Caowionta imA)
Cow warte (wA)

o0 1 m ow m

Potencisl i




ISSN 2591-6653

NATURALIA PATAGONICA

Volumen 16 — 2020

Facultad de Ciencias Naturales y Ciencias de la Salud
Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco

Director
Dr. Osvaldo Le6én Cérdoba

Secretaria de Redaccion
Dra. Maria Lujan Flores

Tesorera
Dra. Mabel Sandra Feijéo

Editor
Dr. Osvaldo Ledn Cérdoba

Comité Editor
Dra. Graciela Pinto Vitorino
Dra. Nerina lantanos
Dra. Monica Casarosa
Dra. Ofelia Iris Maria Katusich
Lic. Judith Garrido

Evaluadores

Dra. Estela Lopretto Dra. Martha Gattuso Dra. Nadia Arias

Dra. Marta Collantes Dr. Carlos Arturo Stortz Dr. Osvaldo Le6n Cérdoba

Dr. Gabriel Oliva Dr. Diego Pol Dra. Alicia Boraso

Dr. Juan Manuel Sayago Dra. Susana Gorzalczany Dra. Maria Cristina Matulewicz
Ing. Agr. Antonio D. Dalmasso Dra. Maria Lujan Flores Dra. Isabel Moreno Castillo
Dra. Mirta E. Valencia Dra. Nora M. Andrea Ponce Dra. Adriana Broussalis

Dra. Maria Elena Arce

Editorial:

Facultad de Ciencias Naturales y Ciencias de la Salud
Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco

Ciudad Universitaria Km 4, 9005, Comodoro Rivadavia, Chubut



EDITORIAL

Estimados lectores

Con esta publicacion se realiza la entrega del Volumen 16 de
nuestra revista Naturalia Patagonica, desde su relanzamiento en el afio 2002. Este
namero incluye una nota corta, doce articulos originales y cinco resumenes de tesis
doctorales realizados por docentes e investigadores de nuestra Facultad.

Este nimero se destaca por ser el que mas articulos originales
incluye desde el relanzamiento de la revista. Agradecemos desde ya el trabajo y la
decision de los investigadores de nuestra institucidn y de otras instituciones, incluso del
extranjero, de optar por nuestra revista para la publicacion de sus investigaciones.

Es de esperar que los siguientes nimeros contengan cada vez mas
trabajos, lo cual resulta muy importante para dar a conocer al mundo cientifico, la
experiencia y el conocimiento alcanzado a través de los afios sobre temas de la
Patagonia Argentina y del pais en su conjunto.

Claramente es un afio atipico. La pandemia ha modificado todas
las actividades previstas, tanto de investigacion como de ensefianza, ademas de las
personales. Y aunque tomd por sorpresa a la sociedad en general y a la clase politica
en particular, es claro que en la comunidad cientifica se hablaba sobre esta posibilidad.
Al respecto, cabe mencionar al cientifico Vaclav Smil, quien en su libro Global
Catastrophes and Trends del afio 2008 mencionaba que “la posibilidad de una pandemia
de influenza durante los proximos 50 afios es virtualmente del 100 %; al cientifico David
Quammen, quien en su libro Spillover (2013) mencionaba que “el siguiente cataclismo
provocado por una pandemia similar a las de 1918 seria mas probablemente debido a un
virus de origen animal”; al exdirector de la Oficina de Asistencia para Desastres
Externos de Estados Unidos, Jeremy Konyndyk, quien escribi6 en un articulo de 2017
“una nueva gran crisis sanitaria global es una cuestion de cuando, no de si”. También el
virélogo Robert Webster quien en su libro Flu Hunter: Unlocking the secrets of a
virus (2019) mencioné “una pandemia mortal y disruptiva es solo cuestion de tiempo”, y
“la naturaleza eventualmente va a desafiar de nuevo a la humanidad con un equivalente
al virus de la influenza de 1918”.

Claramente la gripe espafiola o virus de la influenza de 1918 es un
punto de referencia; producida por el virus HIN1, fue responsable de una pandemia
entre 1918 a 1920 con un numero estimado de 25 a 50 millones de muertos. Pero luego
hubo otras pandemias. Asi, podemos mencionar la gripe asiatica de 1957, originaria de
China con mas de 1 milléon de muertos; la gripe de Hong Kong de 1968 con un nimero
similar de muertos; la gripe rusa de 1977; el HIV de 1977; el sindrome respiratorio
agudo severo (SARS) de 2002; la gripe aviaria de 2003, producida por la cepa H5N1;
la gripe A o gripe porcina del 2009, producida por el Influenzavirus A (subtipo HIN1);
el ébola, que desde su aparicion en 1976 ha producido diversos brotes siendo el mas
importante el de 2014 a 2016. Y, permitanme aclarar, que este breve listado no esta
completo.

En 2015 en una charla TED, Bill Gates hablé sobre la falta de
politicas de preparacién ante una posible pandemia causada por algun virus altamente
infeccioso y bajo circunstancias que alienten su diseminacion; y una vez mas, presento
un modelo de los contagios que provocaria un virus como el de 1918. En un reportaje
del The Wall Street Journal, inst6 a los candidatos presidenciales de las elecciones de
Estados Unidos de 2016, a priorizar esfuerzos en preparativos ante una posible
pandemia.

Estos mensajes y muchos otros, claramente no fueron escuchados.



Desde el encubrimiento inicial del Gobierno Chino, las dubitativas
acciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la negacion a la realidad de
los diferentes actores politicos (en muchos casos llegando al ridiculo), la falta de
conocimiento y de busqueda de informacion por parte de autoridades, sumado a un
deterioro masivo de los sistemas de Salud a nivel mundial (con escasas excepciones), la
superpoblacion y la globalizacion como una realidad politico social, generaron todos
los ingredientes necesarios para el desarrollo incontrolable de esta pandemia.
Lamentablemente, esto contintda, no sélo por la falta de capacidad de control y
prevencioén, sino porque ademas se suman rebrotes en el mundo y la aparicion de
nuevas cepas debido a las mutaciones del virus.

La pandemia de COVID-19 (enfermedad producida por
coronavirus del 2019), es ocasionada por el virus SARS-CoV-2 (coronavirus productor
del sindrome respiratorio agudo grave tipo 2). La OMS la reconocié como una
pandemia el 11 de marzo de 2020. Como resultado de lo sucedido, a fines de diciembre
del 2020 se han informado unos 80 millones de casos en 254 paises y territorios en el
mundo, con alrededor de 1,8 millones de muertos. El impacto social y econémico a nivel
mundial ha sido devastador.

Desde la revista queremos expresar en este contexto, nuestro
agradecimiento al personal de salud y demas intervinientes en la lucha contra la
pandemia. Destacamos ademas el intenso trabajo de alumnos, exalumnos, docentes,
investigadores y exdocentes de nuestra Facultad que participan en la primera linea de
batalla contra esta enfermedad.

Como siempre, estamos a disposicién de todas las consultas y/o
sugerencias que los lectores y autores deseen hacernos llegar, esperando se traduzcan
en beneficios para todos en su conjunto.

Agradecemos como con cada nimero, a la Facultad de Ciencias
Naturales y Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de la Patagonia San Juan
Bosco, por el espacio en la web correspondiente.

Todos los nimeros de nuestra revista se pueden descargar en forma
gratuita desde nuestra direccion web http://www.fcn.unp.edu.ar/sitio/naturalia.

