacion liquida
combinada con detector UV o espectrometria de
masa (MS) (22). Al usar HPLC UV debe tenerse
en cuenta que la mayoria de las MC absorben
un maximo de 238 nm. Aquellas que poseen
aminoacidos aromaticos, (MC LW) absorben una
cantidad maxima de luz de 222 nm (4). El detector
UV presenta desventajas sobre el MS, ya que no
es suficientemente sensitivo y selectivo. Muchas
interferencias neutrales se absorben a la misma
region UV que las MC y muchas MC (aproxima-
damente 60) tienen un espectro UV muy similar
(20). Puede utilizarse también un detector PDA
(Photo-diode array) que no solo responde ante
la absorcion UV sino al espectro tipico de las
toxinas, permitiendo distinguir entre espectros
UV relacionados cercanamente. Los limites de
deteccién de este método son inferiores a 1 pg/1
(4). No es una técnica especifica por lo cual es
necesario confirmar la presencia de MC mediante
técnicas accesorias (26). LC MS se utiliza luego de
la separacion HPLC y provee una mejor soluciéon
al problema de identificacion de los distintos tipos
de MC ya que provee informacion estructural de-
bido a que cada una produce iones caracteristicos
en su espectro de masa (2). Presenta un limite
de deteccién de aproximadamente 0,02 pg/1 de
MC individuales (4). Su sensibilidad y selecti-
vidad pueden mejorarse usando SIM (Selected
Ion Monitoring), SRM (Selected Reaction Monito-
ring). Algunos autores aumentan su selectividad
usando MS? + ESI (Electrospray Tandem Mass
Spectrometry), LC-ion trap y IT-MS + ESI. Usando
triple quadrupolos (MS? + ESI) se identificaron
las variantes dimetiladas y didimetiladas. Con el
uso de LC-MS (+ESI) el espectro de masa de los
iones (M+H)+ revela dos tipos distintos de patro-
nes de fragmentacion, con diferencias entre los
productos que contienen arginina (MC LR, RR
e YR) y MC LA que no tiene residuo de arginina
(22). En el analisis de MC en agua también puede
aplicarse un laser de matriz asistida (MALDI-
TOF-MS: desorption/ionization, time of flight,
mass spectrometry) (2, 22). En los blooms de
Planktothrix, las variantes dimetiladas de MC son
dominantes y este puede ser un buen soporte
al HPLC para la identificacion (22). d) GC: (Gas

Chromatography). Es un método basado en la
oxidacion de MC produciendo acido 3-metoxi-2
metil-fenilbutanoico (4, 14). Con ella es posible
alcanzar un limite de deteccién de 0,43 ng, segiin
la concentracién del téxico (4).

Legislacion, niveles de riesgo y niveles
de seguridad: En 1998, la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) establecié el nivel maximo
aceptable para el consumo diario de MC LR en 1
ug/1 (6, 26) y este valor es también la concentra-
cién maxima aceptable para prevenir la induccion
de tumores (25). Es un valor provisional de refe-
rencia (debido a la poca informacion disponible)
(4, 6, 16), que comprende tanto las MC intra como
extracelulares (4). Algunos autores proponen un
valor de 0,01 pg/l en casos de exposicion crénica,
por la posible correlacion entre cancer primario
de higado y presencia de MC en agua (18). Otro
estudio considera 0,5 ug/1 para MC LR, 0 1 ug/1
del total de MC en agua potable (25). Tanto el
Codex Alimentarius como el Cédigo Alimentario
Argentino, no hacen mencién alguna sobre las
MC y sus valores admisibles en agua potable
(4). Uno de los pocos paises que tiene legislacion
concreta respecto a las cianotoxinas en aguas
de consumo es Espana, pero no recomienda
ninguna metodologia ni establece las variantes
de MC a medir, lo que dificulta su cumplimiento.
No existe legislacién en cuanto a las aguas de
recreo, sin embargo la OMS sugiere prohibir el
acceso a la zona recreativa en presencia de mas
de 20000 células de cianobacterias potencial-
mente toxicas por ml de agua (24). Los limites
australianos, pais que se dedica intensivamente
al estudio de problemas con cianobacterias (4),
y cuyas pérdidas economicas debidas a blooms
algales se encuentran entre los 180 a 240 mi-
llones de dolares anuales (28), determinan un
maximo admitido de 1,3 ug/l. Esta diferencia
con el valor establecido por la OMS se debe a
que el peso corporal estandar es de 60 kg para
la OMS y de 70 kg para Australia (4). Un valor
guia Unico no es apropiado. Deben definirse una
serie de valores guia asociados con la severidad y
probabilidad elevada de los efectos sobre la salud
en tres niveles de riesgo [probabilidad leve o
baja: 20000 células cianobacterianas/ml, 10 pg
de clorofila “a” (19) o 4 ug/1 de MC (19, 30), mo-
derada: 100000 células cianobacterianas/ml, 50
ug/1 de clorofila “a” (19) o 20 ug/1 de MC (19, 30)
y elevada: 1000000 células cianobacterianas/
ml o 2 mg/1de MC (19)]. Debe tenerse en cuenta
que Planktothrix agardhii alcanza densidades de
250 pg/1 de clorofila “a”, o incluso mayores, sin
formaciéon de espuma. Ademas debe considerarse
que el riesgo para la salud aumenta cuando la
persona expuesta es especialmente susceptible,
por ejemplo, debido a una hepatitis B créonica
(19), lesiones renales o alcoholismo (18). En
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cuanto a los niveles de seguridad para MC LR, el
NOAEL (Nivel sin efectos adversos observados) es
de 40 ug/kg/dia (12), el LOAEL (Nivel de efectos
adversos bajo) se determiné en 0,067 pg/kg/dia
y la IDT (Ingesta diaria tolerable) es de 0,04 ug/
kg/dia tanto en agua (18) como en leche (20).

Conclusiones: La ocurrencia de floreci-
mientos cianobacterianos es un serio problema
medioambiental, no solo por los graves efectos
que ocasionan sobre el recurso hidrico y el eco-
sistema, sino fundamentalmente, porque éstas
producen de forma habitual toxinas que pueden
tener efectos nocivos sobre la salud de personas
y animales expuestos. Es sabido que el aumento
de la eutrofizacion de los ambientes acuaticos
eleva las chances de que ocurra un bloom, pero
poco se conoce actualmente sobre las condicio-
nes que promueven la produccién de toxinas. De
las cianotoxinas generadas en el metabolismo
algal, las hepatotoxinas son las mas abundantes
y habituales, y las MC las mas comunes de este
grupo. Los métodos de deteccién para dichas
toxinas varian desde el bioensayo, que solo per-
mite advertir la presencia de la toxina, hasta los
mas sofisticados equipos de HPLC, con limites
de deteccion inferiores a 0,02 ug/l y capaces de
caracterizar las estructuras de los productos de
degradacién en muestras medioambientales. El
valor de 1 ug/l de MC LR establecido por la OMS
es un valor provisional de referencia, pero un
valor guia Unico no es apropiado. Debido a que
las cianotoxinas se consideran la fuente de riesgo
mas importante asociada al agua de consumo y
recreacional, la solucion del problema requiere
acciones integradas en tres aspectos fundamen-
tales: investigacién, soluciones técnicas y gestion
adecuada del recurso hidrico.
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