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INTRODUCCION

El color es un factor que influye bastante en
la aceptabilidad de los consumidores, debido al
hecho que los consumidores siempre asocian el
color de los alimentos con otras cualidades
tales como la frescura, madurez y seguridad
alimenticia. De esta manera a muchos
alimentos procesados se les han afadido
colorantes alimenticios para hacerlos mas
deseables puesto que los alimentos para su
industrializacion pasan por diversas etapas
donde la mayoria se someten a tratamientos
térmicos, lo que conlleva a que los alimentos
generen tonalidades que van desde un ligero
amarillo hasta un intenso café, mediante las
reacciones de Maillard y de caramelizacion y en
otras ocasiones, los pigmentos que contienen
se alteran y cambian de color debido a su
inestabilidad o a su degradacion, perdiendo su
buen aspecto "*°. Por lo que durante muchos
anos, los colorantes artificiales se han venido
utilizando para reemplazar a los colorantes
naturales de los alimentos que se
descomponen durante su procesado. Sin
embargo, recientemente, el numero de
colorantes apropiados para el procesado de
alimentos se ha reducido drasticamente, como
consecuencia de diversos estudios
toxicolégicos, en los que se han encontrado
problemas de salud derivados del uso de ciertos
colorantes artificiales *°.

En la actualidad, existe bastante recelo
hacia el consumo de alimentos que contengan
colorantes sintéticos. Se prefieren los
colorantes naturales. Sin embargo, para su
produccion industrial, los colorantes naturales
se han de extraer del material que los contiene,
lo que los hace mas caros, menos estables, y
con menor poder colorante que sus
correspondientes artificiales. Siendo las
principales fuentes, la mayoria de las frutas y
vegetales, existiendo una gran cantidad de
pigmentos de origen botanico, entre los
principales estan las clorofilas, los
carotenoides, las antocianinas, los flavonoides,
los taninos y las betalainas; siendo uno de los
mas utilizados en la industria éste ultimo grupo
de pigmentos "%,

Las betalainas dan coloracién a diferentes
6rganos, como flores, frutos, hojas, raices,
donde producen colores rojo, amarillo, naranja,
rosa entre otros. Quimicamente son moléculas
derivadas del acido betalamico, solubles en
agua y son de dos tipos betaxantinas que son
de coloracion que va de amarillo a naranja y las
betacianinas que son de coloracién rojiza ***.
Su aplicacion se da principalmente en el area de
los alimentos, pues son sustitutos de
colorantes sintéticos empleandose en la
elaboracion de gelatinas, confituras, yogur de
fresa, helados de cremas, cocktails de frutas,
caramelos y galletas, siendo el mas empleado

comercialmente, el colorante rojo de
remolacha, el cual es aceptado por la
Comunidad Econdémica Europea y E.E.U.U
clasificandolos con el codigo E162 y aditivo
73.40 de la seccion CFR 21 de la "Food and
Drugs Administration" respectivamente.

Este colorante se obtiene por
deshidratacion y pulverizacién de Beta vulgaris
tipo “remolacha roja” o “betarraga”. En Espafia
se utiliza en bebidas refrescantes, conservas
vegetales y mermeladas (300mg/Kg.),
conservas de pescado (200mg/Kg.), en
yogures (hasta 18 mg/Kg) y en preparados a
base de queso fresco, hasta 250 mg/Kg,
proporcionando una coloracion rojiza por el tipo
de betalaina (tipo betacianina) que posee. No
se conocen efectos nocivos de este colorante
por lo que la Organizaciéon Mundial de la Salud
no ha fijado un limite a la dosis diaria admisible
11,12,13

Sin embargo, la problematica de su
produccion y conservacién radica en su
estabilidad, ya que por ser estructuras
sensibles a la oxidacion quimica, su
aprovechamiento integral esta limitado en la
industria alimentaria, pues generalmente, se
usa en alimentos que no requieran o se
empleen minimamente tratamientos térmicos,
como en procesos para la obtencion de
yogures, golosinas, jarabes, helados vy
salchichas ya que amerita controles
enzimaticos eficientes, procedimientos de
extraccion adecuados y la utilizacion de
atmosferas controladas ™. Por lo que las
investigaciones en esta area se estan dirigiendo
al estudio de su estabilidad y degradacion,
reportandose que dependen de diversos
factores, entre los que destacan pH, luz, altas
temperaturas, oxigeno y actividad del
agua14,15‘16.

Especificamente la betacianina de
betarraga no se ve afectado por acidos
monocarboxilicos como el acido lactico y acido
aceético a concentraciones de 100 ppmy 5.9 %
respectivamente; pero cationes metalicos,
principalmente el cobre, aceleran su
degradacion. Los antioxidantes como el -
tocoferol y la vitamina C funcionan como
prooxidantes a estas concentraciones. Algunos
secuestrantes de metales como los &acidos
etilendiaminotetraacético (EDTA) y acido citrico
aumentan 50 % de su estabilidad. Si se calienta
fuertemente se acelera la hidrolisis de la
betacianina en solucion y se produce acido
betalamico y ciclodopa-5-0-glucdsido, pero
esta reaccidén es parcialmente reversible de
acuerdoconelpH ™™,

Continuando con los reportes o estudios de
estabilidad, algunos autores han senalado
diferencias en la composicién, propiedades
espectrales y el color en los diferentes
cultivares de “ betarraga” o “remolacha”, razon
por la cual resulta de interés el conocimiento
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sobre el comportamiento degradativo y
estabilidad de betalainas en cultivares de
betarraga en nuestro pais, los factores
ambientales propios de una region o pais
también podrian influenciar en la cantidad de las
betalainas en esta especie "**°*".

La betarraga, remolacha o betabel, nombre
comun de ciertas especies de un género de
plantas, en su mayoria bianuales, que dan hojas
lisas, ovaladas y pecioladas, dispuestas en
rosetas y, mas tarde, tallos altos con hojas y
flores; originarias de las zonas templadas de
Eurasia, hoy dia se cultivan en todas partes,
principalmente por sus grandes y suculentas
raices, que se emplean en alimentacion
humana, para piensos, y también para extraer
azucar. La especie mas importante, la
betarraga, remolacha o betabel comun, tiene
distintas variedades reconocidas. La comun
esta clasificada como Beta vulgaris. La acelga,
0 acelga suiza, esta clasificada como Beta
vulgaris, variedad cicla; la remolacha forrajera,
como Beta vulgaris variedad macrohiza, y la
remolacha de mesa, como Beta vulgaris
variedad crassa. En el Peru se cultiva B. vulgaris
subsp. rapa forma rubra muy empleado en la
alimentacion humana®.

Porlo que la pr esente investigacion estuvo
enfocada en el estudio de los principales
factores como la temperatura del medio
(almacenamiento) y luminosidad y como
influyen en la estabilidad de las betalainas en B.
vulgaris subsp. rapa forma rubra “betarraga”.

MATERIAL Y METODOS

1. Metodologia de extraccion de las
betalainas

Para la preparacion del extracto se utilizaron
las raices de Beta vulgaris “betarraga”, las
muestras fueron lavadas con agua corriente y
secadas posteriormente con papel absorbente.
Se cortaron con cuchillos de acero inoxidables

en trozos de tamario variable.

Luego, se procedid6 a la obtencion del
extracto acuoso de la betarraga mediante agua
caliente a temperatura de 80°C, empleando una
proporcion de 2:1 (agua - betarraga en pulpa), el
proceso de extraccion fue durante 25 minutos
mediante calentamiento en una marmita de tipo
chaqueta de vapor, luego se procedidé a la
concentracion del extracto empleando un vacio
de 23” de Hg. y una temperatura maxima de
40°C, hasta obtener una concentracion de 60
°Brix, para luego proceder al secado del
extracto. Y obtener un producto de un 8 % de
humedad.

2. Modelo experimental y tratamiento de
datos:

El modelo experimental empleado fue el
disefio factorial 3x2 con dos variables
independientes: Temperatura y luminosidad,
interaccionando los respectivos niveles, dando
lugar a 6 grupos con sus respectivos
tratamientos, con tres repeticiones cada uno
(tabla1).

Las temperaturas empleadas fueron: 4 °C,
25 °C y 68 °C; las cuales fueron escogidas
debido a que la mayoria de los alimentos se
almacenan a estas temperaturas o en caso de
tener algun tratamiento térmico se pueden
alcanzar temperaturas altas como los 68 °C.
Para mantener la temperatura a 4 °C se empled
un refrigerador marca COLDEX, los 25 °C
corresponde a las muestras que representan al
almacenamiento comercial colocandose en una
camara de madera, a ambos equipos se les
instald un sistema de control automatico con el
fin de mantener las temperaturas mencionadas
y para obtener la temperatura a 68 °C, se empled
una estufa.

En cuanto a la luminosidad se emplearon:
198 lux y 0 lux (oscuridad), para mantener esta
Ultima condicion (oscuridad) las muestras fueron
cubiertas con papel aluminio.

Tabla 1. Esquema del disefio experimental del tipo factorial 3x2

A1 A2 A3
B1 A1B1(A) A2B1(B) A3B1 (C)
B2 A1B2(D) A2B1(E) A3B1(F)

Donde A: temperatura: A1:4 °C; A2: 25 °C y A3: 68 °C; B: luminosidad: B1: 0 lux (oscuridad) y B2 198 lux

3. Evaluacion de la estabilidad de las
betalainas

Con la finalidad de evaluar la estabilidad de
las betalainas en el extracto de betarraga, se
determind las concentraciones de los pigmentos
betalamicos presentes, durante 120 dias en
intervalos de 30 dias mediante un
espectrofotdmetro UV-Visible empleando una
absorbancia de 537 nm a pH 6,1 y la
concentracion se calculd utilizando el
coeficiente de extincion molar del pigmento
mayoritario (betacianina: E1 cm 1%:1120 L mol-

1 cm-1), segun procedimiento establecido por
Lock®.

Las muestras se tomaron con capilares de
vidrio recolectando un peso de 0,020 + 0,001 g
diluyéndolas en volimenes de 30,0+ 0,1 mLde
agua destilada.

Luego se procedio a registrar los datos de las
concentraciones de betalainas de los grupos
experimentales, evaluando su estabilidad, a
través del analisis de la disminuciéon por
degradacion a través del gréafico obtenido por el
programa de Excel.
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Para mantener el pH estable a 4,5 de los
extractos durante todo el periodo que dur6 el
experimento se adiciono el amortiguador citrato
esto se realizo antes del proceso de
concentrado y secado. Se monitoreo tomando 1
gramo de las alicuotas que contenian el extracto
seco, para resuspenderlo en 50 mL de agua
destilada y realizar la respectiva medicion del
pH, semanalmente y durante los 120 dias de
investigacion, ademas de realizar
observaciones, ya que si el extracto cambia a un
pH alcalino vira a una tonalidad morada y se

r-V

raices de betarraga

Extracto acuoso de
Betalainas

Extracto filtrado de
betalainas

tornamuy inestable.

Ademas, se realizaron las siguientes
determinaciones microbioldgicas en el extracto
de betalainas de betarraga: conteo de
coliformes (totales y fecales Escherichia coli) y
determinacién si existe presencia de
Salmonella. Se realizé este tipo de evaluacion
ya que las betalainas son empleadas como
aditivos alimentarios por sus propiedades
colorantes, por lo que deben ser inocuoas para
ser empleadas en productos de consumo
humano.

Difusion

Filtracion

Concentracion y
secado al vacio

Concentrado de pigmentos

betalamicos

Fig. 1. Diagrama de flujo del proceso para la extraccion de pigmentos betaldmicos de betarraga.

RESULTADOS

En las Tablas 2, 3, 4 y 5 se registran los
datos de las concentraciones de betalainas de
los grupos experimentales por un periodo de 30,
60, 90 y 120 dias (tiempo de almacenamiento),
observandose que hubo una mayor
concentracién en el grupo A (4 °C-oscuridad) en
todos los periodos de tiempo estudiado asi
mismo el grupo con menor concentracion que
fue F (68 °C- 198 lux), acotandose ademas que
si se compara los grupos experimentales donde
se aplicé luminosidad (D, E, F) éstos tuvieron
menor concentracion frente a los grupos a los
cuales no se les aplico la luz (A, B, C). Con
respecto a la grafica que se observa en la fig. 2,
se obtuvo, empleando las mayores
concentraciones de las betalainas de los grupos
experimentales por cada intervalo de tiempo,
determinando a través de Excel, las ecuaciones
respectivas las cuales se expresaron en
temperatura de almacenamiento comercial (4 °C

y 25 °C). Con respecto a las determinaciones
microbiologicas se observo: ausencia de
Salmonella y E. coli'y en conteo de coliformes
fue < a3 MPN g " en 25 gramos de muestra, por
lo que se considera inocuo y apto para consumo
humano.

DISCUSION

Las investigaciones en los pigmentos de tipo
betalainas se estan dirigiendo al estudio de su
estabilidad y degradacion, reportdndose que
dependen de diversos factores, entre los que
destacan pH, luz, altas temperaturas, oxigeno y
actividad del agua. Su estabilidad esta presente
en el intervalo de pH 3-7 y se ven afectados al
igual que la mayoria de pigmentos naturales
por los metales, la temperatura, la presencia de
aire y por las radiaciones ultravioleta. El
colorante se degrada facilmente a temperaturas
superiores a los 50 °C, particularmente cuando
es expuesto alaluz ™™ como se reportd en
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las Tablas 2, 3, 4 y 5 principalmente en los
grupos Cy F donde la temperatura fue de 68 °C
y presencia de luz (luminosidad: 198 lux).
Esta descomposicién se debio principalmente a
las reacciones de oxidacion que se presentan
en los pigmentos naturales cuando son
expuestos a factores externos como la luz.
Posiblemente, la descomposiciéon acentuada de
los pigmentos también se incrementd por
haberle aplicado una temperatura elevada al
extracto deshidratado, ya que la temperatura
también es otro factor importante en la
estabilidad de los pigmentos naturales™ .
Enlafig. 1 se muestra el comportamiento de
la concentracién del pigmento retenido (mg/g)
en funcion del tiempo de permanencia, para las
muestras que se mantuvieron en un pH
constante de 4,5 ya que este parametro no fue
causa de estudio en esta investigacion; es de
importancia monitorearlo ya que el rango de pH
optimo de las betalainas es de 3-7 fuera de este
rango presentan baja estabilidad, mientras que
en el presente estudio se tomd como factores
variables la presencia o no de luz y las
temperaturas. Como era de esperarse, las
muestras que se mantuvieron en oscuridady a4
°C retuvieron mas pigmentos con respecto a las

muestras en presencia de luz y a temperaturas
de 25°Cy a 68 °C, lo que concuerda con lo
reportado por Herbach et al (2006:b y c) para los
pigmentos de betalainas, registrando para el
caso de las betacianinas (tipo de betalainas) ,
que en oscuridad y a 4 °C, se retuvo un 7% mas
de pigmento™®®.

La pérdida de pigmento por el efecto de la luz
se debe a que la radiacidon electromagnética
aceleran las reacciones para que se rompa la
estructura de resonancia de los pigmentos, los
cuales son responsables de impartir el color rojo
que exhiben las betalainas de la
“pbetarraga”>"**.

El efecto de la temperatura en la
degradacion de los pigmentos también es por la
ruptura de resonancia de la estructura de las
betalainas. Esto concuerda con los estudios
realizados sobre la estabilidad de betalainas
donde mencionan que tiene su maxima
estabilidad a bajas temperaturas como son las
temperaturas de refrigeracion y/o
congelacion'?.

Tenemos a Herbach et al (2005) que
reportaron el comportamiento del porcentaje de
betalaina de pitaya retenido en funcion del
tiempo , para muestras que se mantuvieron a

Tabla 2. Concentraciones de betalainas en los extractos secos de los grupos A, B, C, D, Ey F evaluadas después de un
intervalo de tiempo de 30 dias y aplicandose los tratamientos correspondientes tanto térmicos como de luminosidad

A1 A2 A3

B1 70,0 mg/g de extracto seco 65 mg/g de extracto seco 40 mg/g de extacto
(A) (B) seco (C)

B2 53,2 mg/g de extracto seco 45,6 mg/g de extracto 36,9mg/g de extracto
(D) seco (E) seco (F)

Donde:

A: temperatura: A1:4 °C; A2: 25°C y A3:68°C

B: luminosidad: B1: 0 lux (oscuridad) y B2 198 lux

Tabla 3. Concentraciones de betalainas en los extractos secos de los grupos A, B, C, D, E y F evaluadas
después de un intervalo de tiempo de 60 dias y aplicandose los tratamientos correspondientes tanto térmicos
como de luminosidad

A1 A2 A3

B1 68,3 mg/g de extracto seco 62,6 mg/g de extracto 30 mg/g de extracto
(A) seco (B) seco (C)

B2 49,2 mg/g de extracto seco 34,6 mg/g de extracto 26,9mg/g de extracto
(D) seco (E) seco (F)

Donde:

A: temperatura: A1:4 0C; A2: 25 0C y A3: 68 0C
B: luminosidad: B1: 0 lux (oscuridad) y B2 198 lux

Tabla 4. Concentraciones de betalainas en los extractos secos de los grupos A, B, C, D, E y F evaluadas
después de un intervalo de tiempo de 90 dias y aplicandose los tratamientos correspondientes tanto térmicos
como de luminosidad

A1 A2 A3

B1 68,0 mg/g de extracto seco 60,5 mg/g de extracto 20 mg/g de extracto
(A) seco (B) seco (C)

B2 38,2 mg/g de extracto seco 27,6 mg/g de extracto 17,9mg/g de extracto
(D) seco (E) seco (F)

Donde: A: temperatura: A1 :4 0C; A2: 250Cy A3:68 0C
B: luminosidad: B1: 0 lux (oscuridad) y B2 198 lux
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Tabla 5. Concentraciones de betalainas en los extractos secos de los grupos A, B, C, D, E y F evaluadas
después de un intervalo de tiempo de 120 dias y aplicandose los tratamientos correspondientes tanto térmicos
como de luminosidad

A1 A2 A3

B1 67,9 mg/g de extracto seco 57,4 mg/g de extracto 20 mg/g de extracto
(A) seco (B) seco (C)

B2 36,2 mg/g de extracto seco 25,8 mg/g de extracto 16,7 mg/g de extracto
(D) seco (E) seco (F)

Donde: A:temperatura: A1:4 0C; A2: 250Cy A3:68 0C
B: luminosidad: B1 : 0 lux (oscuridad) y B2 198 lux

*Contenido inicial de pigmentos betalamicos en extracto seco de betarraga sin aplicacion de
tratamiento: 73,3 mg/g de extracto seco.

80 Ca=0.000t?-0.088t+ 72.2
70 -— R?=0.975
B 60 e .
& ~ ol
E so
c
g M C25=-0.083t+67.6
s 10 R?=0.993
€
2 20
c
S 1w
i}
4] 50 100 150
Tiempo de permanencia (dias }

Fig. 2: Concentracion de betalainas de acuerdo al tiempo
de permanencia en anaquel a temperaturas comerciales
(4y250C).

un pH constante de 5, en ausencia de luzy como
factor variable la temperatura (4,25 y 68°C)". En
primera instancia, se encontr6 que la
temperatura fue el factor mas determinante en el
porcentaje del pigmento retenido en
comparacion con los otros factores probado (pH
y luz), para las betalainas siendo la temperatura
de 4 °C la que permitié6 mantener la estabilidad
de los pigmentos. Incluso registraron que a
temperaturas de 25 y 68 °C desde la primera
semana se empezaron a degradar rapidamente
los pigmentos hasta alcanzar valores tan bajos
como un 8% de pigmento retenido pero al
someterse a los 68 °C. Ademas las muestras de
25y 68 °C al final del tratamiento perdieron la
coloracién roja degradandose a un color
amarillo después de mas de 15 meses de
almacenamiento . Contrastando con los
resultados obtenidos en el presente estudio, se
asemejan en cuanto a que se encontré mayor
estabilidad de los pigmentos tanto a
temperatura de 4 °C y sin presencia de luz
determinandose porque hubo mayor
concentracion de betalainas (70 mg/g) en el
grupo A1 (Tabla 2, 3, 4 y 5) a diferentes tiempos
de almacenamiento: 30,60, 90 y 120 dias. La
diferencia es que en las muestras donde hubo
menor estabilidad de los pigmentos, estos no
llegaron a degradarse hasta color amarillo sino
permanecieron con la coloracion rojiza que los
caracteriza en gran parte se deberia a que la
betarraga, especie con la que se trabajé en esta
investigacion contiene mayor contenido de

Fig. 3. Extractos acuosos de betarraga, a los 120 dias de
almacenamiento en condiciones de oscuridad y a 4 °C para
el grupo A, se observa una coloracion rojiza oscuray para
F en el cual las condiciones fueron 68 °C y presencia de
luminosidad (198 lux), donde se observa una coloracién
rojo claro

betalainas que la pitaya .

Al analizar en forma conjunta los dos
factores estudiados se encontré que la
conjuncion de los factores: temperatura
—presencia de luz, son los determinantes en la
estabilidad de los pigmentos tipo betalainas
presentes en el extracto seco de betarraga. Por
lo que las mejores condiciones para mantener
su estabilidad consisten en mantener una
temperatura de 4 °C y de preferencia en
ausenciade luz.

CONCLUSIONES

Se determind que hay mayor estabilidad de
betalainas de extracto seco de “betarraga” a una
temperaturade 4°Cy enausenciade luz.
Elincremento de temperatura por encima de los
25°C, produce disminucion de la estabilidad
teniendo a los 68°C y en presencia de
luminosidad (198 lux) una concentracion de 40
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mg/g de extracto seco en un intervalo de tiempo
en estante de 30 dias.

A medida que se incrementa el tiempo en

estante o anaquel del extracto de “betarraga”,
disminuye la concentracion de betalainas.
Para un tiempo de permanencia en anaquel de
90 dias, las condiciones de 4 °C y en oscuridad,
el extracto de betarraga no sufre alteracion
significativa respecto a un tiempo de
permanencia de 60 dias presentando una
merma de 0,44 %; en cambio a condiciones de
68 C y presencia de luz, el producto sufre una
significativa merma del orden de los 73,7% de
concentracion de betalainas.

A un tiempo de permanencia en anaquel de
120 dias del extracto de betarraga a
condiciones de 4 °C y oscuridad disminuye en
un 3% respecto al tiempo de permanencia del
extracto a las mismas condiciones pero
evaluada alos 30 dias.
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Efecto del probiético Bifidobacterium bifidum sobre la
supervivencia de Listeria monocytogenes en helado

Effect of probiotic Bifidobacterium bifidum on the survival of Listeria
monocytogenes in ice cream

Mercado-Martinez, Pedro'; Villanueva-Carrasco, Gabriela’;
Mendoza-Marinos, Tania

RESUMEN

Listeria monocytogenes puede contaminar los alimentos que se conservan en
refrigeracion e inclusive crecer a estas temperaturas. Por ello, este trabajo tuvo como objetivo
evaluar el efecto probiotico de Bifidobacterium bifidum sobre la supervivencia de Listeria
monocytogenes en helado. Se establecieron cuatro sistemas, tres de control y un problema
donde se inoculé ambas bacterias en unidades de muestras de 300 g de helado a una
concentracion final de 1 x 10° UFC/g. Se conservaron en refrigeracion (4° C) y evalud la
supervivencia de Listeria monocytogenes a los 0; 5; 10; 15; 20 y 30 dias, mediante recuento
de UFC/g. Se encontrd que Bifidobacterium bifidum aumenta su poblacionde 10°a 10’, hasta
los 30 dias de evaluacion y Listeria monocytogenes disminuye hasta en cuatro logaritmos, de
10°a 10% en el mismo tiempo de evaluacion. Se concluye que Bifidobacterium bifidum posee
accion inhibitoria sobre el crecimiento de Listeria monocytogenes en helado y que la
viabilidad de Bifidobacterium bifidum no se ve afectada en este producto, pudiendo
constituirse como alternativa para proteger a los alimentos refrigerados que podrian estar
contaminados con Listeria monocytogenes.

Palabras clave: Probioéticos, Bifidobacterium bifidum'y Listeria monocytogenes, helados.

ABSTRACT

Listeria monocytogenes can contaminate food stored in refrigeration and even grow at
these temperatures. Therefore, this study was to evaluate the effect of probiotic
Bifidobacterium bifidum on the survival of Listeria monocytogenes in ice cream. We
developed four systems, three control and an issue where both bacteria inoculated in units of
300 g samples of ice cream at a final concentration of 1 x 10° UFC/g. Stored in refrigeration (4 °
C) and evaluated the survival of Listeria monocytogenes at 0, 5, 10, 15, 20 and 30 days, by
counting UFC/g. Bifidobacterium bifidum was found to increase its population of 10° to 107, up
to 30 days for evaluation and Listeria monocytogenes in up to four log decrease, from 10° to
10%, at the same time of evaluation. It was concluded that Bifidobacterium bifidum has
inhibitory action on growth of Listeria monocytogenes in ice cream and the viability of
Bifidobacterium bifidum not affected in this product may become an alternative to protect
refrigerated food may be contaminated with Listeria monocytogenes.

Key words: Probiotics, Bifidobacterium bifidum, Listeria monocytogenes, ice cream.
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INTRODUCCION

En la flora intestinal humana existen mas de
400 especies de microorganismos que conviven
en armonia sintetizando vitaminas, sustancias
beneficiosas, contribuyendo a la absorcion de
nutrientes, favoreciendo el metabolismo
coldnico de la fibra, mejorando la digestibilidad,
neutralizando sustancias potencialmente
patogénicas; el intestino ofrece substratos y las
condiciones para su desarrollo permitiendo asi
que la flora promueva una mejor funcién
intestinal’.

Ademas, son funciones de la flora intestinal
limitar el crecimiento de microorganismos
potencialmente patéogenos en el intestino e
interactuar con substratos no absorbidos de la
dieta. Sin embargo, es vulnerable a
determinadas condiciones, como la
inmunodrepresion, infecciones intestinales y
antibacterianos aplicados. En los adultos varia
notablemente ya que dependen de varios
factores como la edad, la alimentacion, los
genes, el medio que habita, tratamientos con
antibioticos, estrés, infecciones, intervenciones
quirurgicas en estémago o intestino,
enfermedades hepaticas, renales, cancer™’.