Confiamos en la buena receptividad de Naturalia Patagénica entre
nuestros lectores habituales y entre los lectores en general, que se interesen por la
problematica de las Ciencias Naturales y las Ciencias de la Salud especialmente en el
ambito de la regién, invitando ademas a que se continden sumando autores regionales
y de otras latitudes, enviando su produccién cientifica para nuestro siguiente nimero.

A todos, Felices Fiestas!!!

Dr. Osvaldo Ledn Cérdoba - Director



A la memoria de MAHABIR PRASHAD GUPTA. Q.E.P.D. (1942-2020)

El Dr. Mahabir Prashad Gupta habia nacido el 3 de octubre de 1942 en Gajsinghpur, India.
En 1963 se licencié en Farmacia en la Universidad de Rajasthan, Pilani, India, y en 1965 obtuvo el
titulo de Master of Science en la Banaras Hindu University, Varanasi. Posteriormente, durante
el periodo 1967-1971, realiz6 su tesis doctoral en la Universidad de Washington (Washington State
University). Durante esos afios ademas ejercio como Teaching Assistent. De 1971 a 1972 se traslado a
la Universidad de Munich (Ludwig-Maximilians Unibversitat Munchen), desarrollando sus
investigaciones postdoctorales en Quimica de Productos Naturales y Farmacognosia. En dicha
universidad fue invitado por el Dr. Ceferino Sanchez Jorquera, espafiol naturalizado panamefio,
Director en aquel tiempo de la Escuela de Farmacia y Farmaceutico del ambito Iberoamericano,
creador de la Facultad de Farmacia y Rector de la Universidad de Panama, a incorporarse a la
Escuela de Farmacia como Profesor de Farmacognosia. Es asi que en 1972 el Dr. Gupta se fue a
Panamd, con la condicién de que le permitieran impartir sus clases en inglés, iniciando su extensa y
fructifera trayectoria que llegd hasta la actualidad. Un afio después ya daba sus clases en aceptable
espariol, incorporando esta lengua a otros idiomas que dominaba (hindi, el dialecto local de su lugar
de nacimiento, inglés'y aleman).

Durante su extensa trayectoria académica, publicé 317 trabajos en revistas indexadas de
impacto en sus areas de investigacion. Fue investigador pionero en etnobotanica, bioprospeccion,
quimica de productos naturales y descubrimiento de farmacos de la biodiversidad tropical
hispanoamericana.

En la Universidad de Panama desarrollé importantes funciones de gestion en investigacion
y docencia. Fue fundador y al momento de su partida era Director, del Centro de
Investigaciones Farmacogndsticas de la Flora Panamefia (CIFLORPAN), siendo ademas
Investigador Profesor Emérito de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia, Universidad
de Panama.

Participo en el Programa Iberoamericano de Ciencia, Tecnologia y Desarrollo (CYTED). Desde
1997 hasta 2004 fue Coordinador del Programa de Quimica Fina Farmacéutica y
posteriormente Gestor del Area de Salud, desde 2011 a 2015. Fue ademas miembro de
sociedades cientificas reconocidas (American Association for the Advancement of Science,
New York Academy of Sciences, American Society Pharmacognosy, Society for Medical
Plants Research, Sigma Xi, Rho Chi). Su vasta trayectoria cientifica, fue merecedora de
numerosos reconocimientos nacionales e internacionales; entre ellos, el International
Science Cooperation Award 2003 de la American Association for the Advancement of

Science, que le fue otorgado por sus continuos esfuerzos en la promocién de la cooperacion



cientifica internacional, particularmente en Iberoamérica, asi como por el estudio y la
utilizacion de la biodiversidad como fuente de nuevos farmacos. Fue también reconocido
por la Panamerican Health Organisation.

El Dr. Gupta, naturalizado panamefio, partio el pasado 14 de diciembre, victima de la Covid-
19, dejando una huella enmarcada por su disposicion constante a formar recursos humanos,
su vasta experiencia y sabiduria y su pasion por la Farmacognosia y los Productos
Naturales, fundamentalmente por la riqueza de plantas medicinales del exuberante tropico
panamefio. Llegue a todos sus familiares, colegas, amigos y quienes compartieron

momentos de su vida, nuestro sentido homenaje.

Diciembre de 2020.

Dra. Maria Lujan Flores — Dr. Osvaldo Le6n Cordoba



Naturalia Patagonica Vol. 16 (2020).

CONTENIDO

NOTA CORTA

Avistaje de un Petrel Gigante Comun Macronectes giganteus alimentdndose en una

laguna de agua dulce. Gabriel Punta 'y Sandro Sollazzo............cccccceviiiiieiiieciiciinnn, 01-05

ARTICULOS CIENTIFICOS

Analisis de impacto presupuestario del palivizumab en la seguridad social de Costa
Rica. Luis Guillermo Jiménez Herrera, Manuel Collazo Herrera, Ana M. Galvez Gonzalez

Célculo de propiedades moleculares y prediccion de bioactividad de un

lactoeremofilano aislado de Senecio filaginoides DC. Luz Arancibia, Mariana Naspi

Caracteristicas de frutos y semillas de especies nativas patagdnicas con potencial para
la restauracion ecoldgica e interés multiproposito. Liliana Contardi, Maria Florencia
UITEEAVIZCAYA. ...ttt itttk bbbttt ettt bbbttt ettt b e 24-42
Aspectos bioldgicos de la ictiofauna del curso inferior del rio Chubut (Patagonia,
Argentina). Ana E. Ruiz y Ricardo R. FONdacaro...........c.cccceeevveveiiie i 43-56
Alternativas para mejorar la disposicion final de residuos domiciliarios de

medicamentos. Romina I. Merino Valle, Rita R. Kurdelas, Adriana del Lujan Mangani

Disefio de dispositivos para la determinacion simultdnea de cromo Il y VI en
multivitaminicos. Luis Eduardo Ojeda, Marianela Jaguelina Vega, Silvia Alejandra
Lol o] T OSSR 65-76
Primer registro de epiteliocistis en dos especies de peces de arrecifes rocosos en Golfo
Nuevo (Chubut, Patagonia Argentina). Gabriela Nayla Novacovsky, Tamara Rubilar,
IMITA CTUZ SUBITO ...ttt sttt abe e s e e e ste st sbe e bt aneeseeseeaestesbeabesbeaneeneeneas 77-92
Analisis descriptivo de la utilizacion de inhibidores de la secrecion acida en pacientes
adultos en un hospital publico. Fernando Gabriel Olivares, Verénica Mabel Alvarez, Maria

Monserrat Urgel y Oria, Hugo César Sepulveda............cccccvvviieieenenene e, 93-110



Naturalia Patagonica Vol. 16 (2020).

Obtencion de Quitina y Quitosan por un método sustentable a partir de cascaras de
langostino. Virginia Pasotti, Adelaida Avila, Marisa Martinelli..................cccc.o....... 111-131
Perfil metabdlico y actividad bioldgica de Undaria pinnatifida (Harvey) Suringar
(Alariaceae) colectada en invierno en el Golfo San Jorge, Argentina. Diana Paula
Quezada, Maria Lujan Flores, Osvaldo Ledn Cordoba............ccccoevveveiiciicceeee, 132-142
Mucilago de Opuntia ficus indica como potencial excipiente natural de productos
cosmeéticos. Lisi Betiana Diez, Cristina Marisel Pérez Zamora, Ariel German Michaluk,
Maria Beatriz Nufiez, Carola Analia Torres, Ana Maria Gonzalez.............cc.cccueuen.. 143-157
Evaluacion del conocimiento sobre la utilizacién de la Anticoncepcion Hormonal de
Emergencia en alumnas de la Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco.
Claudia Vera, Rosmary Cardozo, Fiamma Corna, Agustina Maza, Antonella D’Angelo,
Marianela Robles, Andrea Carrizo, Camila Galarza, Sandra Alcalde Bahamonde, Analia
URFICN ... s s s e R e R e s 158-167

TESIS DE DOCTORADO DE DOCENTES E INVESTIGADORES DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y CIENCIAS DE LA SALUD
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PATAGONIA SAN JUAN
BOSCO.

Reproduccion y ecologia trofica del opistobranquio Pleurobranchaea sp. en Golfo
Nuevo, Chubut. Verena Diana BOKENNANS ..........cccooeieiiiiiiiicieeee e 168-173
Distribucion espacial de elefantes marinos y sus implicancias para el turismo y la
recreacion en Peninsula Valdés y zonas adyacentes. Maria Belén Gonzélez........ 174-179
Efecto del estrés fisico y el calentamiento global sobre gasterépodos marinos de costas
rocosas patagonicas. Rocio Aimé Nieto Vilela ..., 180-189
Histologia de la afeccion de Phytophthora austrocedri en los tejidos de conduccion de
Austrocedrus chilensis. OSCAr TFONCOSO ........eivverueeueieereaieseesseaseesseesseeseesseessesseens 190-194
Busqueda de metabolitos bioactivos con aplicacion farmaceudtica en Undaria pinnatifida
(Alariaceae), un alga parda invasora de las costas patagdnicas argentinas. Miriam
Delma ESCODAI DAZA ........c.oiuiiiiiiiiiieieieiie sttt sttt 195-200



Naturalia Patagonica Vol. 16 (2020).

CONTENTS

SHORT COMMUNICATIONS

A Southern Giant Petrel Macronectes giganteus feeding on a freshwater lagoon. Gabriel

Punta y SANAro SOHAZZO .........ccvoiiii e 1-5

RESEARCH ARTICLES

Analysis of the budgetary impact of palivizumab at social security of Costa Rica. Luis
Guillermo Jiménez Herrera, Manuel Collazo Herrera, Ana M. Galvez Gonzalez.......... 06-16
Calculation of molecular properties and prediction of bioactivity of a

lactoeremophilane isolated from Senecio filaginoides DC. Luz Arancibia, Mariana Naspi

Fruits and seeds characteristics of native Patagonian species with potential for
ecological restoration and interest multipurpose. Liliana Contardi, Maria Florencia
UITEIAVIZEAYA ... .cvveiveeteeieciee e ete et e st este s esteeste e st e s te e be e e e sseesteesteaseesteesbesnsesseenteensesneenseas 24-42
Biological aspects of the ichthyofauna from the lower course of the Chubut River
(Patagonia, Argentina). Ana E. Ruiz y Ricardo R. Fondacaro ............cccccocvverineninnne. 43-56
Alternative options of improving household pharmaceutical waste disposal. Romina I.
Merino Valle, Rita R. Kurdelas, Adriana del Lujan Mangani............cccccceeveveiieeiieennenn, 57-64
Devices design for the simultaneous determination of chromium 111 and VI in

multivitamins. Luis Eduardo Ojeda, Marianela Jaquelina Vega, Silvia Alejandra Miscoria

First record of epitheliocystis in two fish species of rocky reefs in Golfo Nuevo (Chubut,

Argentine Patagonia). Gabriela Nayla Novacovsky, Tamara Rubilar, Maria Cruz Sueiro

Descriptive analysis of the use of acid secretion inhibitors in adult patients in a public
hospital. Fernando Gabriel Olivares, Verénica Mabel Alvarez, Maria Monserrat Urgel y
Oria, HUQO CESar SEPUIVEUA ........cceeveiiecieeie ettt 93-110
Obtaining of Chitin and Chitosan by a sustainable method from prawn shrimps.
Virginia Pasotti, Adelaida Avila, Marisa Martinelli..........cocoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeenn, 111-131



Naturalia Patagonica Vol. 16 (2020).

Metabolic profile and biological activity of Undaria pinnatifida (Harvey) Suringar
(Alariaceae) collected at winter in the golfo San Jorge, Argentina. Diana P. Quezada,
Maria L. Flores, Osvaldo L. COrdoba............coovuveieiieiiiie i 132-142
Mucilage of Opuntia ficus indica as natural excipient potential of cosmetic products.
Lisi Betiana Diez, Cristina Marisel Pérez Zamora, Ariel German Michaluk, Maria Beatriz
Nufiez, Carola Analia Torres, Ana Maria Gonzalez............cc.ccoovvviiiiniieiciescenen, 143-157
Assessment of the knowledge on the use of the Hormonal Emergency Anticonception
in students of the Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco. Claudia Vera,
Rosmary Cardozo, Fiamma Corna, Agustina Maza, Antonella D’ Angelo, Marianela Robles,

Andrea Carrizo, Camila Galarza, Sandra Alcalde Bahamonde, Analia Uhrich......... 158-167

THESIS PHILOSOFICAL DOCTOR DEGREE OF RESEARCH OF THE
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y CIENCIAS DE LA SALUD
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PATAGONIA SAN JUAN
BOSCO.

Reproduction and trophic ecology of Pleurobranchaea sp. (Opistobranchia) in Golfo
Nuevo gulf, Patagonia, Argentina. Verena Diana Bokenhans .............ccccceeeivennnn 168-173
Spatial distribution of southern elephant seal and its implications for tourism and
recreation in Peninsula Valdés and adjacent areas. Maria Belén Gonzélez......... 174-179
Physical stress and global warming effects in Patagonian rocky intertidal gastropods.
ROCIO AIME NIEtO VIIEIa ........coeeeeeeee e 180-189
Histology of Austrocedrus chilensis conduction tissues affected by Phytophthora
AUSEIOCEAIT. OSCAI TTONCOSO .....veeuveiieriieiesieesteesbesiee st ete st esbeebesseesbeebesseesbeensesneenres 190-194
Search for bioactive metabolites with pharmaceutical application in Undaria
pinnatifida (Alariaceae), an invasive brown algae from the patagonian coast of

Argentina. Miriam Delma ESCODAr DAza ...........cccooiieiiiiiiiicieicne e 195-200



Naturalia Patagdnica Vol. 16 (2020) 01-05. Petrel Gigante Comun en una laguna.

Nota corta

Avistaje de un Petrel Gigante

Comun Macronectes giganteus

alimentandose en una laguna de agua dulce

A Southern Giant Petrel Macronectes giganteus feeding on a freshwater

lagoon

Gabriel Punta®?” y Sandro Sollazzo!

Secretaria de Pesca de la Provincia del Chubut, Avenida Libertad 279, (U9103HEC) Rawson, Chubut,

Argentina.

2Instituto de Investigaciones en Hidrobiologia, Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco, Facultad
de Ciencias Naturales y Ciencias de la Salud, Gales 48, (U9100CKN) Trelew, Chubut, Argentina.

gabriel.punta@gmail.com

PALABRAS CLAVE: Petrel Gigante Comun, laguna de agua dulce, alimentacion.