El &cido gastrico y el flujo peristaltico normal
del intestino delgado limitan la poblacion
bacteriana del tracto gastrointestinal alto. El
intestino delgado es una zona de transicion
entre el estbmago y el colon, en él se produce
una transicion gradual de la flora Gram-positiva
a una poblacién Gram-negativa. Esta flora varia
segun el segmento intestinal y por si misma no
produce alteraciones, constituyendo un
verdadero cultivo autorregulable’.

Hay dos tipos de flora intestinal: la flora
residente o autéctona y la pasajera o transitoria.
La primera se adhiere alas células epiteliales de
la mucosa, son microorganismos fijos que se
multiplican con rapidez, que estan bien
adaptados y son estables e inocuos. La flora
pasajera no se fija al epitelio ni se establece en
el intestino y esta formada por los
microorganismos no patégenos procedentes de
la porcion superior del tubo digestivo, los
alimentos y el medio ambiente’.

Existen ciertas caracteristicas propias de la
microflora colénica en las que predominan las
bifidobacterias; esta microflora produce acidos
grasos de cadena corta, como el acido pirdvico,
oxalacético, cetoglutarico y acido lactico como
producto de la fermentacion de los
carbohidratos, que disminuyen el pH en el colon
creando un medio donde las bacterias
potencialmente patdgenas no pueden crecer y
desarrollarse. También producen las llamadas
bacteriocinas, que actian como antibioticos e
inhiben a las bacterias patdgenas, estimulan al
sistema inmune, especialmente el intestinal y la
capacidad de sintetizar algunas vitaminas del

complejo B°.

Los procesos infecciosos y especificamente
la diarrea infecciosa aumentan la frecuencia de
dafios en la mucosa y disminuye de la motilidad
intestinal, constituyendo pérdida de una de las
funciones mas importantes para el control de la
proliferacion bacteriana. El sobrecrecimiento de
bacterias patégenas en el tracto intestinal
produce un mecanismo de reparacién
defectuoso en la mucosa intestinal la cual tiene
mecanismos de defensa que discriminan
adecuadamente entre la flora comensal, la
simbidtica y los patdégenos exégenos’.

Tener una flora estable y bien equilibrada es
garantia de buena salud ya que evita la
colonizacién vy el sobredesarrollo de
microorganismos patégenos mediante
mecanismos tales como la competencia y la
sintesis de bacteriocinas. El desequilibrio de la
flora puede prevenirse con la administracion de
cultivos microbianos vivos, estos cultivos se
llaman probiéticos’.

Un cultivo probidtico, esta constituido por
aquellos microorganismos vivos que, al ser
agregados como suplemento en la dieta,
afectan en forma beneficiosa al desarrollo de la
floramicrobiana en el intestino del huésped®.

Son multiples los efectos beneficiosos que
han sido atribuidos a la administracion de
probioticos, tales como el restablecimiento del
ecosistema intestinal post-terapia antibiotica y
quimioterapia, modulacion del sistema inmune,
estabilizacion de la enfermedad de Crohn y
proteccion de la mucosa intestinal;
mejoramiento de la intolerancia a la lactosa;
reduccion del riesgo de constipacion;
tratamiento de la diarrea; entre otros. También
se atribuyen efectos beneficiosos en la
prevencion y tratamiento de las alergias; la
reduccion de los niveles de colesterol; participan
en la produccién de vitaminas, como la vitamina
B; favorece el peristaltismo intestinal; potencia
la incorporacion de sales minerales como el
calcio® ™",

Los microorganismos mas utilizados como
probioticos son las bacterias integrantes de los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium,
comensales del tracto gastrointestinal que son
tradicionalmente utilizadas en diversas
fermentaciones alimentarias. Las cepas del
género Bifidobacterium son particularmente
importantes ya que colonizan selectivamente el
tracto intestinal de los recién nacidos,
representando hasta el 91% de su flora, y en
adultos entre el 3 y el 7%. Estas bacterias
anaerodbicas constituyen un 91% de la flora
predominante de los nifios alimentados con
leche materna y por el contrario, el intestino de
nifos alimentados con férmulas infantiles esta
colonizado por una microbiota mas heterogénea
(Enterobacteriaceae, Bacteroides, Clostridium,
Streptococcus, etc.) ™.
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También conocidas como Bacterias Acido
Lacticas (BAL), los Bifidobacterium producen
bacteriocinas y otras sustancias que ejercen
accion antimicrobiana. Esta actividad
representa un gran potencial para la industria
alimenticia ya que se pueden utilizar como
conservadores bioldgicos puros que en un
momento dado podrian reemplazar a los
conservadores quimicos ya que tienen la
ventaja de ser proteinas que al biodegradarse
no forman compuestos secundarios toxicos.
Existen numerosas bacteriocinas, clasificadas
en clases I, Il y lll, siendo las mas
representativas: la Nisina, Pediocina,
Plantaricinas, Divergicina A, Helveticina J,
producidas por las BAL y cada una tiene
espectros de inhibicion particulares; esta
caracteristica es aprovechada en la industria de
los alimentos para utilizarlas de diversas
formas. Algunas bacteriocinas se utilizan en
procesos que requieren la inhibicion del
crecimiento de bacterias indeseables
estrechamente relacionadas al productor de la
bacteriocina, y en otros casos se aplican para
inhibir el crecimiento de microorganismos
degradadores de alimentos o de patégenos
como estafilococos y listerias,
respectivamente™

Las bacteriocinas han sido encontradas en
casi todas las BAL examinadas, y aun dentro de
una especie podrian ser producidas diferentes
tipos. La produccion de bacteriocinas se detecto
en B. bifidum NCFB 1454 y, posteriormente, en
otras cepas aisladas de heces de nifios, aunque
éstas resultaron ser activas exclusivamente
frente a bacterias grampositivas. Los ultimos
estudios indican, no obstante, que ciertas cepas
aisladas de heces de adultos y nifios son
capaces de sintetizar proteinas antimicrobianas
de amplio espectro, activas frente a bacterias
grampositivas, gramnegativas y levaduras.
Entre éstas se incluyen a importantes
patégenos gastrointestinales, como Clostridium
difficile, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Salmonella enterica
serovar typhimurium, Helicobacter pylori,
Campylobacter coli y Acrobacter butzleri .

Entre las bacterias probioticas mas
utilizadas para el consumo humano se
encuentran las BAL, que incluyen a las
siguientes: Lactobacillus acidophilus, L.
plantarum, L. casei, L. casei spp rhamnosus, L.
delbrueckii spp bulgaricus, L. fermentum, L.
reuteri, Lactococcus lactis spp lactis, L. lactis
spp. cremoris, Bifidobacterium bifidum, B.
infantis, B. adolecentis, B. longum, B. breve,
Enterococcus faecalis, E. faecium, entre
otros™".

Algunas bifidobacterias aisladas de heces
de nifios producen péptidos antimicrobianos
activos frente a L. monocytogenes y solo se ha
purificado una bacteriocina (Bifidocina B) de B.

bifidum NCFB 1454, que posee un espectro de
inhibicion restringido a bacterias Gram-
positivas. Sin embargo, recientemente se ha
demostrado que algunas cepas del género
Bifidobacterium, asi como sus productos
metabdlicos, adicionados en forma de extractos
sin purificar, actdan como inhibidores del
desarrollo de bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas en alimentos y bebidas. Es decir,
actuan como cultivos bioprotectores en
alimentos. Las bifidobacterias crecen y se
mantienen viables en diversos alimentos y
bebidas constituyendo, por tanto, vehiculos
idoneos para su aporte. Por ejemplo, en las
leches fermentadas y no fermentadas se
comprobd su capacidad para secretar
compuestos antimicrobianos al medio de cultivo
durante su crecimiento ®"*".

En el caso del género Bifidobacterium, se
considera que esta bacteria es importante para
el mantenimiento del equilibrio del ecosistema
intestinal y el desplazamiento de
microorganismos potencialmente perjudiciales,
por lo que se le atribuye una funcion protectora.
Se considera que cepas de este género ejercen
efectos beneficiosos en el tratamiento de la
diarrea del viajero, las infecciones por rotavirus
y la diarrea asociada al uso de antibidticos".
También se han descrito sus efectos
antagonicos frente a patdgenos de los géneros
Clostridium, Salmonella, Campylobacter,
Shigella, Proteus, y Escherichia®.

Las bacterias pertenecientes al género
Listeria son bacilos gram-positivos cortos,
regulares, no esporulados ni ramificados, que
suelen observarse en disposicion individual o
formando cadenas cortas. Presentan de 1 a 5
flagelos peritricos que les confieren movilidad.
Las colonias son pequenas (de 1-2 mm tras uno
odos dias de incubacion)y lisas, sutemperatura
6ptima de crecimiento esta entre 30 y 37 °C,
pero pueden crecer a 4 °C en pocos dias. Son
anaerobias facultativas, catalasa positivas y
oxidasa negativas; ademas hidrolizan la
esculina en pocas horas, pero no la urea ni la
gelatina; no producen indol ni sulfuro de
hidrogeno (H,S); sin embargo producen acido
de la D-glucosay de otros aztcares™.

El género Listeria se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza, puede encontrarse
en el suelo, enlos vegetales y formando parte de
la flora fecal de muchos mamiferos; siendo
capaz de sobrevivir a diversas condiciones
ambientales. Asimismo, se ha aislado de
vegetales crudos, leche, pescado, pavo y carne
ya sea fresca o procesada bien sea de pollo o
res. Dentro de este género existen 7 especies
donde las especies L. ivanovii y L.
monocytogenes se consideran patégenas; sin
embargo, la primera se encuentra asociada
unicamente con infeccion en animales,
mientras que la segunda se relaciona tanto con
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infeccién en animales como en humanos™.

L. monocytogenes es de interés en salud
publica ya que causa listeriosis, una infeccion
que provoca meningitis, septicemia, abortos,
infecciones gastrointestinales; ademas del
desarrollo de secuelas, como retardo
psicomotor en las personas infectadas. La
patogenicidad de L. monocytogenes se debe a
la capacidad para adherirse, invadir vy
multiplicarse dentro de una gran variedad de
células nofagociticas (enterocitos, hepatocitos,
fibroblastos, células endoteliales y células
dendriticas), sumados a otros factores que
pueden aumentar la susceptibilidad. El periodo
de incubaciéon de la infeccién invasiva es
desconocido pero se cree que vade 11 a 70 dias
conun promedio de 31 dias™.

La dosis minima requerida de L.
monocytogenes para causar infeccion clinica en
humanos no ha sido determinada, pero se
estima niveles de contaminacién de 10* a 10*
células por gramo de alimento. Sin embargo, la
dosis infectiva varia dependiendo de la
patogenicidad y virulencia de la cepa
involucrada y de los factores de riesgo del
hospedero®.

El helado constituye uno de los triunfos de la
tecnologia de alimentos, y el aire es uno de sus
principales ingredientes. Sin el aire, el helado
seria una nieve de leche, pero con el aire se
convierte en un sistema coloidal de alta
complejidad. Consiste en una espuma
semisolida de celdas de aire rodeadas por grasa
emulsificada junto con una red de diminutos
cristales de hielo que estan rodeados por un
liqguido acuoso en forma de sol. En su forma mas
simple, el helado o crema helada es un postre
congelado hecho de leche, nata o natillas
combinadas con saborizantes, edulcorantes y
azucar. En general los productos utilizados en
su elaboracioén son: leche, azucar, edulcorantes,
nata de leche, huevo, frutas, chocolate, frutos
secos, yogurt, agua mineral y ademas,
estabilizantes, que ayudan a su preservacion
evitando la proliferacién de microorganismos
contaminantes®.

En la actualidad el uso de probidticos es
importante para mejorar la respuesta inmune a
bacterias patégenas, por lo que en el presente
trabajo se determind el efecto de
Bifidobacterium bifidum sobre la supervivencia
de Listeria monocytogenes inoculados
conjuntamente en helado pasteurizado.

MATERIAL Y METODOS

1. Material Biolégico

e Un cultivo de Bifidobacterium bifidum
liofilizado importado del Laboratorio Saccor
SRL de ltalia.

« Un cultivo de Listeria monocytogenes-
LmO002-09-FGB-UNT, proporcionado por el

Laboratorio de Fisiologia y Genética
Bacteriana del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad
de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de Truijillo.

« Helado de sabor fresa comercializado por la
fabrica Aruba E.I.R.L Trujillo-Peru,
preparado para el presente trabajo sin
preservantes.

2. Métodos y Técnicas:

2.1. Reactivacion y estandarizacion del

inéculo de L. monocytogenes
- Reactivacion del cultivo de L.
monocytogenes.
A partir del cultivo, conservado en
congelacion (con glicerina 50% a-10°C), de
L. monocytogenes, se cultivd en Caldo de
Enriquecimiento Base Listeria (LEB), e
incubado a 37°C por 24 —48 horas, luego se
sembré en Agar Base Listeria Oxford y se
incubo a 37°C por 24 horas.
- Estandarizacion del inéculo de L.
monocytogenes.
Se preparo 20 mL de suspension bacteriana
en Solucion Salina Fisiologica Estéril (SSFE)
de 3 x10° UFC/mL equivalente al tubo N°1
del nefelémetro de Mac Farland.

2.2. Reactivacion y estandarizacion del
inéculo de B. bifidum.
« Reactivacion del cultivo de B. bifidum.
A partir del cultivo liofilizado comercial se
cultivd en caldo de Man Rogosa Sharpe
(MRS), luego se incubd en microaerobiosis
con ambiente de CO, por 48 horas a 37° C.
Después se sembro en placas con Agar
MRS y se incubd igualmente en
microaerobiosis con ambiente de CO, por 24
horas a 37° C, mediante método de la vela,
mas un sobre de antiacido “Alka seltzer”
« Estandarizacién delinéculo de B. bifidum.
Se preparé 20 mL de suspension bacteriana
en SSFE de 3 x 10° UFC/mL equivalente al
tubo N°1 del nefelometro de Mac Farland.

2.3. Distribuciéon del helado
Sedistribuy6 en 40 potes de plastico, arazon
de 10 de 300g; 20 de 299 g y 10 de 298 g.
Todos los potes fueron pasteurizados en
bafio maria a 90 °C por 2 min, enfriados a
temperatura ambiente.

2.4. Diseiio experimental

Se prepararon 4 sistemas de 10 potes de

helado, de acuerdo al siguiente esquema:
- Sistema 1: control, solo helado sin la
adicion de ningun cultivo para evaluacién
de presencia de mesodfilos o psicréfilos
aerdbicos.
« Sistema 2: control, se adicion6 solo la
suspensionde B. bifidum.
« Sistema 3: control, se adicion6 solo la
suspension de L. monocytogenes
- Sistema 4: problema, se adicioné B.
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2.5. Inoculacion de B. bifidum y L.

monocytogenes:

Con ayuda de una jeringa se procedio a
inocular 1TmL  de las suspensiones
bacterianas en cada uno de los potes de
helado, de acuerdo al esquema de ensayo.
Se homogenizé el indculo con el helado 'y
luego cada sistema se colocd en
refrigeracién (4°C) para su posterior
evaluacion.

2.6. Medicion de la Poblaciones:

Las poblaciones de B. bifidum y L.
monocytogenes fueron determinadas por
recuento total de unidades formadoras de
colonias por gr (UFC/g) en cada uno de los
sistemas mencionados utilizando un pote
diferente por medicion. Estas poblaciones
se monitorearon por duplicado a los 0
(inicial), 5,10, 15,20y 30dias.

2.7.Recuento total de B. bifidum.

Para el recuento de B. bifidum, se realizé
diluciones decimales seriadas tomando 0,1
mL de estas para sembrar por superficie con
asa de Drigalski en placas con Agar MRS
suplementado con antibidticos y se
incubaron en microaerobiosis con ambiente
de CO, por 24 horas a 37° C. La lectura se
realizd en aquellas placas que contenian
entre 30y 300 colonias.

2.8. Recuento de L. monocytogenes:

Se realizé utilizando las diluciones
decimales seriadas tomando 0,1 mL de

estas para sembrar por superficie con asa de
Drigalski en placas con Agar Base Listeria
Oxford Modificado con suplemento de
antibidticos. Posteriormente se incubd a
37°C durante 24 horas. La lectura se realizo
en aquellas placas que contenian entre 30 y
300 colonias.
3. Andlisis de los resultados

Se utilizd el promedio de las mediciones
como valor final para interpretar los
resultados. Los recuentos de crecimiento
obtenidos (UFC/g) fueron sometidos a la
distribucion por cuartiles. La comparacion de
los grupos experimentales con el grupo
testigo se realizara con la prueba T student .

RESULTADOS

En la Fig. 1 se observa que L. monocytogenes
sin Bifidobacterium bifidum disminuye un
logaritmo en su crecimiento, mientras que en
presencia del probidético Bifidobacterium bifidum
disminuye hasta 4 logaritmos, observandose
diferencia significativa entre ambos
crecimientos.

EnlaFig. 2 seobservaque B. bifidum presenta
crecimiento, tanto solo como en presenciade L.
monocytogenes sin diferencia significativa entre
ambos crecimientos.

En la Fig. 3 se observa que la supervivencia de
L. monocytogenes en presencia de B. bifidum,
disminuye significativamente en relacion al
tiempo.
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—. — L. monocytogenes sin probiético

—. — L. monocytogenes con probiotico

Fig. 1. Supervivencia de L. monocytogenes en el sistema 3 de control (sin probiético) y en
el sistema 4 (con probiético) a través del tiempo
* Prueba T: Si hay diferencia significativa (Tc=-1,69 < Tt=2,23); Proyeccion Y=0 para X
problema: 35 dias y para X control: 72 dias
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Fig. 2. Supervivencia de B. bifidum solo y en presencia de L. monocytogenes en relacion al tiempo
* Prueba T: No hay diferencia significativa (Tc=-2,89 Tt=2,23)
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Fig. 3. Distribucion cuartil del crecimiento L. monocytogenes en helado en ausencia y presencia de
B. bifidum en relacién al tiempo

DISCUSION

Diversos trabajos cientificos han evaluado el
efecto de cultivos probidticos sobre el
crecimiento de bacterias patdogenas entéricas,
obteniéndose resultados diversos pero que
identifican claramente la accion antagonica de
especies de probioticos sobre microorganismos
patégenos.

En la Fig. 1, se muestra el comportamiento
de L. monocytogenes en helado solo y en
presencia del probidtico adicionado. Una
concentracion inicial de L. monocytogenes de
10° UFC/g es reducida a 10> UFC/g en el tiempo
de 30 dias en presencia de B. bifidum. Esta
misma poblacion disminuye solo un logaritmo
cuando esta solo en el helado, en mismo tiempo.

Esto nos indica que el probiotico B. bifidum ha
actuado antagdénicamente sobre el crecimiento
L. monocytogenes. Datos similares fueron
obtenidos por Zufiga y colaboradores ', donde
L. monocytogenes fue inoculada a una
concentracion de 10" UFC/mL en leche
fermentada con cultivo iniciador para yogurt (L.
bulgaricus y S. thermophilus), disminuyendo en
pocas horas y desaparecio al cabo de 32 dias.
Es necesario destacar que la acidez del
medio es un factor importante en el control del
crecimiento de patégenos, pues muchos se ven
inhibidos en ambientes acidos. No obstante, en
el presente trabajo, el pH de los sistemas
mostré muy leves modificaciones a través del
tiempo de incubacion (de 7 a 6 para los sistema
evaluados), los cuales, probablemente, no
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afectaron el crecimiento de L. monocytogenes ,
ya que ésta bacteria es capaz de crecer en
ambientes de pH mucho mas acido™™.

L. monocytogenes es una bacteria que ha
demostrado su resistencia tanto a pH acido, asi
como su capacidad de multiplicacion a bajas
temperaturas. Asi tenemos diversos estudios
que revelan que ésta puede crecer en un ambito
de pH entre 5,0 y 9,6, siendo su pH optimo de
crecimiento alrededor de 7,0, aunque le
favorece una ligera alcalinidad ™.

Por su parte, Brackett’ establece que el
ambito de pH en el cual L. monocytogenes
puede crecer es de 5,6 a 9,8. Es importante
destacar que Sorrels et al” reportaron que la
bacteria puede crecer a pH 4,4, un valor
considerablemente inferior de lo anteriormente
reportado. Por otro lado, Gahan et al® reportan
la adaptacion de esta bacteria a condiciones
acidas, mediante el fendmeno de respuesta
acido tolerante (ATR), logrando inclusive
sobrevivir a pH de 3,8. Del mismo modo los
estudios realizados por Arias et al'” en leche
pasteurizada inoculada con este patdogeno
demuestran que posee una importante
resistencia a bajas temperaturas y es capaz de
reproducirse a pH acido.

Al comparar los resultados obtenidos con un
trabajo anterior realizado con la misma
metodologia, pero evaluando el efecto de
probidticos sobre Listeria monocytogenes y
Escherichia coli 0157:H7", se encontré que la
primera bacteria desaparecia luego de 8 dias de
incubacion en el sistema con probidticos
adicionados, pero en el sistema sin probioticos
se necesitd de 16 dias para desaparecer. La
diferencia de actividad de los probidticos,
especificamente de sus bacteriocinas sobre
bacterias Gram positivas y Gram negativas'™ *,
demuestran una menor sensibilidad dada la
presencia de membrana externa y la
constitucién de su pared celular?'.

La produccion de bacteriocinas se detectd
por primera vez en B. bifidum NCFB 1454 y
posteriormente en otras cepas, aunque éstas
resultaron ser activas exclusivamente frente a
bacterias grampositivas ** . Estudios indican,
no obstante, que ciertas cepas son capaces de
sintetizar proteinas antimicrobianas de amplio
espectro activas frente a bacterias
grampositivas, gramnegativas y levaduras.
Entre éstas se incluyen importantes patégenos
gastrointestinales, como C. difficile, L.
monocytogenes, S. aureus, S. entérica serovar
Typhimurium, H. pylori, Campylobacter coli y
Arcobacter butzleri®"*.

Esta diferencia de comportamiento de las
bacteriocinas puede ser debida al efecto de las
diversas sustancias producidas por las
bacterias acidolacticas ademas de las

bacteriocinas, como acidos organicos (acido
lactico y acido acético), perdxido de hidrogeno,
diéxido de carbono; asi como la produccion de
otros compuestos antimicrobianos como el
diacetilo, el acido piroglutamico, etc.’. Se ha
comprobado que el diacetaldehido es mas
efectivo contra bacterias Gram negativas,
levaduras y hongos que contra bacterias Gram
positivas *'.

Debe resaltarse que el numero inicial de
bacterias probidticas inoculadas fue de 10°
UFC/mL y aument6 hasta en dos logaritmos
tanto a los 10 dias, cuando esta solo, y a los 15
dias, cuando esta en presencia de L.
monocytogenes, finalizando con el aumento de
un logaritmo, en relacion al inicial, a los 30 dias.
Estos resultados, son los recomendados por la
Organizacion Mundial de la Salud como la
cantidad necesaria para que ejerzan sus efectos
beneficiosos sobre nuestro organismo, a pesar
de la reducciéon que sufren al pasar por la
barrera de la acidez estomacal "'

En el sistema control, sin inoculacion de
ninguna bacteria, no se observd crecimiento
algunode L. monocytogenes nide B. bifidum, ni
de otra bacteria aerobia mesdfila; lo que nos
dice que estos microorganismos no estan
presentes originariamente en el helado
utilizado, ya que podrian haber sido eliminados
por completo en nuestra pasteurizacion; y que
en transcurso del tiempo de evaluacion no
fueron contaminadas con alguna otra bacteria,
por lo tanto no hay interferencia con nuestros
resultados.

CONCLUSIONES

Existe accion inhibitoria del probiodtico B.
bifidum sobre la supervivencia de L.
monocytogenes, contaminado artificialmente
en helados, enrelacién al tiempo.

La supervivencia de B. bifidum no es afectado
durante 30 dias en el helado ni por la presencia
delL. monocytogenes.
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Efecto musculotrépico uterina del decocto de Nasturtium
officinale en Rattus rattus var. albinus in vitro

Uterine muscle tropism's effect of water decoction's Nasturtium
officinale of Rattus rattus var. albinus in vitro.

Castillo-Saavedra Ericson'; Castillo-Viera, Segundo®; Reyes-Alfaro, Cecilia’.

RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objeto demostrar el efecto musculotrépico in vitro de
Nasturtium officinale en Utero de Rattus rattus var. albinus, para esto se preparé el decocto de
las hojas y tallos frescos de Nasturtium officinale, y fue ensayado en Utero de Rattus rattus
var. albinus; se utilizaron 20 ratas hembras prepuberes todas ellas ovariectomizadas,
separandolas en cuatro grupos, animales sin tratamiento hormonal y animales con
tratamiento hormonal con dosis de deposito. Las respuestas contractiles fueron comparadas
con el basal, con las de oxitocina y con las fases pre-oxitocina y post-oxitocina,
encontrandose acciéon musculotropico uterina en Rattus rattus var. albinus, inclusive mayor
frente a oxitocina y dependiente del estado hormonal.

Palabras clave: Nasturtium officinale, efecto musculotrépico.

ABSTRACT

The following scientific report have investigated the contractile effect of Nasturtium
officinale about the uterine muscle of Rattus rattus var. albinus in vitro, with this propose, it
was prepared the water decoction dosage with leafs and stalks of Nasturtium officinale, and
tested about the uterus de Rattus rattus var. albinus, it was worked with 20 prepubers females
rats, they were oophorectomized and they were located in 4 groups, animals without
hormonal treatment and with hormonal treatment with depot doses. The contractile
responses the uterus was compared with the basal, with the oxitocin and with the phase post
and pre oxitocin, it was encountered that water decoction's Nasturtium officinale have uterine
muscle tropism's effect, this effect is better than oxitocin and it depend of hormonal treatment.

Key Words: Nasturtium officinale, muscle tropism's effect.
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INTRODUCCION

Los cambios ciclicos y regulares que se
presentan en el sistema reproductor femenino
funcional, tienen por finalidad la preparacion del
organismo para los eventos de fecundacién y
gestacion. Los reguladores del ciclo ovarico y
estral son las hormonas estrogenos vy
progesterona principalmente, que varian sus
niveles en las diferentes fases del ciclo, las
cuales se hallan sujetas al control hipotalamo —
hipofisiario, haciendo un eje de |ntegraC|on con
los 6rganos dela reproducmon

En los mamiferos los ovarios constituyen la
principal fuente de produccién de esteroides:
Los estrogenos son secretados por las células
de la teca y estroma ovarico y, progesterona por
el cuerpo luteo en la fase secretora del ciclo.
Durante el embarazo, sin embargo, la placenta
pasa a ser la fuente mas importante de
produccion de estrégenos y secreta grandes
cantidades de progesterona, en especial en la
segunda mitad de la gestacion °.