El orden Procellariiformes constituye uno
de los pocos grupos de aves marinas cuyas
especies son todas exclusivamente
marinas y se hallan muy bien adaptadas a
un estilo de vida altamente pelagico
(Harper y Kinsky, 1978; Harrison, 1985).
De las 70 especies correspondientes a la
familia Precellariidae (Carboneras, 1992)
la gran mayoria se alimenta solamente mar
adentro (Warham, 1990, 1996) y tan sélo
cuatro pertenecientes al grupo de los

fulmares, las dos de Petreles Gigantes

Macronectes spp., el Petrel de las Nieves
Pagodroma nivea y el Fulmar Antartico
Fulmarus  glacialoides han  sido
observadas alimentandose en tierra
(Genevois y Chastel, 1991). En esta nota
reportamos un comportamiento
alimentario jamas observado para especie
alguna de la familia y del orden, un Petrel
Gigante Comun M. giganteus,
alimentandose tierra adentro en una

laguna de agua dulce.



Naturalia Patagdnica Vol. 16 (2020) 01-05. Petrel Gigante Comun en una laguna.

Las dos especies de Petrel Gigante son las
Unicas entre los Procellariidae capaces de
caminar vigorosa, aunque torpemente, en
tierra y de esta forma explotar en altas
proporciones presas terrestres,
especialmente carrofia de pinglinos y de
mamiferos marinos (Johnstone, 1977;
Voisin, 1991; Hunter y Brooke, 1992;
Ridoux, 1994). En el mar los Petreles
Gigantes capturan sus presas mayormente
posados en la superficie, pero también
zambulléndose y buceando en aguas
someras (Harper et al, 1985; Punta y
Herrera, 1995). En las costas de la
Provincia del Chubut, donde existen dos
colonias de cria de Petrel Gigante Comdn
(Humphrey y Livezey, 1983; Punta y
Saravia, 1991), es muy comun observar
ejemplares de esta especie recorriendo la
linea costera, incluso playas y puertos
(Canevari y Narosky, 1995), en busca de
alimento.

El dia 9 de julio de 2013, siendo
aproximadamente los 16,10 h se observé
un individuo de Petrel Gigante Comin en
la Laguna del Ornitélogo (43° 14,6’S y

65° 14,5°0). Esta laguna es un cuerpo de
agua permanente, de forma
aproximadamente elipsoidal 'y de
alrededor de 114 ha de superficie, que se
mantiene por el aporte antropico
proveniente del volcado de aguas de los
sistemas pluviales y cloacales de la
Ciudad de Trelew. Se encuentra a una
distancia minima de 16 km de la costa
maritima mas cercana (zona norte de
Bahia Engafio) y forma parte de un
sistema de cinco lagunas interconectadas
que ocupan una superficie total de
alrededor de 650 ha. Las aves de estas
lagunas se estudiaron durante veinticinco
meses entre julio de 1993 y julio de 1995,
y en ningun caso se observaron Petreles
Gigantes en las proximidades (Punta y
Herrera, 2009).

El ejemplar observado se hallaba posado
en el agua, proximo a la descarga del cafio
de aguas residuales, alimentandose
mediante la técnica de captura desde la
superficie flotando y nadando, donde se lo
fotografio (Figura 1).
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Figura 1. El Petrel Gigante Comun nadando activamente en busca de alimento.
Figure 1. The Southern Giant Petrel swimming actively in search of food.

Esta técnica es la mas comun dentro del
orden y particularmente dentro de la
familia (Prince y Morgan, 1987). Su
coloracion era completamente oscura, lo
cual sugiere que se trataba de un ejemplar
joven (Narosky e lzurieta, 2010), y en todo
momento durante los sesenta minutos que
duré nuestra presencia en el sitio su
actividad fue la de busqueda y captura de
alimento. En ese mismo lugar se hallaba
un grupo de unas treinta Gaviotas
Capucho Café Larus maculipennis
alimentandose a su alrededor mediante las
técnicas de tomar la presa mientras vuelan
cerca de la superficie o posadas en ella.

Grupos de ejemplares de esta especie de

gaviota se hallan en forma casi
permanente en ese lugar alimentandose.

Considerando que el habitat alimentario
de al menos las tres cuartas partes de los
géneros de la familia de los Procelaridos
es principalmente pelagico (Ashmole,
1971), resulta muy llamativo observar un
petrel tierra adentro y mucho mas aun
verlo alimentarse en una laguna de agua
dulce. Incluso los petreles mas
frecuentemente avistados en aguas
costeras como los Petreles Gigantes
parecen evitar adentrarse mas alla de la
linea de costa (Voisin, 1982). No obstante,
si algiin Procelariforme fuera mas proclive
a alimentarse en zonas continentales

relativamente cercanas a las costas
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marinas, ese seria el Petrel Gigante
Comun, ya que es la mas “terrestre” de las
especies de la familia de los Procelaridos
y sus colonias de cria en Chubut son las
mas préximas a una masa continental,
exceptuando las antarticas. Ademas
exhibe la mas grande plasticidad
alimentaria dentro de la familiay el orden
en lo que se refiere a la combinacion de
utilizacion de diferentes zonas marinas
(Hunter, 1983, 1984), distintas técnicas de
captura (Harper, 1987) y variados grupos
de presas consumidos (Conroy, 1972),
llegando inclusive a ingerir desechos
como en la presente ocasion.

Sin embargo, es probable que el
Petrel Gigante Comun avistado fuese un
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RESUMEN

Introduccion: El palivizumab es un anticuerpo monoclonal de alto costo y uso limitado. Se
estima, la generalizacion de la terapia inmunoldgica en la Seguridad Social de Costa Rica.
Objetivo: realizar el analisis de impacto presupuestario del palivizumab en la Seguridad
Social en el periodo 2018-2021. Métodos: el analisis bajo la perspectiva de la Seguridad
Social (2018-2021) y los siguientes supuestos: nimero de nacimientos estable cada afio, tasa
de inflacidn cero, tasa cero de descuento, terapia inmunoprofilaxis gradual (10%, 50%, 75%,
100%), el financiamiento por la Seguridad Social y los costos totales promedio del
tratamiento segun el nivel de costos propuestos. Resultados: los costos propuestos en el
modelo generan un aumento en el presupuesto general de la Seguridad Social en el rubro de
los medicamentos entre el 1 y 14%, el aumento menor se da tras considerar los costos del
periodo 2013-2017: 2.858.744 USD en 2018, 22.987.440 USD en 2021, estos datos guardan
relacion con el analisis de sensibilidad, en el que se propone una reduccion en el precio del
palivizumab que produce una variacion total en los costos de un 1%. Conclusiones: La
introduccion gradual de palivizumab en Costa Rica aumenta los costos al presupuesto
general segun el escenario que se seleccione, estos deben ser valorados por los tomadores de
decisiones.

PALABRAS CLAVE: analisis, presupuesto, monoclonal, palivizumab, Costa Rica.

ABSTRACT
Introduction: palivizumab is a monoclonal antibody of high cost and limited use. The gen-

eralization of immunological therapy at Costa Rican Social Security is estimated. Objective:
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to carry out the budgetary impact analysis of palivizumab on Social Security in the period
2018-2021. Methods: analysis from the perspective of Social Security (2018-2021) and the
following assumptions: stable number of births each year, zero inflation rate, zero discount
rate, gradual immunoprophylaxis therapy (10%, 50%, 75%, 100%), financing by Social
Security and the average total costs of treatment according to the level of costs proposed.
Results: the costs proposed in the model generate an increase in the general budget of Social
Security in the field of medicines between 1 and 14%, the lower increase occurs after
considering the costs of the period 2013-2017: 2.858.744 USD in 2018, 22.987.440 USD in
2021; these data are related to the sensitivity analysis, which proposes a reduction in the
price of palivizumab that produces a total variation in costs of 1%. Conclusions: The gradual

introduction of palivizumab in Costa Rica increases the costs to the general budget according

to the scenario that is selected, these should be valued by decision makers.

KEY WORDS: analysis, budget, monoclonal, palivizumab, Costa Rica.

INTRODUCCION

El palivizumab es un anticuerpo
monoclonal o una tecnologia sanitaria de
alto costo que se utiliza con caracter
profilactico y de uso limitado, en
prematuros con enfermedad de displasia
broncopulmonar y cardiaca congénita
hemodindmicamente estable, prematuros
con bajo peso al nacer y con factores de
riesgo; entre los que destacan una
condicion socioecondmica desfavorable o
baja, el hacinamiento, la exposicion al
humo del fumado y la presencia en el
hogar de otros nifios en edad escolar
(Ferndndez et al, 2016; AAPC, 2014,
Broadbent et al, 2015).

Con el uso de palivizumab, se pretende
prevenir o disminuir las consecuencias
que pueden derivar por la infeccion con el

virus sincitial respiratorio, un agente

causal de bronquiolitis y neumonia que
puede causar la muerte; por lo que se
aplica una dosis cada mes durante la
estacion de mayor circulacion del virus, en
un régimen que puede contemplar desde
una y hasta cinco dosis por prematuro
(Griffiths et al, 2017; Capizzi et al, 2016;
Nolan et al, 2015).

Para saber por primera vez, respecto a la
eficiencia (Choueiry et al, 2016; Pérez et
al, 2017; Rojas, 2017) en el uso de este
tratamiento inmunolégico desde su inicio
en 2008 en Costa Rica, se realizd un
anélisis de costo efectividad o evaluacion
econoémica completa, en el periodo 2010-
2017 tras comparar esta terapia
innovadora contra la practica clinica
habitual en la Seguridad Social de Costa
Rica (Jiménez et al, 2020a; Jiménez et al,
2020b).
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Asimismo, se hace necesario e

imprescindible complementar esa
valoracion mediante el analisis de este
impacto presupuestario, para conocer el
posible impacto que podria causar la
generalizacion de esta terapia sobre el
presupuesto en la Seguridad Social.

El analisis de impacto presupuestario, no
es un analisis economico persé y se basa
especialmente  en  principios  de
contabilidad, por lo que se constituye en
un elemento decisorio complementario a
la evaluacion econémica completa que se
realizd; de modo que ayudar a priorizar,
visualizar 'y planificar los recursos
disponibles de esta intervencién sanitaria
especifica a un grupo mayor de
prematuros que la pueden necesitar, con lo
que se puede disminuir el uso limitado, se
puede favorecer la eficiencia y el uso con
equidad (Andino et al, 2017).

Debido a la incertidumbre respecto al
futuro, es necesario que se recurra al uso
de supuestos para prever los recursos
financieros suficientes que implica el
costo de esa intervencion, lo que requiere
de la creacion de los posibles escenarios
que permiten visualizar el
comportamiento  financiero tras una
introduccion generalizada de la terapia
inmunoldgica con palivizumab en la
Seguridad Social de Costa Rica (Brosa et

al, 2015).

De modo que, el objetivo de este trabajo
fue realizar un analisis de impacto
presupuestario por el uso profilactico de la
inmunoterapia con palivizumab en la
Seguridad Social en el periodo 2018-2021
tras la introduccién gradual del

medicamento.

MATERIALES Y METODOS

El punto inicial del analisis de impacto
presupuestario (Caballero, 2017), lo
constituye el escenario actual; el cual,
surge a partir de los datos epidemioldgicos
de los registros estadisticos del Instituto
Nacional de Estadisticas y Censos de
Costa Rica. También, se consideraron los
costos que se obtuvieron de la evaluacion
econdémica completa de costo-efectividad
(2010-2017) que se realizo de previo y en
la que se compar6 la alternativa
innovadora  (palivizumab) versus la
practica clinica habitual. En esa
evaluacién completa, se generaron los
costos para dos periodos: a) 2010-2017, en
este lapso de tiempo, se establecieron
costos para tres sub grupos de prematuros
acorde con la edad gestacional, a saber (1)
< 32 semanas, (2) 32-35 semanas (2) y (3)
> 35 semanas, b) (4) 2013-2017, en este
periodo se incluyeron todos lo prematuros
y el uso de la inmunoterapia se realiza de
forma exclusiva en el Unico hospital

especializado en nifiez en el pais.
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El andlisis del impacto presupuestario, se
realizO desde la perspectiva de la
Seguridad Social de Costa Rica, con un
horizonte temporal para el periodo 2018-
2021. En el escenario actual, se establecio
la poblacién meta y a partir de esta, surge
la pretension de generalizar el uso de la
terapia con palivizumab. Para ello, se
establecieron los siguientes aspectos: la
natalidad promedio anual en Costa Rica de
aproximadamente 70.000 nifios; de ese
grupo de niflos que nacen, se conoce que
en promedio un 10% presentan bajo peso
al nacer (n=7.000) y de estos, un 3%
(n=250) pueden ser potenciales candidatos
al uso del palivizumab tras el diagndstico
de displasia broncopulmonar y cardiaca
congénita hemodinamicamente estable y
la presencia de los factores de riesgo de
contraer la infeccion con el virus sincitial
respiratorio.

Asimismo, se tomaron en cuenta los
siguientes supuestos: a) Por indicacién: la
poblacion prematura o cantidad de nifios
prematuros con enfermedad pulmonar o
displasia pulmonar y con enfermedad
cardiaca congénita hemodindmicamente,
se mantiene estable en el tiempo; b)
Respecto a la adherencia terapéutica: se
supone que todos los nifios prematuros,
utilizaran la terapia profilactica tras la
aplicacion de 1-5 dosis por nifio, por
estacion afio, segun el peso y la semana

gestacional; ¢) Temporal: Pérdida cero de

volumen de palivizumab, ausencia de
reacciones adversas; d) Poblacional: Cero
aumento de prematuros debido al
crecimiento natural poblacional; e)
Probabilidad de requerir otros ajustes por
otros motivos inesperados.

Se consideré los costos directos que
derivan de la implantacion de la terapia
inmunoldgica y para ello, se establecieron
las siguientes consideraciones: a) Precio
promedio del medicamento segun patron
historico corresponde a 1.100 USD cada
bulbo, b) Financiamiento total por parte de
la Seguridad Social, ¢) Los costos, se
establecieron en ddlares americanos
(USD) al tipo de cambio del 2018, d)
Efecto de la inflacién: 0% anual, d) Costos
directos de las hospitalizaciones, consulta
médica, aplicacion de la terapia
inmunoldgica, prueba diagndstica del
virus sincitial respiratorio e) Se
establecieron varios escenarios para la
generalizacién anual gradual de la terapia,
con una cobertura del: 10%, 50%, 75% y
100% de la poblacion meta.

Se calculd, el costo promedio para cada
afio del estudio y de los cuatro afios de este
analisis (2018-2021), al considerar la
introduccion gradual de la terapia en los
cuatro niveles de costos y también, se
calcul6 la proporcion de este con respecto
al rubro aproximado de gastos de

medicamentos en la Seguridad Social al
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afio 2017, con un supuesto aproximado de
300.000.000 USD.