Los estrogenos incrementan la respuesta
uterina a la oxitocina, hormona neurohipofisiaria
asociada al evento del parto en tanto que la
progesterona disminuye sensibilidad del utero
ante ésta, lo cual ayuda a evitar la expulsion deI
huevo |mplantado y el mantenimiento del feto *°
En el embarazo a término y durante el puerperlo
se incrementa la sensibilidad a la oxitocina, lo
cual concuerda con su papel funcional de
facilitar y estimular la contraccion uterina
posparto que controla la hemorragia uterina. La
oxitocina ejerce una accién dual: uterotonica en
células miometriales y, accion liberadora de
prostaglandinas en las células endometriales .

La progesterona produce los cambios

progestacionales en el endometrio y los ciclicos
en el cuello uterino y vagina. Tiene un efecto
antiestrogénico sobre las células del miometrio
que hace decrecer su excitabilidad, su
sensibilidad a la oxitocina y su actividad
eléctrica espontanea, mlentras que se eleva su
potencial de membrana®.
El mecanismo mediante el cual las hormonas
toman parte en el desencadenamiento de las
contracciones uterinas durante el parto, es
bastante complejo y para esclarecerlo se han
planteado varias hipotesis, una de la cuales
seria la apertura de un tipo de canal permeable
al idén calcio operado por un receptor, que se
activaria tras el acoplamiento de una molécula
de hormona. Otra alternativa seria la activacién
de la fosfolipasa C presente en la membrana
que originaria la hidrdlisis del fosfoinositol
difosfato (PIP,) generando un segundo
mensajero el inositol trifosfato (IP,) que viaja al
reticulo sarcoplasmatico, se une a su receptor
especifico en su membrana y apertura canales
de calcio de ese organelo determinando la fuga
del ion hacia el citosol Mediante un
mecanismo similar se produciria la activacion de
la adenilato ciclasa de la membrana generando
adenosin monofosfato ciclico (AMP.) cuya
concentracion influye en la potencia de la
contraccion ®.

Estos mecanismos conducen a un
incremento de la concentracién de calcio
mioplasmatico sefialando como responsable

del desencadenamiento y mantenimiento de la
contractura del musculo liso. Asimismo se
menciona como consecuencia de esta cascada,
una fosfolipasa activada por calcio la cual
produciria prostaglandinas PGF, descubiertas
en el liquido amniodtico ) y,.en la’ sangre de la
madre en labor de parto *

Uno de los principales problemas en el Peru
es la elevada tasa de mortalidad materna y
perinatal, constituyéndose en una emergencia
de salud publica y un buen indicador de la
calidad de los programas de proteccion materno
infantil. En nuestro pais, cada afio se producen
alrededor de 1800 muertes por causas de
complicaciones en el embarazo, parto y
puerperio; es asi, que nos interesamos en
estudiar los organos del aparato genital
femenino, los cuales estan condicionados
fisiolégicamente para cumplir su fin primordial
en la reproduccion humanay en la perpetuacion
delaespecie *

Esta es la razén por la que, la poblacion
peruana se ve precisada a utilizar productos de
la medicina folklérica en la aceptacion de que no
generan complicaciones en su salud. En
nuestro medio en los niveles socioculturales y
econdmicos bajos, es frecuente la practica de
algunas costumbres tradicionales para tratar de
solucionar algunos problemas relacionados con
el embarazo no deseado, aun si no se tiene
implementado un buen programa de control de
la natalidad, es por ello que se acude al empleo
de plantas, como el "berro", cientificamente
conocida como Nasturtium off/cma/e ala que se
Ie atrlbuye posibles efectos musculotroplcos

El “berro” es miembro de la familia de las
Brassicaceaes que también comprende el
repollo, brécoli, coliflor, col de Bruselas, berza,
hojas de mostaza y nabos. Estas plantas
contienen indoles especificos (compuestos
organicos aromaticos), los cuales son miembros
de una clase de sustancias que contienen
azufre, llamadas glucosinolatos; formandose a
partir de precursores cuando se ingieren
trituradas o cocidas

Los glucosmolatos también Ilamados
heterosidos sulfocianogenéticos o heterosidos
azufrados pertenecen al grupo de metabolitos
secundarios denominados heterdsidos,
mayoritariamente glucésidos, que contienen
azufre y se biosintetizan a partir de aminoacidos
diversos, Io b que dalugar a diferentes estructuras
quimicas”

Se han realizado investigaciones sobre la
composicion fitoquimica de Nasturtium
officinale. Carvalho informa de la presencia de
glucosinolatos, cumarinas, flavonoides vy
esteroides, por lo se cual podria inferir sobre el
posible efecto musculotroplco uterina en Rattus
rattus var. albinus

No conociéndose en nuestro medio estudios
controlados que demuestren sus posibles
efectos oxitocicos sobre la musculatura uterina
y que aclaren su posible mecanismo de accion
en base a los antecedentes mencionados,
surgio el interés de investigar en que medida el
decocto de Nasturtium officinale afecta la
respuesta musculotrépica uterina in vitro de
Rattus rattus var. albinus, previa sensibilizacion
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con estrogenos y/o progesterona, para lo cual

se planteo el siguiente problema:

¢ Qué efecto tendra el decocto de Nasturtium
officinale, sobre la amplitud de las contracciones
de la musculatura lisa uterina de Rattus rattus
var. albinus in vitro?

Teniendo en cuenta la presencia de
heterdsidos sulfocianogenéticos en las hojas y
tallos de Nasturtium officinale, se puede
postular: El decocto de Nasturtium officinale
tiene efecto musculotropico positivo
aumentando la amplitud de las contracciones
uterinas en Rattus rattus var. albinus;
planteandose los siguientes objetivos:

Determinar el efecto del decocto de

Nasturtium officinale sobre la amplitud de las

contracciones uterinas del musculo liso de

Rattus rattus var. albinus.

« Comparar el efecto oxitocico in vitro de
Nasturtium officinale con la oxitocina sobre la
musculatura uterina de Rattus rattus var.
albinus.

- Determinar si la accion oxitocica del decocto
de Nasturtium officinale depende del estado
hormonal uterino en Rattus rattus var.
albinus.

MATERIAL Y METODOS

Tratamiento de las ratas:

Las ratas fueron ovariectomizadas y colocadas
en jaulas metalicas acondicionadas para su
recuperacion. Se les mantuvo en condiciones
de laboratorio sometidas a las mismas
caracteristicas ambientales de temperatura,
presion barométrica, iluminacion y alimentacion
y, luego de 8 dias se les dividio aleatoriamente
en 4 grupos y se procedio a aplicarles dosis
unicas de hormonas via intramuscular. El primer
grupo reC|b|o estrogenos Valerianato de
estradiol: “Progynon Depot” ® ampolla de 10
mg/mL Laboratorio Schering Farmacéutica
Peruana) a la dosis de 0.5 mg/Kg de peso
corporal; el segundo grupo recibio progesterona
(Medroxiprogesterona: “Depo-provera”
ampolla de 150 mg/mL Laboratorio Pharmacia)
a la dosis de 5 mg/Kg; mientras que el tercer
grupo se le administr6 ambas hormonas: 0.25
mg/Kg de estrogenos y 2.5 mg/Kg de
progesterona. El grupo restante que no recibié
tratamiento hormonal fue usado como control .

Obtencion de los cuernos uterinos:

Los animales fueron sacrificados 8 dias
después de la administracién de las
hormonas y los cuernos uterinos fueron aislados
cuidadosamente y colocados en la solucion de
Smith y Mc Closky fresca, a 37 °C que los
mantuvo viables por 3 a4 horas en promedio "™

Colocacion de los cuernos uterinos en el
aparato de rganos aislados:

El montaje de los cuernos se realiz6 atando un
hilo en cada extremo del cuerno uterino
cuidando de no ocluir el lumen, uno de los hilos
fue asegurado al tubo proveedor de oxigeno; se
introdujo el cuerno en el bafio de organos
aislados conteniendo 40 mL de solucién a 37 °C,
mientras que el otro hilo del otro extremo se unié
a la palanca inscriptora, la que se ajusto al

tambor del kimografo.

Los cuernos uterinos del espécimen
fueron trabajados usando la solucion de Smith y
Mc Closky. La solucién fue preparada con
quimicos de grado analitico, usando agua
bidestilada y desionizaday, fueron mantenidos a
37 °C, airadas con unamezclade 95 % de O,y 5
% de CO,, el cual llega al bafio de drganos
aislados a través de un tubo proveedor de
burbujeo a la solucién fisiolégica y poder de este
modo alcanzar condiciones artificiales, que
permitan al tejido mantenerse en condiciones
fisiologicas de in vivo. El registro se obtuvo en el
tambor del kimégrafo que gir6 a una velocidad
de 4 mm/min. Para su conservacion se uso la
solucién fijadora ™ ™

Obtencion del decocto de Nasturtium
officinale:

Se colocaron 50 g. de hojas y tallos de
Nasturtium officinale “berro” en 50 mL
de agua destilada fria, luego se dejaron hervir
por 15 minutos, se enfriéo unos
minutos y finalmente se filtré a través de una
gasa.

El decocto asi obtenido se dejo evaporar en una
placa petri a una temperatura de 40 a 45 °C y,
una vez desecado se peso y se le resuspendio
en agua bidestilada, siendo utilizado el mismo
dia de su preparacién” "

Protocolo experimental:

Luego de la regularizacion de la actividad
contractil uterina se tomdé un registro
basal inicial durante 5 minutos. Seguidamente
se registraron las respuestas de cada cuerno
uterino de cada Rattus rattus var. albinus a las
cuatro fases de la experiencia, primero, tras
afadir la dosis efectiva 50 (DE,;) del decocto de
Nasturtium officinale, segundo, la DE,, de la
oxitocina (ambas DE,, fueron determinadas en
un estudio previo), tercero, la DE,, del decocto
de Nasturtium officinale mas la DE50 de oxitocina
(Oxitocina sintética: “Pitocin” ® ampolla de 10
Ul/mL Laboratorio Parke Davis) y, finalmente, la
DE,, de oxitocina mas la DE,, de Nasturtium
officinale, y se obtuvo un registro grafico. En
cada ensayo, que tuvo de 5 a 8 minutos de
duracion, se cuidé de enjuagar el cuerno uterino
por tres veces en la solucion correspondiente,
tomandose un nuevo registro basal valido para
el ensayo siguiente. Se siguid el mismo
protocolo con cada uno de los grupos
experimentales.

Los datos fueron analizados teniendo en
cuenta las variaciones de las contracciones en
funcion de las alturas maximas registradas en el
kimografo ™'

Evaluacion estadistica:

Los resultados fueron procesados
estadisticamente mediante los valores como:
Media Aritmética (X), Desviacion Estandar (DS),
Error Estandar (ES). El estudio comparativo se
realizé mediante la Funcion de Test de Student
(Tc) - Test de Student comparativo y para
determinar el nivel de significancia estadistica
se uso una Probabilidad (P) menor a 0,05 conun
95% de confiabilidad ™.
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RESULTADOS

TABLA 1: Variaciones grupales y evaluacion estadistica del efecto musculotropico basado en la amplitud de
las contracciones del decocto de N. officinale (50 mg/mL/Kg) en utero de R. rattus var. albinus y su
respuesta motora comparada con la de Oxitocina (1.5 mUI/mL) en el Grupo Control (N = 6).

AMPLITUD (mm)
Valoracion GRUPO A GRUPO B GRUPO C
estadistica
Basal Nast. Nast. Oxit. Nast.+Oxit. Oxit.+Nast.
X 25 6.5 6.5 4.0 45 2.5
D.S. 2.12 3.53 3.53 1.41 2.12 0.71
to 0.68 1.85 1.26
p <0.50 N.S. <0.10 N.S. <0.20 N.S.

TABLA 2: Variaciones grupales y evaluacion estadistica del efecto musculotropico basado en la amplitud de
las contracciones del decocto de N. officinale (50 mg/mL/Kg) en utero de R. rattus var. albinus y su

respuesta motora comparada con la de Oxitocina (1.5 mUI/mL) en el Grupo Problema tratado con
estrégenos (N =6).

AMPLITUD (mm)

Valoracion GRUPO A GRUPO B GRUPO C
estadistica
Basal Nast. Nast. Oxit. Nast.+Oxit. Oxit.+Nast.
X 1" 23 23 19.2 22 17.57
D.S. 10.77 12.09 12.09 17.16 10.16 9.34
te 1.96 0.46 0.85
P <0.05 SIG. <0.60 N.S. <0.40 N.S.

TABLA 3: Variaciones grupales y evaluacion estadistica del efecto musculotropico basado en la amplitud de
las contracciones del decocto de N. officinale (50 mg/mL/Kg) en uUtero de R. rattus var. albinus y su

respuesta motora comparada con la de Oxitocina (1.5 mUI/mL) en el Grupo Problema tratado con
progesterona (N =6).

AMPLITUD (mm)

Valoracién GRUPO A GRUPO B GRUPO C
estadistica
Basal Nast. Nast. Oxit. Nast.+Oxit. Oxit.+Nast.
X 6.0 16.4 16.4 16.0 15.2 13.0
D.S. 7.91 11.23 11.23 12.94 12.56 10.34
te 1.69 0.05 0.30
P <0.10 N.S. <0.90 N.S. <0.70 N.S.
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TABLA 4: Variaciones grupales y evaluacion estadistica del efecto musculotrépico basado en la amplitud de
las contracciones del decocto de N. officinale (50 mg/mL/Kg) en utero de R. rattus var. albinusy su respuesta

motora comparada con la de Oxitocina (1.5 mUI/mL) en el Grupo Problema tratado con estrogenos y
progesterona (N =6).

AMPLITUD (mm)
Valoracion GRUPO A GRUPO B GRUPO C
estadistica
Basal Nast. Nast. Oxit. Nast.+Oxit. Oxit.+Nast.
X 8.25 16.37 16.37 10.25 12.12 9.87
D.S. 4.74 5.04 5.04 3.95 4.21 4.83
te 3.32 2.71 0.24
p <0.01 SIG. <0.02 SIG. <0.80 N.S.

TABLA 5: Variacion de la fase basal entre el grupo control y el grupo problema, basado en la amplitud de las
contracciones del decocto de Nasturtium officinale (50 mg/mL/Kg) sobre el musculo uterino de Rattus rattus
var. albinus sensibilizado con estrogenos, progesteronay la combinacién de ambos.

. AMPLITUD (mm)
Valoracion
estadistica
GRUPO PROBLEMA
GRUPO CONTROL Estrégenos Progesterona Estrog.+Progest.
X 25 11 6.0 8.25
D.S. 212 10.77 7.91 4.74
to 1.96 0.91 2.56
p <0.05 SIG. <0.30 N.S. <0.02 SIG.

TABLA 6: Variacion de la Fase N. officinale entre el grupo control y el grupo problema, basado en la amplitud
de las contracciones del decocto de Nasturtium officinale (50 mg/mL/Kg) sobre el musculo uterino de R.
rattus var. albinus sensibilizado con estrégenos, progesterona y la combinacion de ambos.

. AMPLITUD (mm)
Valoracion
estadistica
GRUPO PROBLEMA
GRUPO CONTROL Estrégenos Progesterona Estrog.+Progest.
X 6.5 23 16.4 16.37
D.S. 3.53 12.09 11.23 5.04
te 3.16 1.76 3.21
p <0.01 SIG. <0.10 N.S. <0.01 SIG.
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TABLA 7: Variacion de la fase oxitocina entre el grupo control y el grupo problema, basado en la amplitud de
las contracciones del decocto de N. officinale (50 mg/mL/Kg) sobre el musculo uterino de R. rattus var.
albinus sensibilizado con estrogenos, progesteronay la combinacion de ambos.

AMPLITUD (mm)

Valorgc[én
Feledtes GRUPO CONTROL Estrégenos GIE’LrJoFg’;gsTg’oonZLEMA Estrog.+Progest.
X 4.0 19.2 16.0 10.25
D.S. 1.41 17.16 12.94 3.95
tc 2.33 2.04 3.65
p <0.02 SIG. <0.05 SIG. <0.001 A.S.

TABLA 8: Variacion de la fase N. officinale mas oxitocina entre el grupo control y el grupo problema, basado
en la amplitud de las contracciones del decocto de Nasturtium officinale (50 mg/mL/Kg) sobre el musculo
uterinode R. rattus var. albinus sensibilizado con estrégenos, progesterona y la combinaciéon de ambos.

AMPLITUD (mm)

Valorgci_én
e GRUPO CONTROL Estrégenos GT’EOZ%STQOO;LEMA Estrog.+Progest.
X 45 22.0 15.2 12.12
D.S. 212 10.16 12.55 4.21
te 4.24 1.84 3.07
P <0.001A.S. <0.05 SIG. <0.01 SIG.

TABLA 9: Variacion de la fase oxitocina mas N. officinale entre el grupo control y el grupo problema,
basado en la amplitud de las contracciones del decocto de N. officinale (50 mg/mL/Kg) sobre el musculo
uterinode R. rattus var. albinus sensibilizado con estrégenos, progesterona y la combinacion de ambos.

AMPLITUD (mm)

Valoracion
estadistica
GRUPO PROBLEMA
GRUPO CONTROL Estrégenos Progesterona Estrog.+Progest.
X 25 17.57 13.0 9.87
D.S. 0.71 9.34 10.34 4.83
te 4.23 2.25 4.07
p <0.001 AS. <0.05 SIG. <0.001 A.S.
LEYENDA:
X: Media Aritmética Nast.: Nasturtium officinale
SIG: Significativo Oxit.: Oxitocina
N.S.: No significativo Nast.+Oxit.: Nasturtium officinale mas Oxitocina
A.S.: Altamente significativo Oxit.+Nast.: Oxitocina mas Nasturtium officinale
D.S.: Desviacién estandar Estrog.+Progest.: Estrégenos mas progesterona

t.: Student comparativo
p: probabilidad <0.05
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DISCUSION

El parto constituye un trabajo v,
mecanicamente todo trabajo consiste en la
generacion de movimiento contra una
resistencia. En este proceso, la contraccion
uterina representa la fuerza o motor principal;
sin embargo, sucede que algunas veces las
contracciones no son eficaces para vencer la
resistencia de la pelvis 6sea y las partes
blandas, dificultandose el parto; lo que se
conoce como hipoactividad o hipodinamia
uterina es en este momento que se recurre a
sustancias que estimulan directa o
indirectamente al utero con el fin de expulsar el
contenido uterino " ™*"%,

N. officinale es una planta herbacea de la
familia Brassicaceae, comunmente Ilamada
“berro”, a dicha planta recurren mujeres con
problemas de embarazo no deseado y de
escasos recursos econdémicos de los niveles
pobres de nuestra region, para inducir el aborto
13

La pérdida del producto de la concepcion es
comunmente una consecuencia del incremento
de la motilidad uterina. Las plantas reportadas
como que tienen efecto oxitdcico son: Ruta
graveolens, Ruta chalepensis, Ocinum
micrantum, Ageratina Sternbergiana King y
Robinson '**. En esta linea de trabajo el interés
de comprobar experimentalmente si el decocto
de Nasturtium officinale tiene efecto
musculotropico uterina en Rattus rattus var.
albinus tratadas con estrogenos, progesterona'y
la combinacion de ambas, después de haber
sido ovariectomizadas, para descartar la
influencia del ovario en la produccion de
hormonas esteroideas, simulando lo que ocurre
enelcicloestraldelarata..

Un estudio piloto previo nos permitid
establecer la dosis efectiva ., de decocto de N.
officinale para utero de R. rattus var. albinus, in
vitro fue de 38 mg/mL del bafio de dérganos
aislados y para la oxitocina fue de 1.2 mUl/mL.

Analizando la respuesta contractil del
musculo uterino frente al decocto de N. officinale
en la Tabla 1, grupo A, se observa que al
comparar la respuesta basal y frente al decocto
de N. officinale, hay diferencia a favor del
decocto, pero dicha respuesta no es
estadisticamente significativa. Esta respuesta a
favor del decocto de N. officinale se deberia a la
actividad de las células del endometrio que
tendrian afinidad por los componentes
fitoquimicos de la planta en estudio, dichos
componentes a través de ligandos disponibles y
factores tisulares especificos mediarian para la
liberacién de prostaglandinas, las que actuan
sobre el reticulo sarcoplasmatico liberando

iones calcio y produciéndose acoplamiento de
actina - miosina . Seguimos analizando la Tabla
1, grupo B, al comparar la respuesta contractil
del utero frente al decocto de N. officinale y
frente a la oxitocina, la respuesta es a favor del
decocto de N. officinale ya que como en el caso
anterior estaria activando a las células del
miometrio, sensibles en términos de receptores
no tradicionales y que en éste caso generan
mejor respuesta que los receptores oxitdcicos *'.
Deigual modo enla Tabla 1, grupo C, se aprecia
que al comparar la respuesta motora del utero
frente al decocto de N. officinale mas oxitocina
y oxitocina mas decocto de N. officinale la mejor
respuesta da a favor de N. officinale mas
oxitocina, indicandonos que los receptores no
tradicionales sensibles a N. officinale tienen
mejor actividad motriz que los receptores
oxitocicos, aunque en los tres grupos de la Tabla
1 predomina una respuesta contractili mayor
frente al N. officinale, pero que dichas
diferencias analizadas estadisticamente no
tienen significancia.

Al observar la Tabla 2, donde se dan las
respuestas contractiles del utero de R. rattus
var. albinus, tratadas con estrogenos, se aprecia
en el grupo A, que la mayor respuesta entre el
basaly el decocto de N. officinale, esta frente al
decocto, luego en el Grupo B, al comparar la
respuesta entre decocto de Nasturtium officinale
y oxitocina, la mejor respuesta se da a favor de
N. officinale y en el grupo C al comparar decocto
de N. officinale mas oxitocina con la respuesta
oxitocina mas decocto de N. officinale, se
evidencia que la mayor respuesta esta a favor
cuando el utero se estimula primero con decocto
de N. officinale mas oxitocina. Al efectuar el
analisis estadistico, solo es significativo el grupo
A. Dicha respuesta puede ser atribuible a la
activacion de los receptores no tradicionales
sensibles a los componentes fitoquimicos de N.
officinale, para una mejor comprensién
recordamos que los receptores son proteinas
que se hallan adheridas a la membrana pero
nunca existe igual nimero de receptores en un
tejido en un momento dado, pues estan
sintetizando y catabolizando continuamente y
este numero variard de acuerdo al estado
metabdlico y a la sensibilizacion hormonal de la
célula®. Asimismo se conoce que los estrogenos
en el utero inducen crecimiento del miometrio y
el endometrio, con aumento de la masa
muscular, es decir de los elementos contractiles
de actina y miosina, al mismo tiempo la
produccion de nutrientes macroérgicos como el
adenosin trifosfato, como también de iones
inorganicos de calcio * * *. También cabe la
posibilidad de que los principios activos del
decocto de N. officinale posean acciones
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oxitécicas y actuen estimulando en receptores
activos de la oxitocina, ya que tales receptores
se encontrarian en mayor numero en utero
tratado con estrogenos > " * *  La alta
significancia encontrada al comparar la
respuesta contractil del basal y frente al decocto
de N. officinale, o sea el aumento en amplitud
de larespuesta contractil, es una caracteristica
del efecto oxitdécico, cuando el utero esta
sometido a dosis elevadas de estrogenos > “*" %,
Esta hormona esteroidea penetra en sus células
diana por difusion, formando un complejo
activado que presenta una particular afinidad
por varios sitios de fijacion en el nucleo, esta
fijacion parece modificar la expresion genética,
ya que probablemente, los sitios aceptores se
encuentran en secuencias de ADN, cuya
transcripcion ha de ser inducido por la hormona.
Entre los efectos resultantes de las
interacciones esteroide - receptor se encuentra
la transcripcion del ARN,, precursor, su
procesamiento y traslacion a proteinas
especificas que modifican la funcion, la sintesis
y la diferenciacion de las células *'.

Al apreciar la Tabla 3, y las variaciones
grupales de respuesta contractil del utero de
ratas tratadas con progesterona se observa en
el A, al comparar la respuesta basal frente a la
respuesta con el decocto de N. officinale, es
mayor la amplitud a favor de decocto de N.
officinale. En el grupo B, al comparar la
respuesta motora del decocto de N. officinale y
el de la oxitocina, la diferencia se orienta a favor
de N. officinale y en el grupo C, al comparar la
respuesta del decocto de N. officinale mas
oxitocina y oxitocina mas decocto de N.
officinale, la respuesta mayor la tiene cuando se
agrega al bafo de drganos aislados primero
decocto de N. officinale y luego oxitocina, de tal
manera que en todos los grupos la mayor
respuesta uterina esta a favor del decocto de N.
officinale, aunque hecho el analisis estadistico
no hay diferencia significativa. Esta respuesta
se deberia a la utilizacion de receptores no
tradicionales que culminarian en contraccion
uterina, pues como se conoce el efecto de la
progesterona sobre el utero es la de producir
hiperpolarizacién de la membrana variando el
potencial de -60mV a -90mV de modo que
disminuye la actividad espontanea, mas tarde
también se establece que disminuye la
permeabilidad al calcio y hoy se reporta que
inhibe la entrada y salida del potasio, alterando
el intercambio de Ca”/K’, y como es de
conocimiento la labor del ion K, es responsable
de la repolarizacion de la membrana en el
proceso contractil 7, .

Al revisar la Tabla 4, y observar las
respuestas del Utero tratado con estrogenos

mas progesterona juntos, tenemos que en el
grupo A, al comparar el basal y decocto de N.
officinale, la respuesta es favorable a N.
officinale; en el grupo B, al comparar decocto de
N. officinale mas oxitocina, la mayor respuesta
esta a favor de N. officinale y en el grupo C, al
comparar la combinaciéon del decocto de N.
officinale mas oxitocina y oxitocina mas decocto
de N. officinale también la mayor respuesta la
tiene cuando el utero es estimulado por N.
officinale mas oxitocina, siendo las diferencias
estadisticamente significativas, excepto en el
grupo C. La experiencia nos indica que aun
cuando el utero, esta bajo la influencia de los
estrogenos y la progesterona la respuesta
motora prevalece en funcién de los estrogenos,
es decir la no logra disminuir en términos
estadisticos las respuestas contractiles *.