El procesamiento de los datos se realizd
mediante el uso del programa de
Microsoft Excel.

Se realiz6 un analisis de sensibilidad de
una via, al considerar como Unico cambio
del producto, la reduccién del precio del
palivizumab en un 77%, esto en
concordancia con una propuesta de la
Organizacion Mundial de la Salud para la
fabricacion de un producto biosimilar con
un precio aproximado de 250 USD
(Giersing et al, 2017). Mientras, se
mantuvieron constantes los costos de los
otros aspectos, donde destacan en orden de
mayor a menor implicancia en los costos:
hospitalizacion, otros medicamentos,
consulta médica, aplicacion de la terapia.
Para la interpretacion de los resultados, se

consolidd la informacion y se mantienen

todos los principios bioéticos que rigen la
investigacion biomédica, en especial, los
aspectos de confidencialidad y anonimato
de

Central de la Seguridad Social autorizo la

los datos. EI Comité de Bioética
realizacion de este analisis. Se declara que

no existen conflictos de intereses.

RESULTADOS

En latabla I, se muestran los costos totales
del tratamiento del uso de la terapia
inmunoldgica con palivizumab, los cuales
provienen del analisis costo efectividad
que se realizd segun el periodo que se
establecio y que corresponden con el
El de
hospitalizacion, se constituye en el rubro

escenario  actual. costo la

de mayor peso en los costos totales del

tratamiento, sigue palivizumab, otros

medicamentos y la consulta médica.

Tabla I: Costos totales del tratamiento (USD) con palivizumab segun periodo.

Costos

Periodo 2010-2017

Periodo 2013-2017 (4)

<32 semanas (1)

32-35 semanas (2)

> 35 semanas (3)

Hospitalizacion 13.338.278 1.244.330 795.570 6.108.473
Otros medicamentos 32.950 4.449 1.559 12.819
Prueba diagndstica 5.712 486 234 2.797
Consulta médica 20.991 3.190 628 5.524
Aplicaciones IM 1.869 530 152 1.374
Palivizumab 502.843 74.307 18.192 82.473
Escenario actual 13.902.643 1.327.292 816.335 6.213.460

Fuente: Eficiencia del palivizumab en la Seguridad Social de Costa Rica. 2019.

10
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Como se observan en la tabla Il, en el
escenario actual y al considerar, dentro de
los aspectos epidemioldgicos a partir de
una natalidad promedio de 70.000 nifios,
de los cuales unos 7.000 nifios pueden

nacer con bajo peso y sufrir también, las

Tabla I1: Escenario actual.

condiciones de riesgo que les sitlen en
candidatos del uso de la terapia
inmunoldgica, en un rango de una
cantidad entre 56 y 560 prematuros por

afo.

Datos epidemioldgicos

Costos promedio del tratamiento con palivizumab

Datos de interés

$70.000 nacimientos por afio

10 % prematuros = 70.000 nacimientos por afio

10% bronquiolitis por el VSR = 700
2-5% hospitalizados = 14-35

10% en epidemia =70 60-80% VSR = 420-560
15-20% hospitalizados = 105-140
Profilaxis anual generalizada 70-560 prematuros
10% (56), 50% (280), 75% (420), 100% (560)

Costo promedio < 32 semanas de edad gestacional
Costo total /NUmero total de prematuros
13.902.643 USD /170
=81.780 USD
Costo promedio 32-35 semanas de edad gestacional
1.327.292 USD/26=
51.049 USD
Costo promedio > 35 semanas
816.325 USD / 4=204.081 USD
Costo total promedio 2013-2017
6.213.460 USD /38 = 163.512 USD

Fuente: Elaboracion propia. Eficiencia del palivizumab en la Seguridad Social de Costa Rica. 2019.

En la tabla Ill, se tiene que los costos
aumentan de forma gradual en cada
escenario de costos propuestos (1,2,3,4)
segun el periodo en estudio (2018-2021);
donde el costo menor correspondié al
periodo 2013-2017 (nivel de costos 4) y el

costo mayor, al de los prematuros de < 32

semanas de edad gestacional (nivel de
costos 1). Asimismo, se tiene que la
generalizacion de la terapia inmunoldgica
con palivizumab tiene una implicacion de
un aumento en el presupuesto institucional

entre un 1y 14%.

11
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Tabla I11: Costos totales USD para cada escenario propuesto segin afio de implementacion.

Escenarios 2018 2019 2020 2021 P DE
por nivel de
costos
1 11.428.536 57.142.680 85.714.020 114.285.360 67.142.649 43.861.117
2 9.156.672 45.783.360 68.675.040 91.566.720 53.795.448 35.142.022
3 4.579.680 22.898.400 34.347.600 45.796.800 26.905.620 17.576.169
4 2.858.744 14.293.720 21.440.580 22.987.440 15.395.121 9.175.415
Total 28.023.632 140.118.160 210.177.240 274.636.320 163.238.838 105.562.510
P 7.005.908 7.005.908 52.544.310 68.659.080
DE 3.969.508 19.847.539 29.771.308 41.693.724
% RPI 1% 7% 10% 14%

P: Promedio, DE: Desviacion estandar, %RPI: respecto al presupuesto supuesto de 300.000.000 USD.

Fuente: Elaboracion propia. Eficiencia del palivizumab en la Seguridad Social de Costa Rica. 2019.

Para valorar la robustez del modelo, se
realiz6 un andlisis de sensibilidad al
suponer una reduccion promedio de un
77% en el precio del palivizumab en
concordancia con una propuesta de la

Organizacion Mundial de la Salud,

también se considero constante el resto de
los costos. Tal y como se observa en la
tabla IV, el porcentaje de menor variacion
ocurre en el periodo 2013-2017, lo que es

consistente con los resultados del modelo.

Tabla IV: analisis de sensibilidad de costos totales (USD) al reducir el precio segun periodo.

Costos Periodo 2010-2017 2013-2017
<32 semanas 32-35 semanas > 35 semanas
Hospitalizacion 13.338.278 1.244.330 795.570 6.108.473
Otros medicamentos 32.950 4.449 1.559 12.819
Prueba diagndstica 5.712 486 234 2.797
Consulta médica 20.991 3.190 628 5.524
Aplicaciones IM 1.869 530 152 1.374
Palivizumab (-77%) 115.654 17.091 4.182 18.969
Costo total 13.411.454 1.270.076 802.325 6.148.956
Situacion actual 13.902.643 1.327.292 816.335 6.213.460
Diferencia 491.189 57.216 14.010 64.878
Reduccion 4% 4% 2% 1%

Fuente: Eficiencia del palivizumab en la Seguridad Social de Costa Rica. 2019.

DISCUSION
No se encontrd ningun articulo cientifico

en Costa Rica semejante a este estudio que

permita comparar los resultados que se
obtuvieron.
Los resultados de este trabajo concuerdan

con la evidencia resultante de la
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evaluacion econémica completa (periodo
2013-2017) en la que se mostro que el
palivizumab tiene un uso que es mMAas
eficiente en el grupo de los prematuros de
< 35 semanas de edad gestacional; no
obstante, su generalizacion depende de la
valoraciéon de los beneficios que se ob-
tienen con la inmunoterapiay de los costos
asociados que se obtuvieron para este
analisis de impacto presupuestario.