En base al esquema experimental, se trabajé
las respuestas uterinas en etapas o fases:
basal, frente al decocto de Nasturtium officinale,
frente a oxitocina, frente al decocto de N.
officinale mas oxitocina y la fase oxitocina mas
decocto de N. officinale. En la Tabla 5, se
aprecian los valores de respuesta uterina de en
términos de amplitud valorados en milimetros,
en la fase basal de todos los grupos trabajados,
la mejor respuesta motriz, la di6 el grupo tratado
con estrogenos, seguido el grupo tratado con
estrogenos mas progesterona, ambas
diferencias estadisticamente significativas. Esta
respuesta se deberia a las acciones que tienen
los estrogenos sobre el miometrio uterino ya que
en ausencia de estrogenos el musculo uterino
disminuye su poder de respuesta contractil, en
cambio cuando esta sensibilizado con esta fase,
se contrae con regularidad y mayor fuerza y
sensible alas drogas oxitécicas “.

En la Tabla 6, se aprecia las respuestas del
utero en la fase N. officinale en el control y los
grupos problemas, en la que se aprecia que la
mayor respuesta la tiene frente al decocto de N.
officinale el grupo tratado con estrégenos y
dicha diferencia es estadisticamente
significativa. Esta respuesta se deberia a la
accion estimulante del decocto de N. officinale
sobre los receptores oxitécicos y los receptores
no tradicionales que permiten una alta
respuesta motora. Asimismo al comparar las
respuestas del grupo control y el grupo tratado
con estrogenos mas progesterona, hay
diferencia estadisticamente significativa. Esta
respuesta se deberia a la sensibilizacion del
Utero conlos estrégenos *.

En la Tabla 7, se reportan los datos de los
valores de respuesta motora de la fase
oxitocina, en la que a la rata la mejor respuesta
motora la tiene el Utero tratado con estrogenos
porque al compararlos con el control hay
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diferencia estadisticamente significativa; del
mismo modo al comparar en la fase oxitocina, la
respuesta del control vs progesterona y control
vs estrogenos mas progesterona, en ambos
existe diferencia estadisticamente significativa.
Estos hallazgos se deberian a la accién
estimulante de la oxitocina sobre dichos
receptores que estan funcionalmente acoplados
ala proteina G,,, que estimula la actividad de la
fosfolipasa C, la cual estimula la liberacion de
calcio, desde niveles intracelulares, ademas de
la ocupacion de receptores, produce la
activacion inducida por despolarizacion de una
mayor disponibilidad del calcio a los elementos
contractiles de actina - miosina y con ello genera
amplitud en la contraccién muscular uterina %,

En la Tabla 8, se aprecian las respuestas
motoras del uUtero frente al decocto de N.
officinale mas oxitocina tanto en el control y los
subgrupos problemas, en la que la maxima
respuesta la tiene el utero de las ratas tratadas
con estrogenos y al comparar el control y el
grupo tratado con estrégenos se alcanza una
diferencia de alta significancia. Este hallazgo
comprobaria de que los constituyentes
fitoquimicos del decocto de N. officinale
estimularian los receptores aumentados por la
sensibilizacion estrogénica y ademas estarian
actuando los receptores no tradicionales y
generando una mayor amplitud en la respuesta
musculotrépica """,

En la Tabla 9, al observar las respuestas
motoras del Utero de rata y el grupo problema
frente al control, nos da diferencia de alta
significancia frente al grupo tratado con
estrogenos, con significancia estadistica al
grupo tratado con progesterona y alta
significancia con el grupo tratados con
estrogenos mas progesterona. Estas
respuestas demostrarian en la fase Oxitocina
mas N. officinale los Uteros con mayor amplitud
corresponden al tratado con estrogenos, y
también al de la asociacion estrogenos mas
progesterona, ya que su respuesta obedeceria a
la accién estrogénica®’.

Finalmente, las respuestas contractiles
encontradas en el kimografo fueron comparadas
con el basal, con las de oxitocina y con las fases
pre-oxitocina y post-oxitocina, encontrandose
accion musculotrépico uterina en R. rattus var.
albinus, inclusive mayor frente a oxitocina; y
éstas respuestas son dependientes del estado
hormonal de larata en tratamiento.

CONCLUSIONES
« El decocto de N. officinale “berro”, tiene

efecto musculotrépico en utero de R. rattus
var. albinus.

10.

11.

12.

13.

14.

15.
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La respuesta contractil del musculo uterino
frente al decocto de N. officinale es mayor
que frente a la oxitocina.

El efecto inducido por N. officinale depende
del estado hormonal del utero.
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Hongos causantes de enfermedades de postcosecha en
Lactuca sativa var. capitata L. “lechuga”, procedentes de
zonas de distribucién del distrito Trujillo, Peru.

Fungi causing postharvest diseases in Lactuca sativa var. capitata
L. "lettuce" from distribution areas of the district Trujillo, Peru

Rodriguez-Lacherre, Manuel'.

RESUMEN

Se determinaron los hongos mas frecuentes causantes de enfermedades de post cosecha
en las hojas comestibles de Lactuca sativa var. capitata L. “lechuga”, procedentes de las zonas
de distribucién del distrito de Truijillo, mercados la “Hermelinda” e “Indoamericano”, utilizando
264 plantas enfermas atacadas por hongos, en el periodo comprendido entre Enero a
Diciembre de 2008. Se realizaron aislamientos, monocultivos y microcultivos de las especies
patégenas en medios de cultivo Agar Sabouraud Dextrosa y Agar Lima Bean para efectuar
observaciones macro y microscépicas de las estructuras fungicas, previa coloracion con Azul
deAmann.

Las especies determinadas fueron las siguientes: Bremia lactucae Regel, Botrytis cinerea
Pers. ex Fr., Erysiphe cichoracearum D.C., Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)D' By, Cercospora
longissima Sac.y Septoria lactucae Pass.

Palabras clave: Hongos, enfermedades de postcosecha, Lactuca sativa var. capitata L.
“lechuga”.

ABSTRACT

The most frecuent patogenic fungi attacking to vegetables post crop of Lactuca sativa var.
capitata L. “lechuga” determined from zones of distribution of the Trujillo district, Peru; between
January to December 2008. Samples of the fungi were taken from sick vegetables and cultures
were made on Agar Sabouraud Dextrosa and Agar Bean Lima medium. Fixation and mounting
were made with Amann blue. The isolated fungi were: Bremia lactucae Regel, Botrytis cinerea
Pers. ex Fr., Erysiphe cichoracearum D.C., Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)D' By, Cercospora
longissima Sac. y Septoria lactucae Pass.

Key words: Fungi, postharvest diseases, Lactuca sativa var. capitata L. "lettuce".

' Departamento de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de Trujillo. Trujillo-Perd.
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INTRODUCCION

Los hongos, son organismos heterotroficos
caracterizados por su amplio numero, que se
encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza, participando en la degradacion
progresiva de la materia organica y produciendo
enfermedades en los vegetales, animales y el
hombre'.

En América Latina como en el resto del
mundo, existen numerosos hongos que como
parasitos obligados o facultativos, constituyen la
causa de infecciones y enfermedades en las
plantas®®. En el Per(, el panorama es parecido,
contandose con una variedad de hongos que
atacan a hortalizas de plantas superiores de
interés econdmico, como Lactuca sativa var.
capitata L. “lechuga”, una planta herbacea anual
de gran importancia horticola y elevada
demanda; cuya parte comestible, las hojas
sésiles, se consumen en ensaladas. Es
ampliamente conocida y se cultiva casi en todos
los paises del mundo. El origen de la "lechuga"
es bastante antiguo, ya que existen pinturas que
representan a esta hortaliza en una tumba de
Egipto que data del afio 4,500 a.C. Procede
probablemente de Asia Menor. Es propia de
climas templados. El rango de temperatura para
su crecimiento y desarrollo es de 13° a 25° C,
siendo la 6ptima entre 16°y 22° C*.

En nuestro pais, la “lechuga” es considerada
como el principal cultivo horticola con respecto a
las demas Compuestas; toda la produccién de
esta hortaliza se destina al mercado nacional,
razoén por la que se encuentra durante todo el
ano.

La principal caracteristica de la parte
comestible de la “lechuga”, es su balance
adecuado de compuestos organicos e
inorganicos. Cada 100 gramos de parte
comestible de “lechuga” contienen 94.0% de
agua; 1.3 gr de proteinas; 3.5 g de
carbohidratos; 8.0 mgde Ca;25.0mgdeP; 1.4
mg de Fe; 264.0 mg de K; 18.0 mg de acido
ascorbico; 190.0 U.1. de vitamina A®.

La “lechuga”, por ser una planta de gran
importancia en el desarrollo econémico y social
de la agricultura a nivel mundial, y sobretodo en
la alimentacion de nuestro pais, justifica el
estudio de los hongos que le producen
deterioro. A pesar de la existencia de sistemas
de proteccion naturales, la conservacion de las
partes comestibles es limitada; asi también, las
causas de la alteracion son variadas. Ademas,
de los deterioros enzimaticos vy
desintegraciones, los hongos desempefian un
papel fundamental como causantes de
podredumbres®.

Las pérdidas de las plantas en especial las
hojas frescas de “lechuga” debidas a las

enfermedades de post cosecha, generalmente
son directas; porque, disminuyen la calidad y
cantidad de los productos afectados. Asimismo,
uno de los efectos mas importantes de los
ataques de hongos sobre la parte comestible de
las plantas de post cosecha, es la induccion a la
micotoxicosis; es decir, enfermedades de
animales y del hombre ocasionadas por el
consumo de alimentos invadidos por hongos
que producen sustancias toxicas denominadas
micotoxinas. La ingestion de alimentos que
contienen micotoxinas, pueden producir efectos
graves, tanto en el hombre como en animales.
En efecto, estas sustancias pueden causar
graves enfermedades hepaticas, renales, del
aparato circulatorio y de los d&rganos
hematopoyéticos; aun cuando, sean ingeridas
en dosis pequefas’.

En nuestro medio, no se ha reportado
trabajo alguno sobre hongos productores de
enfermedades de postcosecha en las hojas
comestibles de la "lechuga". Asimismo,
teniendo en cuenta el peligro potencial que
representa para la salud publica la accién de
estos hongos, como causantes de dafio y
productores de micotoxinas en la parte
comestible; es por ello, que se ha creido
conveniente realizar el presente trabajo, con la
finalidad de determinar que hongos causan
enfermedades de postcosecha en las hojas de
Lactuca sativa var. capitata L. “lechuga” en las
zonas de distribucion del distrito de Trujillo,
reduciendo su calidad comercial. Planteandose
como objetivos, determinar las especies
causantes de enfermedades de postcosecha en
las hojas comestibles de “lechuga”, determinar
la frecuencia de aislamiento de los hongos
causantes de estas enfermedades de
postcosecha en las hojas de ‘“lechuga”, vy
relacionar la presencia de dichos hongos con
cada unade las estaciones del afio.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se inici6 con la toma de la muestra
en las zonas de distribucion de las “cabezuelas”
cosechadas y almacenadas, ubicadas en los
sectores Norte, mercado “La Hermelinda” y Sur,
mercado “Indoamericano” (Sto. Dominguito),
del distrito de Trujillo. Las muestras fueron
tomadas en el periodo comprendido entre Enero
a Noviembre de 2008.

Los muestreos se realizaron en las primeras
horas de las mafanas; a razon, de 6 ejemplares
deteriorados por semana (3 x 2 dias). Se
analizaron un total de 264 “cabezuelas” de post
cosecha con biodeterioro pertenecientes a
Lactuca sativa var. capitata L. “lechuga”.

Latoma de las muestras se realizé buscando
aquellas “cabezuelas” que presentaban signos
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y sintomas de enfermedad fungica como:
necrosis, pudricion, presencia de esporas y
micelio, etc. Las “cabezuelas” fueron
transportadas en cajas de cartdn, que contenian
camas de algodon al Laboratorio de Micologia
de la Universidad Nacional de Trujillo, para su
andlisis mediante la diseccion directa de las
estructuras fungicas y su correspondiente
estudio microscoépico.

En ciertos casos, cuando la hoja
lesionada de la planta presentaba las
manifestaciones vitales del hongo (sintomas),
pero no mostraba externamente el desarrollo de
elementos fungicos (signos), se realizaron
cortes histoldgicos finos con navaja y micrétomo
de mano de las zonas afectadas del 6rgano,
buscando estructuras de los hongos patdgenos
como: apresorios, rizoides, haustorios, esporas,
micelio, capas fructiferas. El hallazgo de dichos
elementos confirmaba que la hortaliza estaba
infectada, y los cortes fueron fijados y
coloreados con azul de Amann. En otros casos,
cuando las estructuras fungicas eran visibles
externamente se extrajo parte de éstas,
procediéndose a su coloracion y fijacion como
en el caso anterior.

Otra parte de la hoja infectada fue
sembrada en Agar Sabouraud Dextrosa y Agar
Lima Bean, distribuidos en tubos de ensayo y
placas Petri, con el objeto de obtener
monocultivos fungicos. Previamente al
sembrado, con la finalidad de eliminar posibles
contaminantes, los érganos se lavaron con
hipoclorito de sodio (lejia) diluido al 0.5 - 1.0%,
durante un minuto y se enjuagaron en agua
estéril; luego, se procedid a cortar pequenas
porciones (aprox. 9 mm?’) de la parte afectada,
las que se sembraron en placas Petri y tubos de
ensayo que contenian medio de cultivo, y fueron
incubados a temperatura ambiente®.

Seguidamente se realizaron
microcultivos, inoculando las estructuras
fungicas (esporas, hifas o micelio) procedentes
de los monocultivos o de las colonias aisladas
en bloques de agar Sabouraud dextrosa y agar
Limabean de 1 cm’de areayde 1 mmde altura,
dispuestos cada uno sobre una lamina
portaobjeto y cubiertos con una laminilla cubre
objeto. Las laminas con microcultivos
sembrados fueron colocadas dentro de una

camara humeda estéril, consistente en una
placa Petri conteniendo un soporte de vidrio en
“v” sobre una capa de gasa humedecida con
agua. Luego, los microcultivos fueron incubados
en condiciones ambientales, realizandose
controles diarios que consistieron en
observaciones macro y microscopicas de las
estructuras fungicas caracteristicas. Cabe
sefalar, que todo este proceso se realizé bajo
condiciones de asepsia. Cuando el crecimiento
de la especie habia llegado a su madurez; es
decir, habia esporulacion, se procedid a su
fijaciony coloracion con azul de Amann.

Las caracteristicas obtenidas tanto de los
monocultivos como de los microcultivos,
sirvieron de base para la determinacion de la
especie de hongo causante de enfermedad de
postcosecha, empleando las claves
taxondmicas hechas por especialistas en

9,10

fitopatologia™ .
RESULTADOS

De las 264 “cabezuelas” de plantas
recolectadas con biodeterioro en las dos zonas
de distribucion del distrito de Truijillo, se aislaron
6 especies fungicas causantes de
enfermedades de postcosecha en la hortalizas
en estudio, con diferentes grados de
aislamiento; como se observa, en la Tabla1.

Al analizar la frecuencia de aislamiento de
las especies determinadas en las “cabezuelas”
recolectadas de Lactuca sativa var. capitata L.
“lechuga”, se hall6 que Botrytis cinerea,
Sclerotinia sclerotiorum y Erysiphe
cichoracearum, fueron los hongos mas
frecuentes con 37.05, 20.52 y 16.93%
respectivamente; en cambio, Bremia lactucae y
Septoria latucae, fueron los menos frecuentes
con7.57y4.18%, respectivamente (Tabla 1).

Asi mismo, se observé que las diferentes
especies causantes de enfermedades de
postcosecha en hojas de "lechuga", hicieron su
aparicion en determinadas estaciones del ano,
por 3 a 5 meses; Botrytis cinerea, Sclerotinia
sclerotiorum y Erysiphe cichoracearum en las
estaciones de otofo-invierno, Cercospora
longissima y Bremia lactucae en las estaciones
de primavera-verano, y Septoria lactucae en la
estacion de invierno; como se observa en la
Tabla 2.
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TABLA 1: Frecuencia de aislamiento de hongos causantes de enfermedades de postcosecha en
plantas de L. sativavar. capitata L. “lechuga”, en zonas de distribucion de Truijillo, Peru.

Frecuencia de aislamiento

Hongos Y%
Botrytis cinerea 37,05
Sclerotinia sclerotiorum 20,52
Erysiphe cichoracearum 16,93
Cercospora longissima 13,75
Bremia lactucae 7,57
Septoria lactucae 4,18

Fuente: Datos obtenidos en trabajo de laboratorio y de gabinete.

TABLA 2: Presencia de hongos causantes de enfermedades de postcosechaenL. sativa var. capitata L.
“lechuga”, en zonas de distribucién del distrito Trujillo, Pert, de enero a noviembre del 2008.

Meses

Hongos fitopatdgenos Ene  Feb  Mar  Abr Jun  Jul  Ago Set Oct Nov
Botrytis cinerea - - - H29) +(36)  +(41)  +(48)  +(33) - -
Sclerotinia sclerotiorum - H25)  H23)  +21)  +(19)  +(15) - -
Erysiphe cichoracearum - HH) 1) 20 +H23) (1) - -
Cercospora longissima +15)  +(14) +20) - - - - - +@8) +(12)
+(6) +9)

Bremia lactucae +11) +12) +(10)
Septoria lactucae - - .

o - -

El signo +: indica presencia, el signo - : indica ausencia.

*N° de aislamientos.

DISCUSION

Segun las observaciones realizadas, las
manifestaciones de enfermedades causadas
por hongos en las plantas de postcosecha
almacenadas de L. sativa var. capitata L.
“lechuga” en estudio, fueron evidentes. Esto se
deberia a que el medio ambiente donde se
almacenan las plantas contiene un alto
porcentaje de humedad, Optimo para el
desarrollo de estos hongos patégenos.

La mayor frecuencia de aislamiento de las
especies Botrytis cinerea y Sclerotinia
sclerotiorum en plantas de postcosecha, se
deberia a su amplia distribucion de estos
hongos; concordando, con lo que sostiene al
respecto otros investigadores”'.

La infeccidn a las plantas de postcosecha
era frecuentemente a través de lesiones de los
tejidos protectores naturales; como por ejemplo,
la cuticula de la epidermis, facilitando la
penetracion del hongo hacia el interior de los
mismos, favoreciendo su alteracién en mayor o
menor profundidad, siendo los causantes de
dichas lesiones, la accién en campo, los
insectos, cortes, golpes y en general cualquier
agente traumatizante. Asimismo, otros
investigadores refieren que la causa alterante
ya puede existir en la planta antes de su
recoleccion, a pesar de no manifestarse mas
que durante su almacenamiento™.

En lo que se refiere a Botrytis cinerea “moho
gris”, es una de las especies que se encontr6 en
las hojas frescas de postcosecha, ocasionando
un tipo de biodeterioro denominado

“podredumbre gris”; coincidiendo, con lo que
refieren otros investigadores, quienes afirman
que es un parasito vigoroso, y que no existen
frutos ni hortalizas frescos de tejidos blandos
que no sean atacados por este hongo cuando
son almacenados, siendo su desarrollo
favorecido por la elevada humedad y el calor del
almacenamiento™.

Con respecto a Sclerotinia sclerotiorum
encontrado como hongo de almacén, ataca
directamente a las plantas ocasionando
pérdidas considerables en la produccion,
causadas por la “pudricion” de las hojas frescas
de las plantas almacenadas, su presencia es
favorecida por la alta humedad ambiental y baja
temperatura; coincidiendo, con lo sefalado por
algunos investigadores™.

En cuanto a Erysiphe cichoracearum que
produce la enfermedad denominada “oidio”,
ocasionando el caracteristico desarrollo de un
polvillo blanco cenizo en las hojas mas viejas, en
condiciones ambientales de baja temperatura 'y
alta humedad, coincidiendo al respecto con
otros investigadores, quienes afirman que una
de las razones por la que generalmente se
infecta la planta, es la cierta cantidad de
humedad y los nutrientes presentes en ella,
necesarios para su desarrollo™.

Con respecto a Bremia lactucae, su
crecimiento es favorecida por condiciones de
temperaturas de 20° C y nocturnas de 10° C, y
con alta humedad ambiental. La presencia de
agua libre es esencial para el inicio de la
infeccion; coincidiendo, con lo que sefialado por
otros investigadores"™.
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De igual manera, en lo que se relaciona con
Cercospora longissima, su presencia es
favorecida por temperaturas y humedad relativa
altas; concordando, con lo que sostienen otros
autores™.

Asi mismo, se observo que las especies de
hongos causantes de enfermedades de
postcosecha se encontraron en algunos meses
del afio, esto se debe a los factores ambientales
presentes en cada estacion, como las
caracteristicas climaticas (tiempo atmosférico)
existentes en nuestra zona por la presencia del
Proyecto CHAVIMOCHIC, que favorecen el
crecimiento de ciertas especies de hongos
causantes de enfermedades e impiden el
desarrollo de otras; coincidiendo, con lo que
refieren al respecto otros investigadores”.

Cabe sefialar que, segun las observaciones
realizadas en las zonas de muestreo, un buen
numero de hongos que atacan a las plantas de
postcosecha investigadas, causan perjuicio
economico para el agricultor y el comerciante,
quienes limitados econdmicamente no pueden
adquirir los fungicidas necesarios para el
cuidado de sus productos almacenados
temporalmente.

CONCLUSIONES

- Las especies de hongos causantes de
enfermedades de postcosecha en las
“cabezuelas” de plantas de L. sativa var.
capitata L. “lechuga”, procedentes de zonas
de distribucion del distrito Trujillo, Peru;
fueron las siguientes: Bremia lactucae
Regel, Botrytis cinerea Pers. ex Fr., Erysiphe
cichoracearum D.C., Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.)D' By, Cercospora
longissima Sac. y Septoria lactucae Pass.

- Lafrecuencia de aislamiento de las especies
determinadas en las “cabezuelas”
recolectadas de Lactuca sativa var. capitata
L. “lechuga”, indicd que Botrytis cinerea,
Sclerotinia sclerotiorum. y Erysiphe
cichoracearum, fueron los hongos mas
frecuentes con 37.05, 20.52 y 16.93%
respectivamente; en cambio, Bremia
lactucae y Septoria latucae, fueron los
menos frecuentes con 7.57 y 4.18%,
respectivamente.

» Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum y
Erysiphe cichoracearum estuvieron
presentes en las estaciones de otono-
invierno, Cercospora longissima y Bremia
lactucae en las estaciones de primavera-
verano, y Septoria lactucae en la estacion
deinvierno.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Alexopoulos, C. & Ch. Mims. Introduccién a

la Micologia. Edit. Omega S.A. Barcelona -
Espana. 1985.

2. Agrios, G. Fitopatologia. 3°. ed. Edit.
Limusa S.A. México. 2004.

3. Finch, H. & A. Finch. Los hongos comunes
que atacan cultivos en América Latina. 2°.
ed. Edit. Trillas. México. 1990.

4. Valadez, A. Produccion de hortalizas. Edit.
Limusa S.A., México D.F. 1996.

5. Collazos, C. Tablas peruanas de
composiciéon de alimentos. Edit. del
Ministerio de Agricultura. Lima-Perua. 1996.

6. Miller, G. Microbiologia de los alimentos
vegetales. Edit Acribia S.A. Zaragoza-
Espana. 1985.

7. Mossel, D. & B. Moreno. Microbiologia de
los alimentos. 2°. ed. Acribia S.A. Zaragoza
- Espafa. 1982.

8. Echandi, E. Manual de Laboratorio de
Fitopatologia General. Edit. Herrero Hnos.
Sucesos S.A. México, D.F. 1971.

9. Barnett, H. and B. Hunter. lllustrated
Genera of Imperfect Fungi. 4°. edic. Edit.
Burgess Publishing Co. Minneapolis-
EE.UU. 1998.

10. Gilman, J. Manual de los Hongos del Suelo.
3°. Edic. Edit. Continental, S.A. México,
D.F.1983.

11. Jauch, C. Patologia Vegetal. 2°. ed. Edit.
Ateneo. Buenos. Aires. Argentina. 1979.

12. Deacon, J. Introduccién a la Micologia
Moderna. Edit. Limusa S.A. México D.F.
1990.

13. Pariona, D.; C. Higaonna; B. Matos.
Enfermedades en hortalizas. Edit. Instituto
Nacional de Investigacion Agraria.
Direccion General de Investigacion
Agraria. Lima-Peru. 2001.

14. Llacer, G.; M. Lépez; A. Trapero; A. Bello.
Patologia Vegetal. 2°. Edic. Edit. Grupo
Mundi-Prensa, S.A. de C.V. México D.F.
2000.

15. Garcia-Alvarez, M. Patologia Vegetal
Practica. Edit. Limusa S.A. México. 1979.

16. Yamaguchi, M. World Vegetables.
Principles Production and Nutritive Values.
AVI Publishing Co. Inc. Wesport,
Connecticut. U.S.A. 1983.

17. Sarasola, A. & M. Roca. Fitopatologia.
Micosis. Tomo Il. Edit. Hemisferio Sur.
BuenosAires -Argentina. 1975.

Correspondencia:

Manuel Roberto Rodriguez Lacherre.
Direccion:

Francisco Xandoval 114. Urb. Palermo-Trujillo
Teléfono:

247236 949251825

E-mail

rola_rob10@hotmail.com

=71 -



SCIENDO 13(2):72-79, 2010 Articulo Original

Antigenos de excrecidén-secrecion de las formas adultas de
Toxocara canis detectados por Western Blot utilizando
anticuerpos especificos producidos en conejo

Excretory-secretory antigens of Toxocara canis adult parasites detected by Western
blot using specific antibodies produced in rabbits

Chuyo-Zavaleta, Mirtha; Jara-Campos, César.

RESUMEN

Se determind alos antigenos de excrecion-secrecion (AE/S) de la formas adultas de Toxocara
canis mediante la técnica de “Western blot” utilizando anticuerpos especificos producidos en
conejo, Oryctolagus cuniculus, raza Neozelandesa inmunizado experimentalmente. Paraello,
formas adultas vivas de T. canis fueron recolectadas del intestino delgado de cachorros de
Canis familiaris infectados naturalmente, lavadas con PBS y cultivadas en medio minimo
esencial (Minium Essential Media —-MEM Eagle- BioRad) durante 18, 20, 22 y 24 horas para
obtener los productos de excrecion-secrecion que contengan a los antigenos. Los anticuerpos
especificos, por su parte, fueron obtenidos en los conejos por inoculacion, via subcuténea, de
101.0 ug/mL de productos excretados-secretados obtenidos a las 18, 22 y 24 horas de cultivo,
segun esquemas previamente establecidos.

Mediante la técnica de “Western blot”, se detectaron cinco bandas antigénicas
inmunodominantes cuyos pesos moleculares, en Kilodaltons (KDa), fueron: 79.4, 70.8, 32.1,
31.6y 28.2 kDa, de los cuales las tres ultimas han sido también halladas en las larvas
infectivas, porlo que podrian utilizarse en el diagndstico de la toxocarosis humana.

Palabras clave: Toxocara canis, Western blot, antigenos de excecion-secrecion, Canis
familiaris

ABSTRACT

Excretory-secretory antigens of adult specimen of Toxocara canis by an
electroimmunoblotting Western blot technique using specific antibodies obtained in rabbit,
Oryctolagus cuniculus Neozelandes strain, immunized experimentally were determined. For
this, live specimens of T. canis were collected from gut of puppies naturally infected, washed with
PBS and cultured in Essential Minimum Media (Eagle-BioRad) during 18, 20, 22, and 24 hours
with the purpose to obtained excretory-secretory products. Specific antibodies, on the other
hand, were obtained in rabbit specimens by inoculation, subcutaneously utilizing schemes
previously proposed, of 101.0ug/mL excretory-secretory products. By a Western blot technique
were detected five immunodominant immunoreactive bands: 79.4, 70.8, 32.1, 31.6 and 28.2
kDa. Of them, the three last ones were found previously in T canis-infective larvae too and so
should be employed in the human toxocarosis Westen blot diagnosis

Key words: Toxocara canis, Western blot, excretory-secretory, Canis familiaris
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INTRODUCCION

La toxocariosis es una infeccién zoondtica
causada por los nematodos ascaridos Toxocara
canis y T. cati que rutinariamente infectan a
perros y gatos en todo el mundo. En el humano,
cuando los huevos infectivos de estos
nematodos son accidentalmente ingeridos la
larva eclosiona en el intestino y migra a través
de drganos, de preferencia al higado y a los
ojos, y produce las dos clasicas formas de la
enfermedad: la larva migrans visceral y la larva
migrans ocular'?.

La larva migrans visceral se caracteriza por la
presencia de manifestaciones croénicas, con
dolor abdominal, compromiso hepatico,
diversos signos de alergia e hipereosincfilia; la
ocular, en cambio, se presenta clinicamente
como una uveitis o una papilitis dptica’. La
toxocariosis humana es una zoonosis donde es
frecuente la geofagia y la falta de practicas de
higiene; la severidad cronica depende del
numero de huevos infectivos ingeridos y de la
frecuencia de reinfecciones*®

Mas complejo que el de otros nematodos, el
ciclo de vida de T .canis incluye la parasitacion
del intestino de perros y gatos por las formas
adultas, la contaminacion del medio ambiente
por los huevos y la migracion y enquistamiento
de las L2/L3 en los tejidos de diferentes
especies de hospederos incluyendo el hombre,
en quien produce los sindromes ya
sefialados®’®).

La prevalencia de la toxocarosis es elevada en
paises tropicales y en vias de desarrollo y se
asocian generalmente con poblaciones de
niveles socioeconémicos bajos™ En el Pert
existen pocos registros los cuales indican
frecuencias de 7.8 a 20% en poblaciones rurales
y 40% en individuos con sospecha de
toxocarosis ocular'®™ "5

El diagndstico clinico de la infeccion humana
por T. canis resulta dificultoso debido a que la
sintomatologia es inespecifica y similar a la de
otras patologias y, asimismo, el diagndstico
coprologico directo rutinario resulta
impracticable porque los huevos no se
encuentran en las heces. Entonces, la deteccion
de anticuerpos en sangre u otros fluidos
biolégicos adquiere gran importancia como
herramienta diagnostica. Para este caso la
técnica de ELISA en sus diversas variantes ha
sido la mas utilizada”"™"; sin embargo, la
tendencia actual es el uso de técnicas mas
especificas, tales como, la de
Electroinmunotransferencia o “Western blot”**
yelPCR”.

La técnica de “Western Blot” es basicamente
un proceso cualitativo que combina la
selectividad de la electroforesis en gel de
poliacrilamida con la sensibilidad del
inmunoensayo, convirtiéndose en una prueba
de alta sensibilidad y especificidad”. Es en las

enfermedades causadas por cestodos en las
que esta técnica ha tenido mas éxito,
probablemente porque en este grupo se hallan
la cisticercosis y la hidatidosis, dos dolencias
graves en el humano®?*; sin embargo, algunas
enfermedades causadas por nematodos, como
la ascariasis®, la ancilostomiasis®, la
estrongiloidiasis® y la toxocarosis también han
sido estudiadas mediante la técnica de Western
blot.

Respecto del diagndstico de la toxocariosis
utilizando la técnica de Western blot, se tiene
referencia de trabajos ejecutados mayormente
con antigenos obtenidos de la larvainfectiva. En
efecto, Jara’ detecté cuatro bandas
inmunodominantes (200, 48, 43 y 25 KDa) al
enfrentar a los antigenos de excrecion-
secrecion y somaticos con sueros de cachorros
de perro positivos a la parasitacion por las
formas adultas de T. canis; posteriormente,
Ramirez®, Castro-Sesquén® y Roldan vy
Espinoza® al utilizar a los antigenos de
excrecion-secrecion, luego que se determinara
que tienen mayor utilidad diagndstica
comparada con los antigenos somaticos,
hallaron bandas inmureactivas de pesos
semejantes, cuando los enfrentaron a sueros
obtenidos en conejo inmunizado
experimentalmente y de humanos con serologia
positivaaT. canis

Sin embargo, la obtencion de antigenos de las
formas larvarias requiere de: (i) el aislamiento
de las hembras gravidas, (ii) la separacion de
huevos de las ultimas porciones de sus uteros,
(iii) la embrionacioén por periodos no menores a
un mes en soluciones de formol al 2% o de
solucion salina fisiologica con lavados diarios,
(iv) el decorticado de los huevos con hipoclorito
de sodio y posterior liberacion de las larvas y (v)
lavado repetido de las larvas a fin de que no
hayan bacterias ni restos de cascarones que
induzcan a la obtencion de resultados erréneos.
Entonces, teniendo en cuenta lo laborioso que
resulta este proceso y que ademas tienen que
obtenerse miles de larvas vivas para obtener
productos de excrecion-secrecion suficientes
como para ejecutar el Western blot o el ELISA,
resulta necesario buscar nuevas fuentes de
antigeno y en mayores cantidades, en menor
tiempo y con menos esfuerzo. Una de esas
fuentes son las formas adultas que se
encuentran con frecuencia en cachorros y en
grandes cantidades, como lo afirman Hassanain
et al' quienes investigaron la utilidad de los
antigenos somaticos.

En el presente trabajo se utiliza la técnica de
Western blot utilizando anticuerpos especificos
obtenidos en conejo, Oryctolagus cuniculus,
para determinar los antigenos de
excrecion/secrecion de las formas adultas de
Toxocara canis y se compran con aquellos
obtenidas de las larvas
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MATERIAL Y METODOS

Material bioloégico:

- 50 ejemplares adultos de T. canis
obtenidos de Canis familiares “perro”
infectados de dos a tres meses de edad,
para la obtencién de antigenos de
excrecion/secrecion.

« 02 ejemplares de Oryctolagus cuniculus
“‘conejo” de raza Nueva Zelanda de tres
semanas de edad y de un peso promedio
de 1.5 kg obtenidos de la Universidad
Nacional Agraria La Molina, para lograr la
produccion de anticuerpos como respuesta
a la inmunizacion de los antigenos de
excrecion/secrecionde T. canis adultos.

Antigenos

Del intestino delgado de cinco cachorros de
perro obtenidos en el “Mercado Mayorista” de la
ciudad de Trujillo, Peru, naturalmente infectados
con T. canis se recolectaron 50 ejemplares
adultos, de los cuales se utilizaron 40 los que
fueron lavados cuatro veces con PBS pH 7.2
estéril adicionandose penicilinay gentamicina
para su desinfeccion.

Los ejemplares adultos, una vez
desinfectados, fueron colocados en cada placa
petri (ocho parasitos en cinco placas)
conteniendo medio minimo esencial -Minium
Essential Media-Eagle, (Sigma, MEM) e
incubados durante 18, 22 y 24 horas, a fin de
obtener los productos de excrecion-secrecion™.

Transcurridos los tiempos de incubacion, los
parasitos fueron descartados y el medio fue
centrifugadoa 1500 rpm, por 5 minutos, del cual
fue separado en viales el sobrenadante que
contenia a los productos excretados secretados
del parasito, los que fueron conservados a -20
°C, hasta su uso. La concentracion de proteinas
se determind por el método colorimétrico de
Bradford™®
Anticuerpos

Con los productos excretados-secretados se
inmunizo, por via subcutanea, a cada conejo en
cada una de las caras internas de las patas
posteriores utilizando 1 mL mezclado (v/v) con 1
mL de adyuvante completo de Freund en la
primera inmunizaciéon y con Adyuvante
incompleto en las tres restantes
inmunizaciones, a intervalos de una semana
entre cada inmunizacion. A los siete dias
posteriores a la ultima inmunizacion se obtuvo
por puncion cardiaca 20mL de sangre de los
conejos, la cual se centrifugé a 3000 rpm por 15
minutos para obtener el suero, que también fue
conservado a -20°C hasta el momento de su
procesamiento” .

Latécnica de Western Blot:
La preparacion de los antigenos, su

separacion e identificacion se realizd de

acuerdo a lo propuesto por Escalante et al*,

cuyas particularidades fueron las siguientes:

- Los antigenos de excrecion-secrecion
fueron tratados con 0.01 M de Tris- HCl a pH
8.0; 0.1% de azul de bromofenol; 1% de
dodecil sulfato de sodio (SDS),de glicerol,
para luego ser calentado a 65°C por 20
minutos, siendo la concentracion final del
antigeno a preparar de 0.025 ug/ul y 0.05
ug/ul.

- El gel de poliacrilamida fue preparado en
placa, entre dos laminas de vidrio separadas
por espaciadores de plastico. Cada gel
estuvo formado en la primera porcion por el
gel de apilamiento con una concentracion de
5 % de acrilamida, en este se elaboré los
pocillos donde se colocaron los patrones
moleculares y la mezcla de antigenos
preparados en una cantidad equivalente a 1
uL por mm de ancho de gel y la segunda
porcion por el gel separador con una
concentracion de 12 % de acrilamida.

- Los corridos fueron hechos en minigeles de 8
x 7 x 0.05 cm a la concentracion de 12% de
acrilamida. La electroforesis se llevd acabo a
20 mA (corriente constante) en el gel de
apilamiento y a 60 mA en el gel separador a
un voltaje de 200 V por 30 minutos
aproximadamente hasta que el colorante
trazador alcanzo6 el extremo inferior del gel.
En el corrido se incluy6é el marcador de bajo
peso molecular (Low Range Weigh
Standard; Bio Rad).

« Los componentes proteicos separados en
los geles de poliacrilamida fueron
transferidos al papel de nitrocelulosa en una
camara de electroforesis horizontal (Trans-
Blot Cell, BioRad) utilizando un buffer de
transferencia constituido por 0.2 M Tris-HCI
pH 8, 20% de metanol y agua destilada.

- Para realizar la electroforesis, el gel se unio
con el papel de nitrocelulosa, se cubrié con
papeles de filtro y esponjas que fueron
colocadas en un cassette especial, los
cuales fueron colocados en la camara de
transferencia, de tal modo que el gel se
encuentre cercano al polo negativo y el papel
de nitrocelulosa cerca al polo positivo. La
transferencia se realiz6 a 2 A por espacio de
1.5horasya4°C.

« El papel de nitrocelulosa con las proteinas
transferidas, se lavaron (4 veces) con
PBS/Twen-20 (0.1 M NaCl; 0.05 M Na,PO,,
pH7.2y0.35Twen-20)y dos veces con PBS.

- Se colocé 500 ul de solucion bloqueadora
(leche descremada) y 10 ul de los dos sueros
respectivos a cadatira

- Las tiras de nitrocelulosa fueron
enumeradas en orden progresivo y colocado
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en placas y tubos de ensayo
Mrespectivamente, los cuales fueron

incubados por una hora en agitacién
constante y atemperatura ambiente.

Se realizaron tres lavados con PBS Tween
20 cada 5 minutos cada uno en agitaciéon
constante.

Se colocé 500 uL de conjugado enzimatico
(Puried Goal Anti Rabit IgG Horseradish
Conjugae BioRad) por cada tira en PBS —
Tween 20, los cuales fueron mantenidos en
agitacion constante por una hora.

Se realizaron nuevos lavados con PBS
Tween 20 de 5 minutos cada una a
temperatura ambiente. Para revelar las
bandas antigénicas se agreg6 500 uL de la
solucion de sustrato, se detuvo la reaccion al
lavarlos con agua destilada.

Para la determinacion de los pesos
moleculares se utilizd como patron un
marcador de bajo peso molecular conocido
(SDS- PAGE Molecular Weight Standarts
Low Range). Se determiné el peso molecular
relativo de las bandas antigénicas
observadas de los antigenos de
excrecion—secrecion de lalarva de T. canis,
para ello se encontré la movilidad relativa
(RF) del marcador y de los antigenos en
estudio.

RESULTADOS

Las lecturas de las concentraciones de los
productos excretados-secretados de T. canis
usando el método de Bradford a las 18, 22y 24
horas fue de: 67.5, 101.0 68.0, 43.0 y de 64.0
ug/mL (Tabla 1), de los cuales el de mayor
concentracion fue usado en la inmunizacion de
los conejos

Luego de ejecutada la técnica de Western blot
se observaron bandas inmunoreactivas en
mayor numero Yy nitidez cuando se usaron los
productos obtenidos a las 24 horas de
incubacién, los cuales tenian una
concentracion optima de de 101.0 ug/mL (Fig.
1)

La deteccion de anticuerpos producidos en los
conejos inmunizados con  antigenos de
excrecion / secrecion de Toxocara canis a la
concentracion de 101.0 ug/mL realizados
mediante la técnica de “Western blot”, evidencio
la presencia de cinco bandas antigénicas
inmunodominantes cuyos pesos moleculares
fueron: 79.4 KDa, 70.8 kDa, 32.1 kDa, 31.6 kDa
y 28.2 kDa (Fig. 1)

Cuando se comparo con trabajos previos se
encontré coincidencias y diferencias, como se
muestraenlaTabla 2.

Tabla 1.- Valores de las concentraciones de proteinas obtenidas de cinco cultivos de de formas adultas de

T. canis*

*Las determinaciones se hicieron mediante la técnica de Bradford.

Caodigo Tiempo N° parasitos Temp (°C) Humedad [1]
(Horas) ug/mL
A 18 8 32 62 67.5
B 24 8 32 48 101.0
C 22 8 35 56 68.0
D 18 8 37 62 43.0
E 24 8 37 50 64.0

Tabla 2. Comparacién de las bandas reactivas de los antigenos de T. canis halladas con anterioridad con

las halladas en la presente investigacion

Forma Medio % SDS- Fuente de Bandas reactivas detectadas (KDa) Refe-
evolutiva cultivo PAGE 19G rencia
Larva 3 RPMI-1640 2-10 Suero humano 24, 28, 30, 35,132, 147, 200 Mag
Larva 3 RPMI-1640 2-55 Suero humano 29-35, 50-55, 97-116, 205 Nun
Larva 3 RPME1640 4---16 Suero humano 24, 28, 30, 35, 4856, 67, 117, 136, 152 Rol
Larva 3 MEM-Eage 3-12 Suero perro 25, 27, 34, 43, 48, 80, 200 Jar
Larva 3 RPME1640 3-10 Suero conejo 57 Id
Adulto RPMI-1640 4-12 Suero humano 19.3, 21.9, 30.5, 35.7, 40.7, 47 .4, 47 4, 80, Hus

85, 88
Adulto MEM-Eagle 3-12 Suero conejo 28.2,31.6,32.1,70.8,79.4
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DISCUSION

El desarrollo de pruebas de diagndstico
sensibles y especificas para demostrar la
presencia de anticuerpos en suero de pacientes
con sospecha de presentar toxocarosis es un
importante paso hacia el mejoramiento del
diagndstico™'**'.

Toxocara canis, es un parasito excepcional
entre los nematodos por su capacidad para
sobrevivir in vitro por mucho tiempo en las
formas adulta y larvaria. En efecto, se verificd en
la presente investigacion lo registrado en
comunicaciones anteriores”*** que en el medio
de cultivo, el parasito secreta abundantes
cantidades de glicoproteinas antigénicas, las
cuales, como se ha podido comprobar, tienen
gran valor para el inmunodiagnéstico. Esta
estabilidad in vitro, ha permitido colectar los
antigenos secretados (E/S) en cantidades
apreciables para analisis inmunologicos y
bioquimicos y el empleo de T. canis como
modelo de expresion antigénica en parasitos
nematodos

Se ha demostrado que el parasito utiliza sus
propias reservas enddgenas para mantener
sus procesos metabolicos esenciales, bajo
estas circunstancias, si el periodo de
sobrevivencia del parasito se prolonga, sus
productos de excrecion disminuyen
paulatinamente y pueden en algin momento
diferir de aquellos que resulten de un proceso
metabdlico in vitro, por eso resulta importante
determinar el tiempo apropiado de cultivo de
modo tal, que en pocas horas no se producen
suficiente cantidad como para ejecutar una
prueba de Western blot exitosa y, por el
contrario, si se prolonga demasiado los
parasitos mueren y las sustancias extraidas no
son necesariamente antigenos de excrecion-
secrecion'"**Se sabe que los antigenos de
excrecion-secrecion de las larvas son enzimas o
productos metabodlicos eliminados por el
parasito: entre ellos, (i) la aminopeptidasa, cuya
actividad esta implicada en el proceso de muda
y en la desintegracion de inmunoglobinas del
huésped localizadas alrededor del cuerpo del
parasito, (ii) las fosfatasas, que permiten el
desarrollo embrionario (clavaje y gastrulacion)
teniendo una elevada demanda energética y
tomando esta energia de las reservas de
glicogeno, (iii) la proteasa, que posee un factor
de invasividad necesaria para la penetracion y
migracion en el huésped, esto de deberia a que
esta enzima ayuda a que la larva se libere del
cascaron y proceda invadir los tejidos en el
huésped™”'"* Probablemente, algunas de estas
enzimas sean compartidas por los adultos, por
ello la similitud de las bandas en ambas formas
evolutivas, mediante la técnica de Western blot,
siguiendo un protocolo similar.

25,28,29

Al igual que en trabajos previos el cultivo
de parasitos en medio minimo esencial (MEM)
resulto exitoso y se pudo obtener proteinas que
son, en definitiva los productos excretados-
secretados cuando se cultivd por 24 horas
(101.0 mg/mL) suficiente como para ejecutar en
buena forma la técnica de Western blot. Sin
embargo, tales trabajos han sido ejecutados con
las larvas infectivas obtenidas directamente de
los huevos embrionados y esta es la primera
investigacion en la que se emplean formas
adultas. Logicamente, por el gran tamafio
respecto de las larvas, se emplean menor
cantidad (ocho ejemplares por placa), pero
suficiente como para obtener los productos
requeridos para ejecutar la técnica.

En un trabajo inicial, utilizando suero de
cachorros de perro positivos al parasitismo por
las formas adultas de T. canis, comprobado
mediante analisis coproldgicos, Jara” hallo 12
bandas reactivas de alto y bajo peso molecular,
dentro de las cuales estuvieron las bandas de 80
KDa, que bien puede ser la correspondiente a la
de 79.4 detectado en el presente estudio, la de
33 KDa semejante ala de 32.1, lade 31 de casi
el mismo peso que la de 31.6 y la de 27
concordante con la banda de 28.2 de las formas
adultas. Es de esperar que con el uso de suero
de perro la técnica de Western blot permita el
hallazgo de mayor nimero de bandas que con
suero de mamiferos diferentes, aunque la
concentracion de proteinas usadas para los
corridos y las concentraciones algo diferentes
del gel concentrador y gel difusor empleados
para el SDS-PAGE podrian estar influyendo en
el nimero de bandas y en los correspondientes
pesos de las bandas.

Ramirez-Zapata® obtuvo productos de
excrecion-secrecion de las larvas 3 de T. canis y
anticuerpos contra esos productos en conejo
neocelandés, siguiendo la metodologia utilizada
en otros helmintos parasitos del hombre*.
Luego de ejecutada la técnica de Western blot, y
usando dichos productos sin tratar con
dithiotreithol (DTT), obtuvo cinco bandas de
complejos ag-ac: 38.1, 31.6, 28.9, 14.1y 12.6
KDa, de las cuales dos son semejantes a las
encontradas en la presente investigacion la de
316 y la de 28.9, que bien puede ser la
correspondiente a la de 28.2 encontrada con las
formas adultas.

Para acercar las investigaciones anteriores a
lo que podria ser el hallazgo de bandas utiles en
el diagndstico de la toxocarosis humana que, en
definitiva, es lo que importa, Castro-Sesquén®
utilizé los antigenos de excrecion-secrecion de
las larvas y los enfrentd a suero de humanos con
serologia positiva a T. canis, y detectd nueve
bandas, con pesos muy semejantes a los
detectados por Jara et al® y con algunas
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bandas, como la de 28 KDa, de gran similitud
con las halladas en el presente estudio que,
como se ha sefialado, pueden servir para el
diagnostico de la toxocarosis humana, luego de
afinar las pruebas de especificidad.

Asi fue, recientemente Roldan et al”” sefalan,
luego de usar los antigenos de excrecion-
secrecion de las larvas infectantes de T. canis y
sueros de humanos con seroprevalencia
positiva a esta especie, que dos son las bandas
diagnodsticas: la de 28 y la de 35 KDa. Si se
compara con los hallado en el presente trabajo,
se puede notar que aqui también se hallo la
banda de 28.2 KDa y también la banda de 32.1
KDa, que bien podria tratarse de la de 35, si se
tiene en cuenta que los autores mencionados

|12

usaron la poliacrilamida para el SDS-PAGE de
4% en la parte de la concentracion y 16% en la
parte del corrido, algo diferente al 12% de
concentracion del gel de corrida usada en este
trabajo. Esta leve diferencia podria estar
influyendo en leve diferencia hallada, ya que
otras bandas también son bastante cercanas en
peso, como la de 67 KDa que econtraran Roldan
et al., que podria tratarse de la de 70.8
registrada en la presente investigacion.

Como puede apreciarse en la Tabla 2 los
diferentes trabajos efectuados revelan la
existencia de bandas similares y si se compara
con las obtenidas en los adultos, al menos tres
bandas son coicidentes: las de 28, 31-32y 79-
80Kda que "podrian utilizarse en el diagndstico.

PM A -~

103y bs

80.7 —» e

49.5—»
36.5—>
28.8—» e

19.4—»

a b ¢ d

(&

f a

Fig. 1. Bandas inmunoreactivas, obtenidas mediante la técnica de Western Blot, de antigenos de excrecién/secrecion
de Toxocara canis y anticuerpos especificos obtenidos en conejos inmunizados experimentalmente

PM=Peso molecular en Kilodaltons
A= Pool de sueros

B= Sueros hiper-inmunes
C=Suero pre-inmune

a.Cultivo de 24 horas, 0.025 ug/uL de productos excretados-secretados
b.Cultivo de 24 horas, 0.05 ug/uL de productos excretados-secretados
c.Cultivo de 18 horas, 0.025 ug/uL de productos excretados-secretados
d.Cultivo de 18 horas, 0.05 ug/uL de productos excretados-secretados
e.Cultivo de 22 horas, 0.025 ug/uL de productos excretados-secretados
f.Cultivo de 22 horas, 0.05 ug/uL de productos excretados-secretados

Con ello se verifica la utilidad de los antigenos
obtenidos de las formas adultas que, como se
ha sefialado, son mas faciles de obtener que los
de las formas larvarias. Sin embargo, queda por
determinar la especificidad de los antigenos de
las formas adultas y finalmente proponer su uso
en el diagndstico de la toxocarosis humana, que
si bien es producida por la larva, hay antigenos
comparables en las formas adultas que bien
podria ser de utilidad diagndstica si se tiene en
cuenta que su obtencion se hace con mucho
menor esfuerzo, costo econdémico y de tiempo
que los antigenos de las larvas. Anteriormente,
esta busqueda de antigenos mas accesibles
para ser usados en el diagnéstico de

enfermedades humanas ha sido verificado en la
cisticercosis cerebral® pues, se utiliza antigenos
obtenidos en los cisticercos de Taenia
crassiceps (que puede mantenerse el ciclo en el
laboratorio debido a que los hospederos
intermediarios son los roedores y los definitivos
los perros) en lugar de los de Cysticercus
cellulosae, cada vez mas dificil de encontrar
porque el hospedero definitivo es solamente el
hombre que, por razones de bioética no pueden
ser usados como instrumentos de obtencion de
parasitos aunque se trate para el diagnostico de
una enfermedad de mal prondstico, como es la
neurocisticercosis.
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Maduracién, muda y crecimiento de hembras del camarén de rio
Cryphiops caementarius con ablacion del pedunculo ocular, en
condiciones de laboratorio

Maturation, moulting and growth of females prawn Cryphiops caementarius with
eyestalk ablation, in laboratory conditions.

Reyes-Avalos, Walter'; Melgarejo-Velasquez, Gladis’;
Rojas-Gonzalez, Elizabeth’.