Otro aspecto a destacar, se relaciona con
el hecho de que, en Costa Rica durante el
periodo 2010 al 2017, se identifico a 446
prematuros que recibieron el palivizumab,
con un costo total de 1.218.316 USD para
la Seguridad Social. Sin embargo, en el
estudio de analisis costo efectividad, solo
se encontro el expediente clinico como
fuente de los datos de un grupo de 200
prematuros y esos datos, se constituyeron
en la fuente principal de datos de costos
que permitieron la realizacion de este
analisis, de ahi que esa limitacion también
se extiende a este estudio.

Al ser una muestra no representativa, los
resultados de este analisis no se pueden
extrapolar, aunque permiten visualizar
desde una forma general, la realidad
concreta del contexto costarricense y
aporta insumos que pueden ser de utilidad
para la toma de decisiones en la Seguridad
Social de Costa Rica.

El palivizumab es el Unico anticuerpo

monoclonal, una tecnologia sanitaria

disponible en el tratamiento profilactico
contra el virus sincitial respiratorio y su
uso continua, esto a pesar de que el costo
puede representar un desafio para la
sostenibilidad de un sistema de salud
(Tetteh y Morris, 2014; Caetano et al,
2017; Kahveci et al, 2017; Nunes et al,
2017; Luna et al, 2020).

El analisis de impacto presupuestario, se
convierte en una herramienta que
complementa el andlisis costo efectividad
(Krilov et al, 2011) donde se evidencia
que el costo en la inversion de adquisicion
y aplicacion de la terapia inmunoldgica, se
puede ver compensada en la reduccién de
la severidad del virus sincitial respiratorio
y por larga estancia en los servicios de
hospitalizacion (Sruamsiri et al, 2018).

El uso de palivizumab en infantes con
fibrosis quistica bajo un programa
hipotético en Canada para la profilaxis del
virus sincitial respiratorio evidencia que el
impacto presupuestario anual es de
1.400.000 dolares

considerado como un

canadienses,

impacto
presupuestario relativamente pequefio
(McGirr et al, 2017).

CONCLUSIONES

La posible generalizacion gradual del uso
de la terapia profilactica contra el virus
sincitial respiratorio mediante el uso de la
inmunoterapia con palivizumab en

prematuros en la Seguridad Social de
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Costa Rica, genera un aumento en el
presupuesto en el rubro de los
medicamentos que deben valorar los
tomadores de decisiones y sopesar el costo

versus los beneficios que se obtienen.
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RESUMEN

Las lactonas sesquiterpénicas han sido aisladas de numerosos géneros de la familia
Asteraceae, ademas, se han encontrado en otras familias de angiospermas. Ellas forman parte
de los principios activos de una gran variedad de plantas medicinales que son usadas en la
medicina tradicional para el tratamiento de enfermedades inflamatorias y han mostrado
diferentes actividades bioldgicas tales como antimicrobiana, citotoxica, antinflamatoria,
antibacteriana, anticancerigena, antiviral, antifungica, efectos en el sistema nervioso central
y cardiovascular asi como su potencia alergénica. El presente trabajo muestra la diversidad
estructural y la prediccion de la actividad bioldgica de una lactona sesquiterpénica aislada
de la especie Senecio filaginoides DC.

PALABRAS CLAVE: Senecio filaginoides DC, lactoeremofilanos, bioactividad

ABSTRACT
Sesquiterpene lactones have been isolated from numerous genera of the Asteraceae family,
in addition, they have been found in other families of angiosperms. They are part of the
active principles of a great variety of medicinal plants that are used in traditional medicine
for the treatment of inflammatory diseases and have shown different biological activities
such as antimicrobial, cytotoxic, anti-inflammatory, antibacterial, anticancer, antiviral,

antifungal, effects in the central nervous and cardiovascular systems as well as its allergenic
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potency. The present work shows the structural diversity and the prediction of biological

activity of a sesquiterpene lactone isolated from the species Senecio filaginoides DC.

KEY WORDS: Senecio filaginoides DC, lactoeremophilanes bioactivity.

INTRODUCCION

Los sesquiterpenos son los terpenos que
presentan gran diversidad estructural y
han sido aislados de numerosas fuentes
naturales. Se conocen mas de 200 tipos de
sesquiterpenos, que poseen disposiciones
diferentes de sus carbonos. En las plantas
predominan los sesquiterpenoides con
esqueleto de germacrano, eudesmano y
guayano, sobre todo, en la familia de las
compuestas (Asteraceae), aunque también
se encuentran en umbeliferas (Apiaceae),
y en menor grado, en escrofulariaceas,
aristoloquiaceas y valerianaceas. La
relacion entre la estructura quimica y la
bioactividad de las lactonas
sesquiterpénicas ha sido estudiada en
varios sistemas, especialmente
relacionandola con su actividad citotoxica
(Siedle et al, 2003), antiinflamatoria
(Dolara et al, 2000; Luna-Herrera et al,
2007; Bruno et al, 2003) y antitumoral
(Chappell y Coates, 2013).También se han
descripto otros tipos como antibacteriana
(Chen et al, 2007; Degenhardt et al, 2009)
fungicida y fitotdxica (Cheng et al, 2007,
Chaturvedi, 2011). Particularmente
significativo resulta su papel determinante
en las relaciones de la planta con su

entorno, actividad alelopatica (Bruno et al,

2005). La biosintesis de sesquiterpenos en
las plantas, comienza con la ciclacion del
pirofosfato de farnesilo (FPP) para dar el
cation germacradienilo, a partir del cual
surgen otros esqueletos carbonados:
guayano, eudesmano, pseudoguayano,
eremofilano y elemano. Los cationes
germacradienilo  por  procesos de
oxidacién/lactonizacion  originan  las
germacranolidas, compuestos
considerados intermediarios para la
obtencion de otras lactonas
sesquiterpénicas. El interés en estas
moléculas se justifica por las maltiples
actividades bioldgicas que presentan,
entre las que se destacan la actividad
antineoplésica y citotoxica, ambas
vinculadas a la funcién del agrupamiento
a-metilén-y-lactona, al parecer por ataque
nucleofilico de determinados centros
activos de las proteinas al doble enlace a
través de una adicion de Michael (Wagner,
2004). Asi, los grupos tiol de la cisteina
parecen ser las dianas primarias de las
lactonas sesquiterpénicas, la cual da lugar
a la inhibicion de diversas funciones
celulares que conducen a las células a la
apoptosis (Recio, 2000) En esencia, la
interaccion entre ellas y los grupos tiol de

las proteinas dejan una reduccion de la
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actividad enzimatica o causan la
interrupcion del metabolismo, el cual es de
vital importancia en el balance rédox

intracelular de la célula.

MATERIALES Y METODOS

Las especies fueron colectadas en el
departamento Escalante al Sureste de la
ciudad de Comodoro Rivadavia, provincia
del Chubut, en el camino Roque Gonzélez
cuyas coordenadas son: Latitud Sur
45°50'37.6", Longitud Oeste 67°30'54.0"
en febrero del afio 2018. Se obtuvieron
hojas y tallos que fueron secados a
temperatura ambiente y molidos. Se
realiz6 un extracto con etanol a 95°, que
fue concentrado y sometido a una
cromatografia en columna en fase normal
a presion media utilizando Silica Gel (60-
230 mesh) (Merck). El sistema de

solventes utilizado fue n-hexano-acetato
de etilo con mezclas de polaridad
creciente (Arancibia et al, 2013, 2018).
Las fracciones fueron testeadas por
cromatografia en capa delgada utilizando
Silica Gel 60 F2s4 (Merck) y reveladas con
acido sulfarico al 25 % y calor. De la
fraccion 4 (n-hexano-acetato de etilo
50:50) se obtuvo el compuesto 1 al cual se
le realizaron estudios espectrales para
determinar su estructura quimica (Figura
1).