RESUMEN

El objetivo fue estudiar la maduracion, muda y crecimiento de hembras de C. caementarius
con ablacion del pedunculo ocular. Se emplearon 25 hembras con ovarios en estado [l y en muda
C y D,: 5 hembras con pedunculos oculares intactos; 10 con ablacion de un solo pedunculo
oculary 10 con ablacién de ambos pedunculos oculares. El experimento dur6 98 dias y abarcé
época no reproductiva. La ablacion unilateral no afecté la maduracién ovarica ni la duracion del
ciclo de muda, solo ocasion6 reducido crecimiento por muda (4% en LC) y moderada mortalidad
(40%). En cambio la ablacién bilateral ocasion6 maduraciéon temprana (25 dias), menor duracion
del ciclo de muda (22 dias), mayor crecimiento por muda (8% en LC), alta mortalidad (65%) y
cambios en la relaciones de las medidas morfométricas. La ablacién unilateral y bilateral no
alteraron la duracion de los estados de muda AB ni C, pero la ablacion bilateral redujo la duracion
del estado D principalmente la division D,".

Palabras clave: Ablacion, maduracion, muda, crecimiento, camaron.

ABSTRACT

The aim was to determine the effects of ablation unilateral and bilateral eyestalk, in
maturation, moult and growth female C. caementarius. Twenty-five females were used with
ovaries in stage Il and in moult C and D,: five females with eyestalk intact, ten with ablation of a
single eyestalk and ten with ablation of both eyestalks. The experiment lasted 98 days and
covered non-reproductive season. The unilateral ablation did not affect neither the ovary maturity
nor cycle moult; caused only reduced growth by moult (4% in LC) and moderate mortality (40%).
Instead ablation bilateral caused early maturation (25 days), shorter cycle moult (22 days), higher
growth by moult (8% in LC), high mortality (65%) and changes in relationships of the
morphometric measures. The unilateral and bilateral ablation did not alter the duration of the
molting stages AB or C, but bilateral ablation reduced the duration of state D division mainly D,'".

Key Words: Ablation, maturation, moult, growth, prawn.
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INTRODUCCION

Cryphiops caementarius es el camardn
de los rios costeros del Peru que soporta
pesqueria comercial' y cuya reproduccién en su
ambiente natural es fluctuante, con un maximo
entre Noviembre a Marzo?, situacién que limita
el cultivo comercial, pues para ello se requieren
de reproductores maduros durante el afio. En
este sentido, los estudios bioldgicos de la
especie, solo describen aspectos importantes
de la reproduccion y el desarrollo®*®, sin
embargo, poco se ha avanzado en el manejo de
reproductores en cautiverio.

Para inducir la maduracién ovarica en
crustaceos que tienen reproduccion estacional
se aplican diversos métodos como implantacion
de ganglios®’, mediante control ambiental’®, por
aplicacién de hormonas® y generalmente por
ablacion del pedinculo ocular®. La ablacion de
uno de los pedunculos oculares ocasiona
maduracion precoz en especies de Penaeus™";
en cambio en C. caementarius, no causa efecto
ni en la reproduccion ni en la muda®, pero la
ablacion de ambos pedunculos oculares
produce un efecto favorable sobre el desarrollo
ovarico y el crecimiento™, sin embargo no se ha
estudiado el efecto especifico sobre lamudayla
reproduccién en sucesivas ecdisis, ni las
alteraciones biométricas del crecimiento por
muda, lo cual es de importancia para selecciéon
de reproductores.

La ablacion de los pedunculos oculares
permite retirar las neurohormonas que inhiben
la maduracién gonadal y la muda™ lo que
ocasiona aceleracion de estos procesos,
dependiendo de cual de ambos domina en el
momento de la extirpacion'®. En este sentido
muchas de las funciones que incluyen
reproduccion, comportamiento y procesos
metabdlicos estan afectadas por la fisiologia del
ciclo de muda" la cual depende de la especie y
del estado del animal. En este sentido, la
ablacion peduncular produce alteraciones en la
maduracioén ovarica, en el ciclo de muda y en el
crecimiento de los camarones.

El objetivo fue conocer la maduracion,
muda y el crecimiento de hembras de C.
caementarius con ablacion unilateral y bilateral
del pedunculo ocular, en condiciones de
laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Camarones adultos de C. caementarius,
fueron capturados del rio Lacramarca
(09°07'70" LS y 78°34'20" LW) comprension de
la Provincia del Santa, Departamento de Ancash
y transportados al laboratorio donde fueron
estabulados en acuarios durante una semana;
luego fueron seleccionadas 25 hembras con

ovarios en estado Il de madurez y en estados de
muda C y D,. Las medidas de los camarones
fueron 5,2+ 0,1 gdepesototal; 50,3+ 1,2 mmde
longitud total (escotadura post orbital hasta el
extremo posterior del telson) y 13,2+ 0,3 mm de
longitud cefalotoracica (LC= escotadura
postorbital hasta el extremo posterior de la linea
media dorsal del cefalotérax). El sexo de los
camarones fue determinado por la separacion
de las coxas del quinto par de periépodos’®.

El experimento se realizé entre los meses
de Setiembre y Diciembre del 2005; es decir dos
semanas de invierno y doce semanas de
primavera. Se emplearon 9 acuarios de vidrio
(60 x 30 x 30 cm), cada uno con ftres
compartimentos (600 cm?) divididos con malla
plastica tipo mosquitero, lo que permitid
mantener a un camarén por compartimento. El
agua fue aireada a flujo constante (2 | min™). Se
emplearon 5 hembras con pedunculos oculares
intactos, 10 con ablacién de un solo pedunculo
ocular (ablacion unilateral) y 10 hembras con
ablacién de ambos pedulnculos oculares
(ablacién bilateral). La ablacion del pedinculo
ocular se realizé por corte y cauterizacion'. El
desarrollo de los ovarios se observo a través del
cefalotorax®. Los estadios del ciclo de muda
fueron observados en el endopodito de los
urépodos’. El crecimiento por muda fue
expresado como el porcentaje de incremento de
la longitud del cefalotérax (% en LC) por muda,
midiendo la LC de los exoesqueletos
expulsados después de cada ecdisis (E). Los
muestreos se realizaron tres veces por semana,
durante tres ciclos de muda. Para los calculos
no se considero la primera muda después de la
ablacion.

Los camarones fueron alimentados Ad
libitum con carne de almeja (Semele solida) y
pescado seco salado (Trachurus sp). La
limpieza de los acuarios se realizo diariamente
antes de cada alimentacion. Los cambios de
agua (30% del volumen total) se realizaron
semanalmente. La temperatura del agua fue
chequeada diariamente y quincenalmente se
determiné pH, oxigeno disuelto, CO, y dureza
total”®. Los resultados fueron sometidos a un
analisis de varianza simple y a la prueba de
amplitud multiple de Duncan, con 5% de
significancia; ademas, se realizaron andlisis de
correlaciony de regresion®.

RESULTADOS

Maduraciéon: Las hembras con
pedunculos oculares intactos y las con ablacion
unilateral no maduraron durante los 98 dias del
experimento; excepto, una con ablacion
unilateral que maduré a los 29 dias. En cambio
las con ablacion bilateral maduraron en 25 dias,
cuyos estados Il y Il del ovario demoraron 11,2 £
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5,6 y 10,5 = 3,8 dias, respectivamente y el
estado IV 3,8 + 1,0 dias. Todas las hembras con
ovarios IV realizaron muda pre nupcial y fueron
oviferas pero los huevos no fueron fecundados
por falta de camarones machos en condiciones
para reproduccion. La maduracion de las
hembras con ablacion ocurrié en Setiembre y
Octubre, cuando la temperatura del agua fue de
18,6 £ 0,5°C. En Noviembre la temperatura del
agua fue de 20,4 £ 0,6°C y en Diciembre de 21,5
+0,9°C.

Muda: La duracion del ciclo de muda en las
hembras de C. caementarius con ablacion
bilateral fue de 22,6 dias, significativamente
(p<0.01) menor que las hembras con ablacién
unilateral que demoraron 27 dias (Tabla 1). Solo
en las hembras con ablacion bilateral se
observo cambio del color de su cuerpo hacia un
tono mas claro y ademas ellas tuvieron mayor
actividad locomotriz e incremento del apetito.

Tabla 1. Duracion (Diast DE) de las ecdisis sucesivas en hembras de C. caementarius con
pedunculos oculares intactos y con ablacién unilateral y bilateral.

Total ciclos de

Ecdisis 1 Ecdisis 2 Ecdisis 3 L
Hembras = = = muda Duracion
n Duracién n Duracion n  Duracién N % Promedio
0
Intactas 5 278+39 3 270+26 2 282+25 10 23,5 27,5+ 3,3
Ablacion unilatera 8 28,6+5/1 6 275+37 3 27,7432 17 50,0 27,9+ 4,17
Ablacién bilateral 6 233+35 3 21,0+£26 - - 9 265 22,6+ 3,3

DE = Desviacion estandar. Valores con letras en superindice iguales en una columna
indican que no hay diferencia significativa (p>0,05).

En los tratamientos no hubo diferencias
significativas (p>0,05) en postmuda, intermuda
ni en premuda reciente e intermedia hasta D,".
Sin embargo, diferencia significativa (p<0.05)
fue observada solo en la duraciéon de premuda
tardia D, de aquellos camarones con ablacion

unilateral y bilateral en relacion con el control.
Ademas, con los datos obtenidos fue posible
calcular los dias que faltan para la ecdisis a un
estado de muda del camaroén (Tabla 2).

Tabla 2. Duracion de los estados, subestados y divisiones del ciclo de muda de hembras de C.
caementarius, con pedunculos oculares intactos y con ablacion peduncular unilateral y

bilateral.

Estados,
subestados
y divisiones

Hembras con pedtinculos
oculares intactos

Hembras con ablacion
peduncular unilateral

Hembras con ablacion
peduncular bilateral

del ciclo de Duracion Dias Duracion Dias Duracion Dias
muda parala parala para la
n DiastDE % ecdisis n DiastDE % ecdisis n DiastDE % ecdisis
AB 8 4,8+0,9 174 27,6 17 4,63+1,3 16,5 27,3 9 3,840,9 16,8 22,6
(o3 8 2,5+1,1 9,1 22,8 13 2,8+1,1 10,4 23,0 6 2,4+0,7 10,6 18,8
D 4 20,3x16 73,5 20,3 89 20,0£1,3 731 20,2 45 16,4+1,0 726 164
Do 4 29+14 10,5 20,3 15 3,8+1.6 13,9 20,2 7 2,711 11,9 164
D4 8 6,1£3,6 22,1 17,4 17 5,4+1,9 19,7 16,4 10 4,0¢1,8 17,7 13,7
Dy’ 8 49+16 178 11,3 18 5,0+1,4 17,9 11,0 10 3,9t16 17,3 9,7
D,” 8 3,6%1,7 13,0 6,4 15 2,8+1,0 9,3 6,0 9 2,6¢0,5 11,5 58
D, 8 1,5%05° 54 2,8 17 2,0£1,1 7,2 3,2 8 2,2¢1,2° 97 372
D, 8 1,3+0,7 4,7 1,3 7 1,2+0,5 5,0 1,2 1 1,0+0,0 4,4 1,0

D; 8 - -- - - - -- - - -- -- -

D, -

DE: Desviacion estandar. Valores con letras en superindice iguales en una fila indican que no hay

significativamente los estados de postmuda AB

diferencia significativa (p>0,05).

La ablacion unilateral y bilateral no alterd

una reduccion significativa (p<0,05) en la
duracion del

subestado D, en aquellos

ni el de intermuda C. En los camarones con
ablacion bilateral hubo disminucion significativa
(p<0.05) de la duracion del estado D en relacion
con los otros tratamientos (Fig. 1). La ablacion
unilateral y bilateral no afect6é el inicio de la
premuda (Do) nila premuda D,. En cambio hubo

camarones con ablacion bilateral. Sin embargo,
la duraciéon del subestado D, fue
significativamente (p<0,05) mayor en las
hembras con ablacién unilateral y bilateral en
relacion con el control (Fig. 2).
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Fig. 1: Duracion de los estados del ciclo de muda
de hembras de C. caementarius, con
pedunculos oculares intactos y con
ablacion peduncular unilateral y bilateral.

La duracion de las divisiones del
subestado D, fue diferente entre tratamientos.
La ablacion bilateral solo produjo reduccion
significativa (p<0,05) de la divisién D,. En

a Olntactas @Unilateral BBilateral

a 4

Duracion (dias)
o
1

D1
Divisiones delsubestado de mudaD1

Fig. 3: Duracion de las divisiones del subestado D,
del ciclo de muda de hembras de C.
caementarius, con pedunculos oculares
intactos y con ablacion peduncular unilateral
y bilateral.

No hubo mortalidad de las hembras
intactas. Durante las dos primeras semanas, las
hembras ablacionadas en estado D, murieron
durante la ecdisis. A partir de la sexta semana se
observé disminucién significativa de la
supervivencia de las hembras con ablacion
bilateral desde 36% hasta 0%; y las con ablacion
unilateral se mantuvo en 70% (Fig. 4). Las
causas de la mortalidad de hembras con
ablacion bilateral fueron por muerte repentina
(50%), durante la ecdisis (30%) y por
canibalismo del macho (20%). La ablacién

16 T a

14 - Olntactas
?12 1 BUnilateral
i .
g 10 EBilateral
£ 8
Q
g 6 -
S 41 a a a

0 4

Do D1 D2 D3
Subestados de premuda

Fig. 2: Duracion de los subestados de premuda
de hembras de C. caementarius, con
pedunculos oculares intactos y con
ablacion peduncular unilateral y bilateral.

cambio en las otras divisiones no hubo
diferencias significativas, pero se observo
tendencia a disminuir en mayor proporcion con
la ablacion bilateral (Fig. 3).

L
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E ]
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@ J
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S 204 =777 Intactas

® —— Unilateral
0 1 —#+—Bilateral

0 2 4 6 8 10 12
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Fig. 4: Variacion de la sobrevivencia de hembras de C.
caementarius con pedunculos oculares intactos y
con ablacion peduncular unilateral y bilateral.

unilateral ocasion6 muerte durante la ecdisis
(20%) y por canibalismo del macho
(10%).Crecimiento: El crecimiento por muda
de las hembras fue diferente entre tratamientos
con alta significancia (p<0,01). Las hembras con
pedunculos oculares intactos crecieron el 2% en
LC, las con ablacion unilateral el 4% en LC y las
con ablacién bilateral crecieron el 8% en LC
(Fig. 5). En las hembras intactas el 50% de las
ecdisis produjeron crecimiento; en las con
ablacion unilateral solo el 87,5% produjeron
crecimiento y en aquellas con ablacion bilateral
el 100% crecieron luego de cada ecdisis
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Fig. 5: Crecimiento por muda (% de incremento de la
longitud del cefalotérax) en relacion con las
ecdisis (E) sucesivas de hembras de C.
caementarius con pedunculos oculares intactos y
con ablacién peduncular unilateral y bilateral.

La relacion entre la longitud del cefalotérax en
premuda (LC) y lalongitud en postmuda (LC,) se
ajustd a una regresion lineal (Fig. 6), con alta
correlacion para las hembras intactas
(r=0,9780), con ablacién unilateral (r=0,9823) y
con ablacién bilateral (r=0,9833). De igual

~ 40 [}

5 y=1.4024x+5.2167

5 35 | 22,3793

o 09
T _ 012x+15

£ 301 2y 08 029

T 25 | h, = !

=] [ ]

s - y =0.3569x + 16.763
520 A Ly R?=0.0684

S

215

5

219 ‘ ‘ . ‘ ‘

12 14 16 18 20 22 24
Longitud del cafalotdrax de premuda (cm)

Fig. 7: Relacién entre la longitud del cefalotorax en
premuda y la duracion del ciclo de muda de
hembras de C. caementarius con pedunculos
intactos ( 0'), con ablacion unilateral (m) y

ablacién bilateral (4)e

La relacion entre la LC, y el crecimiento por
muda, se ajustd a una regresion exponencial
negativa (Fig. 8), con baja correlacién para las
hembras intactas (r= -0,1948), con ablacion
unilateral (r=-0,4008) y con ablacién bilateral (r=
-0,6699).

12 - y= 1.0314x-0.1076
R?= 0.9565

Longitud del cefalotorax en
postmuda (cm)
>

10 . : ‘ ‘ . ‘ ‘
10 12 14 16 18 20 22 X4

Longitud del cefalotérax en premuda (cm)

Fig. 6: Relacion entre la longitud del cefalotérax en
premuda y la longitud del cefalotérax en
postmuda de hembras de C. caementarius con
pedunculos intactos (©), con ablacién unilateral

(m)y ablacién bilateral (4)e

manera, la relacion entre la LC, y la duracion del
ciclo de muda, también se ajustd a una
regresion lineal (Fig. 7), con bajas correlaciones
en las hembras intactas (r=0,4888), con
ablacién unilateral (r=0,6159) y con ablacién
bilateral (r=0,2616).
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Fig. 8: Relacion entre la longitud del cefalotérax en
premuda y el crecimiento por muda de hembras
de C. caementarius con pedunculos intactos (),

con ablacién unilateral (®) y ablacién bilateral (A).

Los parametros quimicos del agua de los
tratamientos no tuvieron variacion significativa
durante el periodo experimental, siendo el
oxigenode 6,77 +0,04 mg ", no hubo CO,, el pH
fue de 7,79 + 0,25 unidades y la dureza total fue
de187,9+2,9mgl".
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DISCUSION

En condiciones de laboratorio y en época
no reproductiva las hembras de C.
caementarius con pedunculos oculares intactos
y las con ablacién unilateral no mostraron signos
de maduracion ovarica ni fue afectada la
duracion del ciclo de muda a pesar del
incremento de la temperatura del agua (18° a
21°C) en los dos ultimos meses, lo cual
corrobora lo encontrado en la misma especie”;
habiéndose sugerido que el pedunculo ocular
remanente compensa la produccion de
hormonas que retardan la vitelogénesis y la
muda’. Sin embargo, la maduracion ovarica de
una sola hembra con ablacion unilateral fue
contrario a lo reportado en la misma especie” y
en M. rosenbergii”®. Es probable que factores
intrinsecos condicionaron la maduracion de la
hembra, pues en la época del estudio es menor
la actividad reproductiva'”.

En cambio, la ablacion bilateral ocasiond
rapida maduracion ovarica (25 dias) y menor
duracion del ciclo de muda (22 dias) en C.
caementarius, similar a lo reportado en la misma
especie’”’, ademas la despigmentacion del
cuerpo, sugieren falta de control hormonal pues
el pedunculo ocular es fuente de hormonas que
inhiben la vitelogénesis, la muda, y controlan la
dispersion de pigmentos, entre otras™.

La ablacién del pedunculo ocular unilateral
o bilateral no altero la duracion de los estados de
postmuda AB ni el de intermuda C, lo que
sugiere ser una estrategia fisioldgica de los
camarones en estas condiciones de alteracion
hormonal, pues ellas deben de reponerse del
gasto energético producto de la ecdisis y luego
acumular suficientes reservas nutricionales que
les permita soportar la subsiguiente maduracion
o la muda. En cambio, la ablacion bilateral
ocasiono6 significativa disminucion de la
duracion del estado D, lo que indica una
inminente participacion de la hormona de la
muda®.

En los camarones con ablacion bilateral, la
menor duracién de la premuda fue en el
subestado D, y principalmente en la divisiéon D,’
lo que indica que estos serian los principales
momentos de activa participacion de hormonas
que aceleran los procesos metabolicos para
conducir al animal hasta la ecdisis, habiéndose
reportado en crustaceos la accién de una
quitinasa y una fosfatasa en la endocuticula®,
de la N-acetil glusoamidasa B en la degradacion
de quitina durante el ciclo de muda® y de
remocion de calcio para almacenamiento en el
estdbmago®, que ocasionan que el exoesqueleto
sea cada vez mas delgado™; de ahi que cuando
los camarones alcanzaron los estados D, D,y
AB ellos no se alimentaron durante siete dias, lo
cual puede ser de utilidad para calcular la racion

diaria a proporcionar a los camarones en
cultivo™.

El mayor crecimiento por muda de C.
caementarius fue obtenido en camarones
ablacionados; es decir, las hembras con
ablacion unilateral y bilateral crecieron dos y
cuatro veces mas (4 y 8% en LC,
respectivamente) que las hembras con
pedunculos oculares intactos (2 % en LC). Sin
embargo, en la misma especie, la ablacion
bilateral ocasiona el doble de crecimiento por
muda' y de igual manera en C. granulatus®; en
cambio en adultos de Nephrops norvegicus es
del 4% en LC y en juveniles del 9% en LC*. Es
probable que el mayor crecimiento obtenido con
ablacion bilateral en nuestra especie sea por el
tipo de alimento empleado, dado la mayor
actividad locomotriz que le permitié buscar e
ingerir mas alimento para satisfacer sus
necesidades energéticas, pues como ha sido
reportado en M. rosenbergii, la ablacion produce
aceleraciones hormonales y metabodlicas™.

Ademas, la ablacion bilateral ocasiond que
haya una distribucién equitativa de nutrientes
tanto para maduracion ovarica como para el
crecimiento, al observarse ambos procesos en
un mismo ejemplar, pero que con el tiempo
estas condujeron a la muerte por causas
desconocidas y durante la ecdisis,
probablemente por las alteraciones fisiologicas
de la ablacién. En cambio, en las con ablacion
unilateral solo el 87,5% de las ecdisis
produjeron crecimiento y solo una hembra
maduro, y en las hembras intactas el 50% de las
ecdisis produjeron crecimiento pero ninguna
maduré. La falta de crecimiento de algunas
hembras podria ser causa del cautiverio que
afecta los procesos fisiologicos® aunque
también existen mudas sin incremento de talla o
peso”.

Con fines practicos se ha establecido
valores del coeficiente b para definir el tipo de
crecimiento en crustaceos decapodos® como el
crecimiento geomeétrico progresivo (b>1,05), el
crecimiento geométrico regresivo (1,05 > b
>0,95) y el crecimiento aritmético (b<0,95). El
crecimiento por muda de los camarones con
pedunculos oculares intactos y con ablacion
unilateral fue del tipo geométrico regresivo para
la relacion LCi con la LC, (b = 1,0314 y 1,0153
respectivamente), lo cual significa que el
incremento de la LC, decrece con la LC.. Similar
relacion, fue encontrado en N. norvegicus™y en
Artemesia longinaris™.

Sin embargo, en la relacion LC, y la
duracién del ciclo de muda, los coeficientes b no
son claros probablemente por el tamafo de
muestra, aunque las tendencias de las curvas
indican que la duracién del ciclo de muda
aumenta con la LC,. En cambio, la ablacion
bilateral alter6 completamente las relaciones
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entrelaLC,ylaLC, yentrela LC,y la duracion
del ciclo de muda, en donde la regresion fue del
tipo aritmético (b = 0,9081 y 0,3569,
respectivamente), es decir que el crecimiento de
la LC, y la duracion del ciclo de muda en estas
hembras fueron independientes de la LC. De
igual manera la relacion entre la LC, y el
crecimiento por muda, que se ajusta a una
regresion exponencial negativa, demuestra una
pronunciada disminucion del crecimiento por
muda en individuos de mayor LC,. Es
conveniente ampliar el nUmero de hembras para
obtener mejores ajustes en los resultados
obtenidos.

CONCLUSIONES

La ablacioén unilateral del pedunculo ocular en
hembras de C. caementarius no afecto la
maduracién ovarica (29 dias) ni la duracion del
ciclo de muda (28 dias), solo ocasion6 reducido
crecimiento (4% en LC) y moderada mortalidad
(40%). En cambio, la ablacién bilateral ocasiond
maduracion temprana (25 dias), menor
duracion del ciclo de muda (22 dias), mayor
crecimiento (8% en LC), alta mortalidad (65%),
pero alterd las relaciones morfométricas de los
camarones.

La ablacion unilateral y bilateral del pedunculo
ocular no alteroé la duracion de los estados de
muda AB ni C, pero la ablacién bilateral redujo la
duracion del estado D, principalmente la division
D,
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New records of Pteridophyta from the region San Martin - Peru

Pelaez-Pelaez, Freddy'; Alarcén-Rojas, Narda’;
Vergara-Medrano, Segundo’; Torres-Delgado, Jorge®.

RESUMEN

Se reportan 25 especies y una variedad de Pteridophyta como nuevos registros para la
region San Martin, con lo que suman 611 especies, lo que permitiria indicar que es la region
con mayor riqueza en estas plantas en Peru. Oleandra se reporta por primera vez para esta
Regidén con dos especies; Asplenium, Hymenophyllum, Lindsaea, Pteris y Trichomanes,
tienen 2 especies cada uno; Adiantum, Alsophila, Ceradenia, Cheiroglossa, Dicranoglossum,
Elaphoglossum, Grammitis, Huperzia, Ophioglossum, Polybotrya, Schizaea, Tectaria y
Thelypteris tienen 1 especie. Grammitis longipinnata, es considerada endémica para el Peru.

Palabras clave: Pteridophyta, San Martin.

ABSTRACT

25 species and a variety of Pteridophyta are reported as new records to the San Martin
Region, bringing the total to 611 species, which would indicate that the regionis richer in these
plants in Peru. Oleandra is first reported for this Region with two species; Asplenium,
Hymenophyllum, Lindsaea, Pteris and Trichomanes present two species, Adiantum,
Alsophila, Ceradenia, Cheiroglossa, Dicranoglossum, Elaphoglossum, Grammitis, Huperzia,
Ophioglossum, Polybotrya, Schizaea, Tectaria and Thelypteris present one specie.
Grammitis longipinnata, is endemic to Peru.

Key words: Pteridophyta, San Martin.

'Facultad de ciencias Biologicas Universidad Nacional de Trujillo.
*Universidad Privada Antonio Guillermo Urrelo - Cajamarca.
*Universidad Nacional Intercultural de la Amazonia, Pucallpa. Perd.
“Universidad Nacional de San Martin - Tarapoto. Peru.

Presentado el 05.07.2011, aprobado el 13.10.2011.

-88 -



Nuevos registros de Pteridophyta en la region San Martin - Pert

SCIENDO 13(2):88-94, 2010

Las Pteridophyta o helechos y plantas afines,
como se les denominaba tradicionalmente,
ahora estan clasificadas en dos grandes grupos
monofiléticos: Lycophyta y Monilophyta. Las
Lycophyta (Licopodiofitas), presentan
microfilas, esporangios axilares en las hojas y
con dehiscencia distal y completa y Monilophyta
(monilofitas) con megéfilas y esporangios
variados, pero nunca axilares."***

En la actualidad se calcula que existen de 10
000 a 12 000 especies de Pteridofitos reunidos
en 232 géneros y 38 familias.*®”* Estas plantas
se distribuyen desde las selvas tropicales hasta
los circulos polares, pero son mas diversas y
abundantes en los bosques tropicales humedos
de las zonas montafiosas, entre los 1500 y 2500
metros, aunque pueden crecer en habitats
secos y soleados®'*""*" E| Peru tiene 1195
especies de Pteridophyta entre nativas y
adventicias®, abarcando a la mayoria de
géneros de América y alrededor de un tercio de
las especies del Neotropico.™

El material biolégico se colecto durante los afios
2008, 2009 y 2010, en el bosque Pablo Yacu,
Provincia de Moyobamba, (UTM 18 284646 —
9329315); con altitudes comprendidas entre
800 y 1700 m.s.n.m. y un area de 200
hectareas.”.

La determinacion del material se hizo con las
claves taxondmicas y descripciones
presentadas en “Pteridophyta of Pery”.>'*'®""81
El arreglo de Ordenes y Familias se hace de
acuerdo con “A classfication for extant ferns”y
“Fern classification™® para helechos (Monilofita)
y “Flora Mesoamericana® para Licofita. Las
muestras de respaldo se encuentran
depositadas en el Herbario de la Universidad
Nacional de Trujillo, Herbarium Truxillense
(HUT). Adicionalmente, se presentan
fotografias de sdlo 19 especies consideradas,
por considerarlas mas llamativas y con detalles
conspicuos.

Se considera la distribucion de las especies en
las regiones de Perq, indicando el rango
altitudinal. Las abreviaturas de las regiones
corresponden a: AM: Amazonas, AP: Apurimac,
AY: Ayacucho, CA: Cajamarca, CU: Cusco, HU:
Huanuco, HV: Huancavelica, JU: Junin, LL: La
Libertad, LO: Loreto, MD: Madre de Dios, PA:
Pasco, PU: Puno, SM: San Martin, UC: Ucayali.

Las 25 especies (20 géneros) y una variedad de
Pteridophyta considerados nuevos registros
parala Regién San Martin son:

CLASELYCOPODIOPSIDA

ORDEN LYCOPODIALES
Familia Lycopodiaceae
1. Huperzia myrsinites (Lam.) Trev.
CA, LL, SM. 2500 m.s.n.m."
Ejemplar: N.Alarcon R. et al. 563.
(Fig. 1B)

CLASE PSILOTOPSIDA

ORDEN OPHIOGLOSSALES
Familia Ophioglossaceae
2. Ophioglossum palmatum L.
AM, CU, HU, PA, SM. 1000-2450
m.s.n.m.’
Ejemplar: N.AlarconR. etal. 571.
(Fig.1A)

CLASE POLYPODIOPSIDA

ORDENHYMENOPHYLLALES
Familia Hymenophyllaceae

3. Hymenophyllum lobatoalatum Klotzsch
HU, LO, SM. 600-1300 m.s.n.m.*
Ejemplar: N.AlarconR. etal. 581.
(Fig.1C)

4. Hymenophyllum undulatum (Sw.) Sw.
AM, HU, JU, PU, SM. 1250-4100

m.s.n.m.’

Ejemplar: N.AlarconR. etal. 561.
(Fig.1D)

5. Trichomanes polypodioides L.
CU, HU, JU, LO, MD, PA, SM. 350-2300
m.s.n.m.°
Ejemplar: N.Alarcon R. et al.549.
(Fig. 1E)

6. Trichomanes vandenboschii Windisch
CU, SM.750- 1800 m.°
Ejemplar: N.Alarcon R. etal. 550

ORDEN SCHIZAEALES

Familia Schizaeaceae
7. Schizaea poeppigiana J. W. Sturm
HU, UC, SM. 1300 m.s.n.m.”
Ejemplar: N. AlarconR. etal. 524.
(Fig.1F)

ORDEN CYATHEALES

Familia Cyatheaceae
8. Alsophyla cuspidata (Kunze) Conant
AM, AY, CU, HU, JU, LO, MD, PU, SM,
UC. 150-900 (2200) m.s.n.m.’
Ejemplar: N.AlarconR. etal. 494
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ORDEN POLYPODIALES

Familia Lindsaeaceae

9. Lindsaealancea(L.)Bedd.
AM, CU, HU, JU, LO, MD, PA, SM, UC,
100-1600m.s.n.m.”
Ejemplar: N.AlarconR. etal. 435.
(Fig.1G)
Lindsaea ulei Christ.
LO, SM.150m.s.n.m."”
Ejemplar: N.AlarconR. etal. 514.
(Fig.1H)
Familia Pteridaceae

11. Adiantum pulverulentumL.
CU, HU, JU, MD, LO, PA, SM. 100-1800
m.s.n.m.”
Ejemplar: N.Alarcon R. etal. 393, 400.
Pteris muricata Hooker
AP, CA, CU, HV, HU, JU, PA, PU, SM.
1700-4000 m.s.n.m."”
Ejemplar: N. Alarcon R. etal. 399.
Pteris tripartita Sw.
LO, SM, UC. 200-1000 m.s.n.m."”
Ejemplar: N.Alarcon R. etal. 500.
(Fig. 11)
Familia Aspleniaceae

14. Asplenium tricholepis Rosenst.

AM, CU, HU, JU, PA, SM. 800-2100
m.s.n.m.”
Ejemplar: F. Pelaez P. etal. 2226.
15. Asplenium tuerckheimii Maxon

CU,JU,SM.600a1500m.s.n.m.”
Ejemplar: N.AlarconR. etal. 541.
(Fig.2A)

10.

12.

13.

Familia Thelypteridaceae
16. Thelypteris tetragona (Sw.) Small
SM, Departamento desconocido.”
Ejemplar: N. Alarcon R. etal. 403.
(Fig. 2B)

Familia Dryopteridaceae
17. Elaphoglossum glabellum John Sm.

CU, HU, JU, LO, MD, SM. 130-1800

m.s.n.m.”

Ejemplar: N. AlarconR. etal. 535.

(Fig.2C)

Polybotrya altescandens C. Chr.

HU, LO, SM. 800-2500 m.s.n.m."

Ejemplar: N.AlarconR. etal. 474.

(Fig.2D)

Polybotrya apressa R. C. Moran

CA, SM.100-1600m.s.n.m."

Ejemplar: N.AlarconR. etal. 599

Familia Tectariaceae

20. Tectarializarzaburui (Sodiro) C. Chr.
AM, AY, CA, JU, PA, SM. 1000-2000
m.s.n.m.”

18.

19.
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Ejemplar: F. Pelaez P. etal. 2235.
Familia Oleandraceae
21. Oleandra articulata (Sw.) Presl
HU, JU, PA. 1330-1700 m.s.n.m.”
Ejemplar: N. Alarcon R. et al. 552; 572.
(Fig. 2E)
22. OleandralehmaniiMaxon
HU, PA, SM. 1480-2500 m.s.n.m."”
Ejemplar: N. Alarcon R. et al. 554; 575.
(Fig. 2F)
Familia Polypodiaceae
23. Ceradenia meridensis
Copel.
HU, JU, PA, SM. 1500-3600 m.s.n.m.”
Ejemplar: N.AlarconR. etal. 576.
(Fig. 3A)
Dicranoglossum subnudum (C. Chr.)
Stolze
AM, HU, JU, SM. 700-1550 m.s.n.m."
Ejemplar: N.Alarcon R. etal. 521.
(Fig. 3B)
Grammitis longipinnata (Copel.) Lell.
CU, SM. 2750-3250 m.s.n.m.”
Ejemplar: N. Alarcon R. et al. 589.
(Fig. 3C)
Pecluma camptophyllaria var.
lachnifera (Hieron.) Lell.
AM, AY, CA, CU, HU, JU, PU, SM.1000-
2900 m.s.n.m.”
Ejemplares: N. Alarcon R. et al. 544-
545. (Fig. 3 D)La presente
investigacion incrementa la cifra de
especies de Pteridophyta para la region
San Martin en 25 especies y una
variedad, las cuales estan reunidas en
20 géneros y 13 familias. Con este
aporte la Region San Martin posee un
total de 611 especies, incluyendo a
Elaphoglossum molle® y 71 especies
registradas en el Parque Nacional Rio
Abiseo®, que viene a ser mas del 50 %
del total de especies reportadas para el
Peru®, ubicandose como la regién mas
diversa del pais, por lo que debe ser
considerado como d&rea protegida
como propone Leén.”

(Klotzsch)

24,

25.

26.

Oleandra es reportado por primera vez para la
Regién de San Martin con dos especies (O.
articulata, O. lehmanii); Grammitis longipinnata
es considerada endémica de Peru. Ademas se
amplia el rango de distribucion en Peru de 5
especies, como es el caso de Lindsaea ulei,
Polybotrya apressa, Grammitis longipinnata,
Trichomanes vandeboschii; que eran citadas
para un departamento. De Thelypteris
tetragona, indican su presencia pero sin indicar
el departamento.*™"""®"*
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Fig. 1: A. Ophioglossum palmatum L. B. Huperzia myrsinites (Lam.) Trev. C. Hymenophyllum lobatoalatum Klotzsch D.
Hymenophyllum undulatum (Sw.) Sw. E. Trichomanes polypodioides L. F. Schizaea poeppigiana J. W. Sturm G. Lindsaea
lancea (L.) Bedd. H. Lindsaea ulei Christ. I. Pteris tripartita Sw.
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Fig. 2: A. Asplenium tuerckheimii Maxon. B. Thelypteris tetragona (Sw.) Small C. Elaphoglossum glabellum
John Sm. D. Polybotrya altescandens C. Chr. E. Oleandra articulata (Sw.) Pres| F. Oleandra lehmanii Maxon
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Fig. 3: A . Ceradenia meridensis (Klotzsch) Copel. B. Dicranoglossum subnudum (C. Chr.) Stolze C. Grammitis
longipinnata (Copel.) Lell. D. Pecluma camptophyllariavar. lachnifera(Hieron.) Lell.
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Atencidon Farmacéutica: elemento clave en el disefo de la
carrera de Licenciatura en Farmacia en Cuba (I).

Pharmaceutical Care: key element to the Pharmacy curriculum designing in Cuba (I).

Martinez-Sanchez, Alina de las Mercedes’;

Piminchumo- Carranza, Ramoén’.

RESUMEN

Este primer articulo de una serie de tres, presenta la experiencia de la Educacion Superior
Cubana en el proceso de implementacién de la Atencién Farmacéutica en la ensefanza de
Farmacia, como resultado de una investigacion pedagogica desarrollada en el Centro de Estudios
de Educacién Superior “Manuel F. Gran” de la Universidad de Oriente, con la aprobacion del
Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente de la Republica de Cuba, como respuesta a la
necesidad de fortalecer la formacién del profesional farmacéutico para su desempefio como parte
activa del equipo de salud responsable por la atencion del paciente, dado el constante
perfeccionamiento del Sistema de Salud Cubano. Se presenta una visién panoramica del marco
histérico-légico que caracteriza la investigacion, al determinar las principales tendencias de la
formacién del profesional farmacéutico en la Educacién Superior Cubana, con énfasis en la
formacién clinica como corresponde al campo de accion de la investigacion. Se realiza una
caracterizacion gnoseolodgica y pedagogica del perfil clinico de la profesién farmacéutica, al tiempo
que se caracteriza el llamado tercer periodo de desarrollo de la profesion farmacéutica, donde se
define la responsabilidad sobre el paciente y su farmacoterapia, conformando de este modo las
bases tedricas para el desarrollo de este trabajo.

Palabras clave: Atencion farmacéutica, curriculo, educacion en farmacia.

ABSTRACT

This first article of a series of three presents the experience of the Cuban Higher Education in the
process of implementation of pharmaceutical care in Pharmacy curriculum, as a result of an
educational research developed at the Center for the Study of Higher Education "Manuel F. Great” at
the University of Oriente with the approval of the Ministry of Science, Technology and Environment
of the Republic of Cuba. This first part presents an overview of the historical and logical framework
that characterizes the research, identifying the main trends in the Cuban pharmacy education, with
emphasis on clinical training for the scope of the investigation. A characterization of the
epistemological and pedagogical clinical profile is developed and Pharmaceutical Care philosophy
is described to structure the theoretical background for this work.

Key words: Pharmaceutical Care, curriculum, pharmacy education.
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INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
ha reconocido la evolucion de la practica
farmaceéutica, que con la creciente produccién
industrial de los medicamentos, se ha dejado
cada vez menos funciones de formulacion
magistral al farmacéutico, al mismo tiempo que
identifica cada vez mas su funcién social en la
industria, en los analisis clinicos y sanitarios, en
la farmacia hospitalaria y en la comunitaria; y es
en esta ultima practica donde se reconoce la
necesidad de impulsar la practica profesional
farmacéutica como un servicio profesional
unico, pero igualmente complementario dentro
de un equipo sanitario, donde el paciente es el
principal beneficiario de las acciones del
farmaceéutico; de aqui surge la idea de impulsar
la denominada Atencion Farmacéutica
(Pharmaceutical Care), que permite asegurar
resultados terapéuticos 6ptimos en el uso de los
medicamentos mediante la participacion
farmacéutica activa como miembro del equipo
de salud, colaborando en un mismo nivel con
médicos, odontdélogos, enfermeros y otros
prestadores de atencion sanitaria profesional'.

La Atencion Farmacéutica (AF) fue definida
por Hepler y Strand® como «la provisién
responsable de farmacoterapia, con el propésito
de conseguir unos determinados resultados que
mejoren la calidad de vida del paciente». A partir
de 1993, este nuevo concepto aplicado a la
practica farmacéutica se extendié fuera de
EEUU vy, de hecho, tanto la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como la Federacion
Internacional Farmacéutica (FIP), han
publicado sendos documentos en los que
consideran el modelo de AF como aquel que
permitiria desarrollar mejor las funciones
sanitarias hoy exigidas a los farmacéuticos’. La
actividad de atencién es una relacion de
busqueda y respuesta a las necesidades del
paciente, todas las funciones contenidas dentro
de esta concepcién, a diferencia de las
definiciones anteriores, estan centradas en el
paciente. Para la ejecucion de las mismas, la
educacion farmacéutica debe facilitar la
adquisicion de conocimientos, habilidades y
actitudes inherentes a esa actividad®.

Los farmaceéuticos estan en la interfaz entre
la investigacion y el desarrollo, el fabricante, el
prescriptor, el paciente y el medicamento
mismo. La OMS ha exigido una mayor
participacion del farmacéutico en el sistema
general de asistencia sanitaria y un uso mas
amplio de su extensa experiencia académica.
En su declaracion politica, la FIP indica que los
cambios en el papel del farmacéutico se deben
reflejar en la formacion basica y continua del
mismo, y con mayor enfoque en el aprendizaje
del estudiante. El nuevo paradigma de la

farmacia requiere que los farmacéuticos sean
mas que expertos en quimica y tecnologia
farmacéuticas. Tienen que entendery aplicar los
principios que hay detras de todas las
actividades necesarias para manejar la
farmacoterapia’. El impacto de la Atencion
Farmacéutica se ha visto también reflejado en la
educacion farmacéutica en América Latina,
manifiesto en las modificaciones realizadas en
los programas de estudio de paises como Chile
y Brasil, a través de la introduccion de materias
que contribuyen a la formacion del farmacéutico
para este ejercicio®’.

A pesar de la actualidad del concepto
atencion farmacéutica, y de los ingentes
esfuerzos por generalizar su practica, aun sigue
siendo una interrogante como llevar esta
filosofia a la ensefianza universitaria y producir
un farmacéutico capaz de proveer este nivel de
atencion con el grado de competencia y
compromiso social que demandan nuestros
pacientes.

Esta serie de tres articulos presenta la
experiencia de la Educacion Superior cubana en
el proceso de implementacion de la Atencion
Farmacéutica en la ensefianza de Farmacia,
como resultado de una investigacion
pedagdgica desarrollada en el Centro de
Estudios de Educacion Superior “Manuel F.
Gran” de la Universidad de Oriente, con la
aprobacion del Ministerio de Ciencia,
Tecnologia y Medio Ambiente de la Republica de
Cuba, como respuesta a la necesidad de
fortalecer la formacion del profesional
farmacéutico para su desempefio como parte
activa del equipo de salud responsable por la
atencién del paciente, dado el constante
perfeccionamiento del Sistema de Salud
Cubano.

Esta primera parte, presenta una vision
panoramica del marco histérico-légico que
caracteriza la investigacion, al caracterizar las
principales tendencias de la formacion del
profesional farmacéutico en la Educacién
Superior Cubana, con énfasis en la formacion
clinica como corresponde al campo de acciéon
de la investigacién. Se presenta una
caracterizacion gnoseoldgica y pedagogica del
perfil clinico de la profesion farmacéutica, para
evidenciar la excelencia con la que se exhibe a
través de este ejercicio, el valor social de la
profesion farmacéutica. Se hace énfasis en lo
que se ha dado en llamar la tercera etapa de
desarrollo de la profesién farmacéutica, donde
se define la responsabilidad sobre el paciente y
su farmacoterapia, conformando de este modo
las bases tedricas para el desarrollo de este
trabajo.

Elementos de diseiio y metodologia
aplicados en la investigacion
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Conviene aclarar que los términos Farmacia
Clinica y Atencion Farmacéutica son distintos, y
aunque sus definiciones estan evolucionando
en varios sentidos; por ejemplo en Europa, no
pueden ser equiparadas. Como materias de
nivel de pregrado no son partes intercambiables
del vocabulario farmacéutico. No es posible re-
etiquetar una asignatura o disciplina de
Farmacia Clinica con el término Atencién
Farmacéutica y producir un curriculo coherente
académicay profesionalmente®.

Dada la importancia de la atencién
farmacéutica en el futuro de la farmacia
numerosas publicaciones sefialan que "desde
muy al principio, los estudiantes de farmacia
deberian estar al tanto de ésto por su inclusion
en el curriculo. Cuando se plantea la
interrogante de quiénes tienen que asumir la
responsabilidad del nuevo paradigma de la
farmacia, se senala: “la Universidad, a través
de las facultades de farmacia, siempre en el
primer envite, porque no existe otra alternativa.
Es una responsabilidad inherente a la esencia
universitaria, en tanto que representa y es la
base de cualquier futuro farmacéutico™.

Este trabajo aborda la problematica del

perfeccionamiento del curriculo de farmacia en
direccion al fortalecimiento del perfil clinico en
aras de lograr un mejor desempefio del
profesional farmacéutico en la solucién de los
problemas de su competencia que se presentan
en el sector asistencial.
Para enunciar dicho problema se entrevistaron
profesionales farmacéuticos ubicados en el
sector asistencial, miembros de la Comision
Nacional de Carreras de Licenciatura en
Ciencias Farmacéuticas y estudiantes de 4to, y
5to afios de dicha carrera en el Instituto de
Farmacia y Alimentos de la Universidad de la
Habana y en la Universidad de Oriente,
respectivamente. Se precisa como objeto de
investigacion el proceso de formacion clinica en
la carrera de Licenciatura en Ciencias
Farmacéuticas, y como objetivo, el disefio de
una disciplina que garantice la formacién del
modo de actuacion profesional en atencion
farmacéutica, sobre la base de un modelo que
tenga en cuenta este concepto como paradigma
de practica profesional. Ello permite precisar
como el campo de accién, el disefio curricular
de unadisciplina que forme el perfil clinico.

La idea a defender, se enuncia de la
siguiente forma:

El diseio de la disciplina Atencién
Farmacéutica Integral de la carrera de
Licenciatura en Ciencias Farmacéuticas
responde a las exigencias de este nuevo
modelo de practica entendido como un modo de
actuacion profesional, en tanto:

Parte de reconocer y evidenciar las

caracteristicas propias de la profesién que
tienen que ver con el perfil clinico.
X Incorpora al proceso de disefio curricular de

dicha disciplina el método profesional,
entendido como el proceso de atencion
farmaceéutica.

K Introduce los aspectos profesionales

relacionados con las actitudes, las conductas y
la ética profesional, sintetizados en el valor
profesional esencial.

Todo ello permite elaborar el programa de la
disciplina en correspondencia con el encargo
social expresado en el nuevo modelo y
contribuir a superar las insuficiencias actuales
en laformacion de este profesional.

En tal sentido, la presente investigacion se
desarrolla en los momentos en que la farmacia
como profesion, se encuentra inmersa en una
lucha tenaz por lograr su re-profesionalizacion.
En correspondencia con esto, la formacion del
profesional farmacéutico para su desempefio en
el sector asistencial a través del ejercicio de las
funciones clinicas de la profesion, se convierte
en los momentos actuales en una demanda
social, en tanto que responde a los actuales
planes de desarrollo de la Farmacia,
concretados en el Proyecto de la Farmacia
Principal Municipal, en el cual se contempla la
existencia de un farmacéutico clinico como
parte de los recursos humanos destinados al
servicio a la poblacién™; ello evidencia un
acercamiento al reconocimiento, por parte de
las autoridades sanitarias, del papel que al
profesional farmacéutico corresponde en el
mantenimiento de la salud humana, en
concordancia con su formacioén para el ejercicio
de funciones que tributan a este objetivo y que lo
califican como experto en medicamentos,
imposible de ser suplantado por especialidades
médicas (Médico Especialista en Farmacologia)
cuyos objetivos responden a una formacion
para la docencia.

Es importante considerar que la universidad
en su objetivo de contribuir a la solucién de los
problemas sociales, ha de tener en cuenta las
particularidades de su entorno. En tal sentido, la
presente investigacion se desarrolla en la zona
oriental del pais, donde el eslabén de base de la
profesion esta mayormente representado por el
sector asistencial (Oficina de Farmacia, Servicio
Farmacéutico de Hospital). Todo lo anterior
evidencia la actualidad y novedad cientifica
de lainvestigacion.

El método fundamental empleado es el
tedrico y dentro de éste, el andlisis y la sintesis
en el diagndstico realizado, el método histérico-
I6gico en la determinacion de las tendencias
histéricas en el objeto de estudio y los métodos
sistémico-estructural y dialéctico desde la
elaboracion de la concepcién general para el
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disefio, hasta su aplicacion practica en el disefio
de la disciplina revelando la contradiccion
esencial que se da en la profesion entre la
actividad productiva-administrativa generadora
de lo que se comercializa (el medicamento); y
los servicios que se dispensan, como expresion
verdadera de la materializacién del fin que
caracteriza e identifica a la Farmacia, como una
profesion de sanidad.

En la realizacion de este trabajo se ha
aplicado la investigacion empirica para la toma
de opiniones y el andlisis de la documentacion
para elaborar los diagnosticos y validar el
programa propuesto, asi como el método
matematico y los respectivos procesamientos
estadisticos del diagnostico y las encuestas
aplicadas alos expertos.

El Aporte Tedrico Fundamental esta en
elaborar un modelo de estructuracion didactica
del perfil clinico de la profesiéon farmacéutica,
sustentado en la concepciéon de la atencion
farmacéutica. La significacion practica estara
dada en el programa de la disciplina, bajo un
nuevo concepto profesional con la precision de
su sistema de problemas, objetivos y
contenidos.

La formacion clinica en el contexto de los
programas de la Carrera de Licenciatura en
Ciencias Farmacéuticas

En Cuba la ensefanza farmacéutica data de
1734, seis afios después de la fundacion de la
Universidad de la Habana, sin que se lograra
nunca un reconocido prestigio de la profesion
farmacéutica en el pais, ni una valida tradicién
en la ensefianza farmacéutica universitaria,
obvio en el hecho de que los planes de estudio
no vinculaban el ejercicio docente con las
formas didacticas de la ensefanza practica
como elemento fundamental de la educacién
universitaria, la introduccion de novedosas
tematicas y disciplinas diferenciadas o
especializadas, no se abordaban en los
diferentes planes de estudios propuestos y
ensayados".

La base cientifica necesaria para desarrollar
un profesional con habilidades e inquietudes
creadoras, no constituia el centro estructural de
los estudios farmacéuticos en el pais. De hecho,
la investigacion farmacéutica no existia y el
egresado universitario respondia a una
formacion acorde con las escasas posibilidades
socio - profesionales de la época.

En la etapa revolucionaria iniciada en 1959,
la carrera se adscribe a la Facultad de Quimica,
en virtud de los nuevos lineamientos de la
direccion del pais y el movimiento educacional
que se produce.

Producto del analisis de una comision
integrada por representantes de organismos y
de la propia Universidad de la Habana se
consolidé el criterio de conformar un nuevo

profesional, el Licenciado en Bioquimica
Farmaceéutica, lo que dio lugar a la fundacién de
la escuela que llevd este mismo nombre. La
preparacion de este profesional se estructurd
sobre la base de un plan de estudios que
contemplaba una formacién basica en materia
bioquimica y fisico - quimica comun, y una
ensefanza especializada en los ultimos dos
afnos, que convergia a una especializacion en
Tecnologia Farmacéutica, para cumplir de esta
forma los requerimientos nacionales de
consolidar unaindustria farmacéutica.

Posteriormente, en 1976, producto de la
estructura adoptada por la Universidad de la
Habana, y en atencion a criterios de
racionalizacién organizativa, la ensefianza
farmacéutica se adscribié a la Facultad de
Biologia.

Al valorar las tendencias mundiales, la
masividad de los servicios médicos en el pais 'y
la jerarquizacion que se le ofrecia al profesional
farmacéutico basandose en los planes de
desarrollo en toda la nacion, se crea en 1984 |a
Facultad de Farmacia de la Universidad de la
Habana, ampliandose posteriormente la
educacion farmacéutica a la Universidad de las
Villas y ala Universidad de Oriente.

El estudio que se realiza divide a la
educacién farmacéutica cubana en 3 planes que
los denominamos PLAN A (1976-1985), PLAN B
(1986-1989) y PLAN C (1990 al presente), que
estan delimitados solo en la temporalidad.

Tanto los planes A como los B fueron la
resultante de un enfoque verticalizado hacia la
practica industrial, obviandose la formacion
especifica en las actividades propias del
servicio farmacéutico, aspecto éste en reclamo
para el fortalecimiento de los servicios médicos
nacionales.

La caracterizacion del tratamiento de la
formacion clinica en los planes de estudio de la
Carrera de Licenciatura en Ciencias
Farmacéuticas en Cuba, se realiza sobre la
base de los aspectos siguientes:

« Organizacion y estructuracion de los planes
de estudios

e Lugar y enfoque de la actividad clinico
farmacéutica en el curriculo

« Balance de la actividad practica en lo
referente a la practica clinico farmacéutica

- Tratamiento a la practica clinico
farmacéutica en el contexto de la Disciplina

Principal Integradora.

Plan B: Desde 1986 hasta 1989

La primera caracteristica que debe
seflalarse es la no existencia de una
organizacion o estructuracion disciplinaria en el
disefio de la carrera, por lo que se hara
referencia al sistema de objetivos y contenidos
de las asignaturas que tributan directamente ala
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formacion clinica del profesional farmacéutico,

esto es, Biologia Celular, Fisiologia,

Farmacologia, Toxicologia, Bioquimica General

lyll.

Del anadlisis de estos programas es posible

resumir las caracteristicas siguientes:

« Imprecision en el disefio de los objetivos, con
omision de la declaracion de su nivel de
profundidad.

- Solapamiento de los objetivos y contenidos
de las asignaturas, lo que denota
insuficiencias en el dominio de las ciencias
que las sustentan y los elementos que de
éstas deben ser llevados al proceso de
ensefianza - aprendizaje.

« No se aprecia en estos programas una
orientacién hacia la explicacion vy
comprension por parte del estudiante del
fundamento molecular de las acciones
farmacologicas de los medicamentos.

En términos generales estas asignaturas se
caracterizan por un elevado numero de temas,
de los cuales se destaca el enfoque que debe
ser biologico, en ningun caso se sefiala el
farmaceéutico.

Otro rasgo distintivo de estos programas es
la precision de las horas dedicadas a los
distintos tipos de clases, asi como, de las que el
estudiante dedica al estudio independiente y la
bibliografia para el estudio de la asignatura.

En estos programas la mayor parte del
tiempo se dedica alas actividades tedricas.

En las horas dedicadas a practicas solo se
precisa la practica de laboratorio, excepto en
Biofarmacia donde se contempla la realizacién
de clases practicas y seminarios.

En esta etapa, la practica de produccion no
garantizaba una adecuada rotacion del
estudiante por todas las esferas de su actuacion
profesional.

Plan C. Desde 1990 hasta la actualidad

El disefo curricular de la carrera de
Licenciatura en Ciencias Farmacéuticas se
sustenta en el Modelo de Procesos
Conscientes, en el cual se establece como
documento rector del Plan de Estudios el
modelo del profesional; se parte de los
problemas profesionales, los campos de accion,
las esferas de actuacion y los modos de
actuacion, como elementos que permiten
precisar el perfil del futuro profesional .

En correspondencia con esta concepcion
en el Anteproyecto de Plan “C” se precisan los
elementos anteriores, con excepcion de los
modos de actuacion, lo que evidencia que los
mismos no fueron tenidos en cuenta en el
proceso de disefio de la carrera.

La primera caracteristica a sefalar en esta
etapa es la organizacion disciplinar, como
muestra de un mayor caracter de sistema. Dado

el campo de accion de esta investigacion, se
hara referencia solamente a aquellas disciplinas
que por sus objetivos y contenidos contribuyen a
la formacion clinica del farmacéutico de manera
directa: Biofarmaciay Ciencias Biomédicas.

Es distintivo en esta etapa el surgimiento de
una disciplina integradora: Practica Laboral
Farmacéutica (PRALAFAR), la cual contiene
asignaturas que contribuyen a la formacion
clinica del farmacéutico. (PRALAFAR Il y V).

Se destaca en estos programas la
orientacion de los objetivos y contenidos hacia
su vinculacion y posterior aplicacion en el
campo de la clinica, en respuesta a las
demandas de los servicios nacionales de salud.

En esta etapa se pone de manifiesto en el
sistema de objetivos, contenidos y habilidades
la comprension de la importancia del paciente
como el factor determinante en la calidad del
medicamento.

Se incrementa el nimero de asignaturas,
entre las cuales se encuentran Anatomia, y
Bioquimica Clinica, que contribuyen
directamente a la formacién del perfil que se
trata en esta investigacion. En esta etapa se
pone de manifiesto mayor dominio por parte de
la Comisién Nacional de Carreras de Farmacia
de la categoria objetivo, aunque aun presentan
imprecisiones. Igualmente se manifiesta el
principio de la derivacion gradual de objetivos al
sefialarse los generales (Programa de las
disciplinas) y a partir de éstos los particulares
(Programa de asignaturas).

Apartir del Plan de Estudios “C” se aprecia la
tendencia al incremento de la actividad practica
donde existe, una diferencia notable con el plan
anterior, donde dicha actividad era deficiente Se
dirige la formacion del profesional hacia
aquellas actividades que redunden en un
incremento de la efectividad y potencialidad de
los servicios de salud, lo que demuestra la
comprension de laimportancia de esta actividad
y de la responsabilidad del farmacéutico en la
realizacion de las mismas. Aumentan las
actividades encaminadas a lograr un dominio
integral de los servicios de farmacia
comunitaria, hospitalaria y clinica.

No obstante, aunque este modelo
representa una concepcion mas amplia de la
actividad farmacéutica, aun predominan las
tareas relacionadas con la direccion y
administracion de Farmacia, asi como las
relacionadas con la actividad industrial.

Modelos y Metodologias de Diseno
Curricular aplicadas en la Educacion
Superior Cubana

La concepcion de los planes de estudios de
las carreras en la Educacion Superior Cubana
se sustentan en el Modelo de los Procesos
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Conscientes que se desarrollo sobre la Teoria
Didactica de Alvarez de Zayas en la cual, a partir
de los problemas profesionales y con
determinada generalizacion de los mismos, se
prevé la determinacion del objeto de la profesion
que precisa los campos de accion y las esferas
de actuacion®.

Los campos de accion los aspectos
esenciales de los conocimientos, la l6gica y los
métodos de la ciencia que son llevados al
proceso docente; y las esferas de actuacion las
que precisan donde se manifiesta el objeto, o
sea, donde se requiere la accion de este
profesional. Con la ayuda del sistema de leyes y
categorias del propio autor, se explica el
proceso de formacién de profesionales, desde
la aplicacién de los enfoques sistémico -
estructural, dialéctico y genérico, y apoyado en
las teorias de la actividad y la comunicacion.
Dentro de este modelo de disefio curricular,
también se identifica el modo de actuacién como
generalizacion de los métodos de trabajo del
profesional, caracterizando la actuacion del
profesional independientemente del objeto
sobre el cual desarrolla su actividad.

En sintesis, el sujeto, al apropiarse de los
modos de actuacién es capaz de actuar
independientemente de las manifestaciones del
objeto de trabajo de su profesion. Sin embargo,
en dicho modelo no quedé bien precisa la
importancia de los modos de actuacion ni su
relacion con el resto de los componentes del
disefio y, en consecuencia, no formaron parte
del modelo del profesional. De manera que no
se usaron los modos de actuacién ni en la
concepcion del proyecto curricular como tal, ni
en su aplicacioén practica.

El Modelo de Actuacion Profesional
pretende superar esta insuficiencia a través de
una concepcion que descansa en la articulacion
entre el conocimiento de la ciencia y los
problemas propios de la profesion, expresada
en la légica de los Modos de Actuacion
Profesional y los problemas mas generales y
frecuentes de la misma. De alli que al conocer
estos problemas, se deba, por la misma via de
las encuestas, precisar los métodos de solucion
profesionales a dichos problemas, lo que
permitira conformar los modos de actuacion
profesional

De una parte se determinan los Campos de
Accion y las Esferas de Actuacion en una
generalizacion de problemas que se
corresponda con los problemas mas generales
y frecuentes que se dan en el eslabdn de base
de la profesion.

De forma paralela y a partir de los propios
Problemas Profesionales, se determinan los
meétodos de solucidon de estos problemas, los
que se generalizan al conformar los Modos de
Actuacién. Queda, por otra parte, el objeto de

trabajo de la profesion y por otra, aun, los
Modos de Actuacion; estableciéndose la
relacion entre el objeto y el método, sinla cual no
se daria solucion al problema.

Este analisis esta en el plano de la profesion,
o sea, externo al proceso de ensefianza-
aprendizaje, dado que lo que se considera es el
Objeto de Trabajo de la profesion y los Modos de
Actuacion sobre dicho objeto. La interrelacion
entre el objeto de trabajo de la profesion y los
modos de actuacion conforma el objeto de la
profesion™.

A partir de los modos de actuacion y como
expresion didactica de éstos, se elabora la
l6gica esencial de la profesion. La ldgica
esencial de la profesién esta concebida a partir
de la definicion de invariante de habilidad dada
por Fuentes y Col.”; elemento tomado del
modelo de disefio propuesto por el mismo autor
como una alternativa ante el Modelo de
Procesos Conscientes, donde se define el
invariante de habilidad como la integracion,
segun determinada l6gica de habilidades con un
alto nivel de generalizacion, a partir de las
cuales se pueden enfrentar  multiples
problemas particulares. Esta logica esta
sustentada en un sistema de habilidades l6gicas
y un conjunto de valores y motivaciones
profesionales.

Este modelo demuestra el significado del
tratamiento a los modos de actuacion
profesional en el plano didactico, ello implica
determinar cuales son las habilidades y
conocimientos mas generales de los que debe
apropiarse el estudiante, la I6gica con que debe
actuar al interaccionar con el objeto y las
motivaciones y valores que como profesional
debe tener al desarrollar su actividad, todo lo
cual ha de adquirir en un proceso consciente en
el que, de manera participativa se relacione con
su colectivoy con la sociedad.

CONCLUSIONES

En el analisis del desarrollo historico de las
tendencias en la formacién del profesional
farmacéutico cubano, se manifiesta el énfasis
en aquellos aspectos que garantizan, dentro
del curriculo, la formacién de conocimientos y
habilidades necesarios para el ejercicio de las
funciones clinicas de la profesién, lo cual
evidencia una influencia del desarrollo
alcanzado por las ciencias y la practica de
farmacia contemporaneas.

Los farmacéuticos contintan
desempenandose ampliamente en funciones
técnicas y administrativas, y existe una pobre
identificacion con los problemas relacionados
con el objeto de su profesion, presentes en el
sector asistencial.

La ensefianza de la Farmacia ha estado
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influida por los adelantos y cambios que se han
producido en la practica de la profesiéon. La
formacion clinica del profesional continta
sustentado en el concepto de Farmacia Clinica,
en el cual se aprecia la tendencia a centrar las
actividades profesionales en el medicamento

El curriculum de Farmacia, sin perder de
vista la formaciéon en materia de Farmacia
Industrial, en consonancia con las necesidades
economicas, debera reforzar la formacién en el
campo de la clinica si en realidad se pretende
formar un profesional capaz de insertarse de
manera exitosa en un equipo de salud y
desempenfarse con éxito en este medio.

El estudiante tendra que formarse en el
contexto de un curriculo que atienda los
principales problemas que se presentan en el
campo de la clinica y la responsabilidad del
profesional con el paciente y su calidad de vida,
contemplando la comunicacion con éste y el
resto de los profesionales de equipo de salud en
un proceso estrechamente vinculado con su
contexto, acorde con la demanda social de
garantizar una utilizacion segura y adecuada de
los medicamentos.
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tema presentados en forma légica e integrada El autor debe tener en cuenta todos los trabajos publicados que han hecho
avanzar el tema, o que lo habrian hecho avanzar si se hubiesen tomado en consideracion. Notas cientificas informes de
resultados de una investigacion.
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Sino se cumple con los requisitos formales o la calidad, el articulo podra ser rechazado.

ESTRUCTURA:

Los articulos cientificos originales deberan estructurarse con el orden siguiente:

Titulo, debe ser conciso, preposicion corta, objetiva y descriptiva que facilite su registro en un indice de

materias; no mas de 15 palabras. Su objeto es dar a conocer al lector el contenido esencial del articulo. No debe
sobrecargarse con informacién expuesta en forma de abreviaturas, paréntesis, férmulas o caracteres desconoci dos
en el idioma espafiol, no usar verbos en presente. No afiadir un subtitulo, porque todo ello se suple con el resumen
analiticoy las palabras clave. Presentar en espafol e inglés.

Autor (es) einstitucion (es) y afiliacién, escribirel Primer nombre, inicial del segundo, cuandose

consideran dos apellidos, deben estar unidos por un guion y estar referenciados con superindice numerales. La
presentacion se hara, en orden de aporte real, al final del articulo consignar la direccién del autor para fines de
correspondencia. No consignar cargos, grados ni titulos, sélo |la especialidad. Incluir resefia bibliografica del autor (s).
Resumen y Abstract: Seccion corta con un maximo de 200 palabras, pero no menor de 100 palabras. Debe estar
redactado en forma de oraciones conexas, debe ser selectivo e indicativo, que dé al lector

una informacion global del trabajo. Al redactar el resumen, los autores no deben olvidar que, probablemente,
sera esa la unica parte del articulo que leera la mayoria de los lectores. Tiene una doble finalidad: a) Proporcionar a
determinados lectores, tanto al especialista en el tema como al cientifico que lee (“hojea”) una publicacion, una
informacion suficiente que les permita juzgar si les conviene profundizar en el texto. b) Acelerar el trabajo de los
servicios de resimenes analiticos de manera que puedan reproducir inmediatamente el resumen en cuestion. Un
resumen bien formulado, que guarde relaciéon con

un titulo adecuado y con un conjunto de palabras clave, constituye una gran ayuda para el mejoramiento general de los
servicios de informacién en el campo cientifico. El resumen debe incluir, de manera detallada pero sucinta, los
resultados y conclusiones del articulo, ajustandose al espacio a ello destinado, e indicar, dentro de estos limites, todo
tipo de informacion nueva que contenga el articulo. No debera contener datos o consideraciones que no figuren en el
texto ni detalles de interés secundario. Deben evitarse las citas del texto “aisladas” o las referencias a figuras que
aparezcan en el mismo (ya que el resumen no incluye referencias ni ilustraciones). Por razones similares, el texto del
resumen no debe estar redactado en primera persona. Calificar la manera en que han sido tratados los diversos
aspectos de la materia con adjetivos como “sucinto”, “detallado”, “tedrico”, “experimental”, etc. Debe evitarse el empleo
de férmulas graficas, simbolos y caracteres en otros alfabetos.

Incluye lista de palabras clave del trabajo (de 2 a 6), palabras que se usan para la indizacion del trabajo y la busqueda
de informacion en las bibliotecas, permite adoptar un enfoque mas informativo. El abstract es la traduccion del
resumen y debe ser redactado en un solo parrafo, siguiendo el estilo del idioma inglés. Debe ser colocado luego del
resumen.

Introduccién: Presentacién del trabajo, considerando sus antecedentes, significado, problema e hipétesis, en el
caso de las investigaciones explicativas. La introduccion debe explicar la finalidad del

articulo. Sien un articulo de investigacion se incluye una resefia critica o histérica de los conocimientos existentes, ésta
debe limitarse estrictamente al tema tratado en el articulo. Debe exponerse el tema de la manera mas concisa
posible, utilizar un vocabulario sencillo y directo. La terminologia ylanomenclatura, aunque forman parte del
lenguaje cientifico, han de usarse con sentido critico y con mesura; debe ir acompafiada de una explicacion sobre la
derivacion y construccion del término o nombre en cuestion. Los nuevos términos deben introducirse solo para
fendmenos que se mencionan con frecuencia y que no pueden describirse recurriendo a breves expresiones de uso
comun. Los términos deben elaborarse teniendo debidamente en cuenta su etimologia y contenido semantico.
Deberan procurar que sus articulos contengan todos los datos que contribuyan a la comprensién del articulo y con ese
fin, daran las explicaciones necesarias sobre el sentido de los simbolos y abreviaturas empleados. Los autores no
deben utilizar demasiadas abreviaturas poco corrientes y sobre todo, las que designen términos de escasa utilizacion,
ya que esa practica dificulta considerablemente la lectura de los articulos. Deben aclarar qué partes del articulo
representan contribuciones propias y cudles corresponden a aportes de otros investigadores, para poner de
manifiesto el progreso que suponen los nuevos trabajos y resultados para el conocimiento del tema. Deben
especificar cuidadosamente en el texto las limitaciones del trabajo realizado, el grado de validez de sus conclusiones,
las fuentes de error y los errores probables en los datos presentados. No deben adoptar una actitud excesivamente
optimista respecto de la precision de su trabajo, la universalidad de sus conclusiones o la aplicabilidad de los resultados
obtenidos. Si por consideraciones de propiedad industrial o de seguridad nacional el autor se ve obligado a
limitar sensiblemente la informacién cientifica que ha de contener el articulo, esto debe quedar sefialado en el texto, que
en cuyo caso suele convertirse en una “publicacion provisional”. Las citas bibliograficas se ajustaran a la norma
internacional Vancouver: nimeros arabicos exponenciales (super indices) al final del parrafo en orden ascendente. En
esas referencias se expresara el debido reconocimiento de los trabajos que hayan permitido realizar la nueva
aportacion. Debe evitarse, dentro de lo posible, toda referencia a comunicaciones y documentos privados de difusion
limitada y que corresponda a una referencia completa en la lista de referencias que figura al final del trabajo.

Material y Métodos: Descritos en forma concisay precisa, para facilitar la réplica del trabajo para otros investigadores.
Amenos que sean procedimientos nuevos deberan ser descritos en detalle.
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Procedimientos y técnicas ya publicados deben ser citados. Los materiales poco usuales y los procedimientos
nuevos deben referirse en detalle.

Resultados: Deben referirse en forma clara y concreta a lo observado ya que es el nuevo conocimiento que se
comunica, Seran expuestos en una secuencia légica, primero método, luego resultados con ayuda de cuadros, figuras o
graficos que, objetivamente, aclaren el texto o reemplacen, en forma concreta y directa, lo que podria expresarse en
palabras. No debe ser una repeticiéon de la seccion Material y Métodos o figuras; en la parte final indicar las
observaciones contrapuestas, debe tener numeracion y titulos adecuados. Incluye los graficos, las Tablas y Figuras
(Fig.) evitandose toda duplicidad.

Discusion: Disefiada paradecir qué significan los resultados obtenidos, en forma clara y precisa, estableciendo
razones de causa y efecto y relacion con principios, teorias y leyes, con citas de autores consultados igual que la
introduccion (super indices). Se debe buscar generalizaciones y establecer las posibles implicancias de los nuevos
conocimientos, evitando: (i) repetir los datos presentados en Resultados, y (ii) plantear hipétesis que no se apoyen en
los resultados del trabajo.

Conclusiones: Seccion opcional que se incluye usualmente en articulos que tienen una discusion larga.
Presenta y resume los aportes mas importantes de la investigacion, en base a los objetivos propuestos en la
introduccion consigna si se logré contestar las preguntas formuladas o no. Indica las perspectivas consecuentes al
trabajo desarrollado.

Agradecimiento:  Siempre que se brinde a personas y/o instituciones que hayan  contribuido
significativamente a la investigacion o a la calidad del manuscrito, indicando motivo del agradecimiento, identificacion
del beneficio recibido, nombres y direcciones.

Referencias bibliograficas: Sélo los citados en el texto y que constituyen un selecto grupo de articulos o teorias
estrechamente relacionadas con la investigacion. Estructurarlos siguiendo el estilo Vancouver, con numeros arabigos
exponenciales (super indices) en orden de aparicion. La lista de referencias debe

elaborarse con especial cuidado, considerando cada uno de los elementos y prestando atencion a los detalles de
puntuacion, no hay limite para su inclusion en los temas cientificos a publicar. Si la referencia es de Internet usar las
reglas acordadas a nivel internacional. Las referencias de congresos, resimenes, informes, datos no publicados no
deben serincorporadas, en todo caso ira entre paréntesis en el texto.

Para el caso de textos electréonicos, base de datos y programas informaticos, segun la estructura establecida en la
1SO 690-2

Apellido (s), nombre. Titulo [tipo de soporte]. Edicién. Lugar de Edicion: editor, fecha de edicion, fecha de
actualizacion o revision. [Fecha de consulta]. Descripcion fisica. (Serie). Notas.

Disponibilidad y acceso, nimero normalizado.

Ejemplo: World cat [en linea]. [Dublin, Ohio]: OCLC. [Consulta: 6 mayo 1997]. Base de datos bibliografica disponible en
el distribuidor OCLC First search porlared IPSS via IBERPAC. También disponible en: http://www.ref.uk.oclc.org:2000.

Para el caso de textos bibliograficos, segun ISO 690

Apellido (s), Nombre. Titulo [Subtitulo] [Traduccién]. Responsabilidad subordinada: Editor, traductor.
Edicion. Indicacion de fasciculos, volumen, nimero. Editorial, afo de publicacién.

Numero de paginas o volimenes.

Ejemplo: Larguia AM. Factores antiinfecciosos en la leche humana. En: O'Donnell AM. Nutricién infantil. Buenos Aires:
Editorial Celsius; 1986: 357-380.

Tablas: Conjuntos ordenados y sistematicos de valores agrupados en renglones y columnas, sélo 3 lineas
horizontales y ninguna vertical. Cada cuadro debe tener un titulo, precedido de un nimero arabigo, los titulos deben ser
claros y entendibles por si mismos, sin necesidad de referirse al texto. Deben ir acompafados de una leyenda
explicativa y no un simple titulo o referencia a una explicaciéon que figura en el cuerpo del texto. Las llamadas o notas al
pie de tablas se haran mediante letras colocadas como exponentes (voladitos) en orden alfabético, no se debe usar
asteriscos. Los niUmeros en una tabla van alineados por el decimal representado por una coma. Los cuadros que
contienen elementos graficos distintos de caracteres normales y de lineas horizontales (lineas irregulares, férmulas y
simbolos pocos comunes, etc.) deben dibujarse, para ser reproducidos como “figuras”.

Si se presentan en las tablas, datos de otras fuentes, publicadas o no, se deben obtener los correspondientes
permisos y reconocer publicamente las fuentes en cuestion.

llustraciones: Las ilustraciones deben planearse de tal forma que abarquen todo el espacio que ocupa el texto o el de
una columna. Si se utiliza un ancho intermedio, debe preverse un espacio suficiente para colocar la leyenda al lado de la
figura dentro del area destinada al texto. El costo de reproduccion de una ilustracion se basa en el marco rectangular
mas pequeio dentro del cual puede acomodare la figura. No deben dejarse angulos abiertos o espacios innecesarios
entre los elementos de figuras multiples. Todas las ilustraciones deben ir acompafiadas de una leyenda explicativa y no
solamente de titulos o referencias que figuran en el texto. La explicacion de los simbolos se dara inmediatamente
después del simbolo
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correspondiente de laleyenda y no mediante una llamada incluida en la misma. Comprende: Dibujos, con
tinta china en papel canson. Los dibujos lineales deben realizarse con trazados de igual espesor y
ennegrecimiento. Para las partes sombreadas, no deben emplearse tramas dibujadas o adheridas con
lineas demasiado préximas. Las lineas deben interrumpirse, sobre todo, cuando interfieren con elementos
del texto. Las tramas demasiado densas, los dngulos entre cuadriculas y las partes sobrecargadas de
detalles tienden a ennegrecerse demasiado al utilizarse todos los métodos de reproduccion comunes, en
particular cuando se efectian reducciones. Ademas, suelen hacerse mas visibles las irregularidades y
otras imperfecciones de las lineas. [Fotografias, y reproducciones digitales, originales, calidad
profesional, nitidas y buen contraste y resolucion, en formato JPG, incluye datos de autor, afo, lugar y
pequefa descripcion del contenido. Las fotografias destinadas a ilustraciones de medio tono deben
revelarse sobre papel blanco brillante.

Graficos, los titulos y explicaciones deben incluirse en la leyenda ubicada en la parte inferior. Si se utiliza
una figura previamente publicada, se debe identificar la fuente original y enviar junto con el manuscrito la
autorizacion por escrito del propietario de los derechos de autor para reproducir el material.

Para el caso de las Notas Cientificas, el orden debe ser: titulo, autor (es), institucion (es) resumen con
palabras claves al final, abstract con key words al final, cuerpo (donde en forma continua y resumida se
redactara la introduccion, material y métodos, resultados (se puede incluir Tablas y Figuras), discusion,
agradecimientos (silo hubiera) y referencias bibliograficas.

Para el caso de las Revisiones: Titulo, autor (es), institucién (es), contenido (con titulos y subtitulos),
introduccién (a modo de presentacion), desarrollo de los temas propuestos en el contenido, conclusiones,
agradecimientos (silos hubiera) y referencias bibliograficas.

El costo de la publicaciéon segun lo establecido en el TUPA 2010 procedimiento N° 52 de Servicios
Exclusivos- Revisién de Informes Finales de Investigacion para publicacion en Revista SCIENDO es de
DIEZ Y 00/100 NUEVOS SOLES (S/. 10.00) derecho cancelado en Tesoreria de la UNT y presentado
juntamente con la solicitud en la GICPSEU.

El Comité Editor de la Revista esta conformado por los docentes Julio Chico Ruiz — Director, Manuel
Rodriguez Lacherre — Editory 7 integrantes del Comité Editorial.

Contactos: Gerencia de Investigacion Cientifica, Proyeccion Social y Extension Universitaria —
GICPSEU-UNT sitoen

Jr. Diego de AlImagro N° 344 —Teléfono 044 224505 —

E-mail: PRO_INVES_UNT@hotmail.com.

- 106 -



Editorial Imprenta Lider Grafico S.r.l.
Se terminé de imprimir
en sus Talleres
en Marzo del 2012.
Direccion Jr. Junin 308 - Telefax.: 044 292403
Email: lidergraficosri@yahoo.es
Truijillo - Peru



A inicios del siglo XX, en las Conferencias de Solvay, (1927) estuvieron reunidos: Einsten, Plank,

Schrodinger, Bohr, Heisenberg, Compton, Born, Lorentz, Curie, entre otros. Todos ellos que ahora
conocemos por que llevan sus nombres muchas ecuaciones y teorias de la fisica que manejamos o
estudiamos en el colegio o la universidad.
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