RESULTADOS

Se realizaron estudios espectrales de RMN
'H y RMNPC para determinar su
estructura quimica, cuyos resultados se

muestran en la Tabla 1.
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Tabla I. Datos espectrales de RMN para el compuesto 1: valores de §, CDCl3, RMNC a 125 MHz,

RMN!H a 500 MHz.

Table I. NMR spectral data for compound 1values of 8, CDCl3, 125 MHz 13C NMR, 500 MHz *H NMR.

C 8C Tipo de C 8'H(J) HMBC ('H = Q)

1 210.24 C - C-3,C-10
2.39(1H,dd,2,14)

2 41.09 CH, C-3,C-4,C-10

2.47(1H,m)
1.65(1H,ddd,5,13,27)
3 31.02 CH, C-4,C-15
1.95(1H,m)
42.02 CH 2.08(1H,m) C-3,C-10,C-14,C-15
44.73 C - C-1,C-3,C-4,C-6,C-10,C-14

2.62(1H,da,13)

6 36.89 CH; C-4,C-10,C-11,C-14
2.32(1H,da,13.5)

7 157.73 C - C-6, C-13

8 103.47 C - C-6,C-13
1.74(1H,dd,13,14)

9 33.69 CH; C-1,C-10
2.37(1H,dd,3.5,14)

10 54.20 CH 2.82(1H,dd,3.5,13) C-1,C-4,C-6, C-14

11 123.90 C - C-6,C-13

12 172.32 C R C-13

13 8.08 CHs 1.80(3H,5) C-11, C-12

14 11.45 CHs3 0.54(3H,5s) C-6,C-10

15 14.78 CH; 1.02(3H,d,7) C-3,C-4

Figura 1. Compuesto 1-oxo-8-hidroxi-10-aH-eremofil-7(11) en-8,12 olida.
Figure 1. Compound 1-o0x0-8-hydroxy-10-oH-eremophil-7(11) en-8,12 olide.
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DISCUSION

Rabe y cols. aislaron de la Vernonia
colorata familia de las compuestas, una
planta que se encuentra en el Este Central
y el Sur de Africa, la Vernodalina. Estos
autores demostraron que esta
eudesmanolida presentaba una elevada
actividad antibacteriana primaria contra
las especies Staphylococcus aureus y
Bacillus subtilis (Gram-positiva) y una
baja actividad hacia las especies
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae
(Gram-negativa (Jalmakhanbetova, 2007).
En el presente trabajo se buscé lograr una
relacion entre las propiedades moleculares
del compuesto y una posible prediccion de
bioctividad. La similitud con los
medicamentos puede definirse como un
equilibrio complejo de varias propiedades
moleculares y caracteristicas estructurales
que determinan si una molécula particular
es similar a los medicamentos
conocidos. Estas propiedades,
hidrofobicidad,

distribucion electronica, caracteristicas de

principalmente

enlace de hidrogeno, tamario y flexibilidad
de la molécula y, por supuesto, la
presencia de diversas caracteristicas
farmacoforicas influyen en el
comportamiento de la molécula en un
organismo vivo, incluida la
biodisponibilidad, las propiedades de
transporte, la afinidad a las proteinas, la

reactividad, la toxicidad, el metabolismo.

estabilidad y muchos otros. La diversidad
de posibles objetivos farmacologicos
(cada uno de los cuales requiere una
combinacion diferente de caracteristicas
moleculares coincidentes) es tan enorme,
que es posible encontrar un denominador
comun para todos ellos y expresar una
molécula similar a un farmaco mediante
un solo "ndmero magico". Los criterios de
recuento simples (como los limites de
peso molecular, logaritmo del coeficiente
de particion entre octanol y agua (log P) o
nimero de donantes o aceptores de
enlaces de hidrogeno) también tienen una
aplicabilidad relativamente limitada y son
utiles solo para descartar aquellos
compuestos que no podran  ser
considerados como medicamentos.

El sistema experto para el calculo de la
puntuacion de similitud con los receptores
acoplados a proteinas G (GPCR), los
moduladores de canales idnicos, los
inhibidores de quinasas, los ligandos de
receptores nucleares, los inhibidores de
proteasas y otros objetivos enzimaticos se
basan en la tecnologia especializada para
el célculo de bioactividad. En el presente
trabajo se aplicdé el programa http://
www.molinspiration.com/cgi-
bin/properties. Los valores obtenidos
segun el programa para el compuesto 1
fueron: (LogP) 2,16; el éarea de la
superficie polar topoldgica (TPSA) 63,60,

nimeros de atomos 19; Peso molecular:
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264,32, nimero de oxigenos 4, nimero de
OH presentes 1; no presento violaciones a
la regla de Lipinski, asi como tampoco
rotaciones y el volumen molar tuvo un
valor de 246,05. Se obtuvieron datos

significativos como capacidad de

interaccién con los ligandos de receptores
nucleares con un valor de 0,28 y podria
llegar a considerarse su accion como

inhibidor enzimatico con un valor de 0,50.

CONCLUSIONES

La revision bibliografica realizada
permitioé conocer la diversidad estructural
y potenciales actividades biologicas que

presentan las lactonas sesquiterpénicas,
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RESUMEN
En los Gltimos afios ha habido una revalorizacion e interés social por el conocimiento y modo
de uso de las plantas nativas con propiedades medicinales, colorantes, ornamentales,
meliferas y / o nutricionales, y para proyectos de restauracion ecolégica. Sin embargo un
problema recurrente para iniciar actividades productivas es la escasa informacion disponible
sobre aspectos de su propagacion. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar caracteristicas de
frutos y semillas de especies herbaceas, arbustivas y arbdreas nativas del ecotono estepa-
bosque andino patagonico. Se recolectaron frutos y semillas de 20 especies y se definieron
indicadores de la madurez de frutos y semillas. Se determinaron atributos morfometricos de
frutos (diametro ecuatorial, peso) y de semillas (forma, color, N° de semillas por kg). Se
determind la germinacion en vivero y el porcentaje de dafio por insectos. Las especies
evaluadas presentan rasgos caracteristicos en sus frutos y semillas que permiten
identificarlas y/o diferenciarlas de otras similares. La germinacion en vivero supero el 45 %
en las especies ensayadas, con los valores mas altos para Berberis microphylla y Anemone
multifida con (90 y 77 %, respectivamente). Diez especies exhibieron un 6ptimo estado
sanitario. Los resultados confirman el potencial de estas especies para planes de propagacion
tanto para restauracion como para usos multiples. La informacion obtenida podra ser
aplicada en proyectos de restauracion, en la planificacion de acciones de manejo de las
especies en sus ambientes naturales, asi como para promover su conservacion y uso

sustentable.
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PALABRAS CLAVE: indice madurez, N° de semillas por kg, estado sanitario,

germinacion.

ABSTRACT

In recent years there has been a revaluation and social interest for the knowledge and use of
native plants with medicinal, dyeing, ornamental, melliferous and nutritional properties, and
for ecological restoration projects. However, a recurrent problem to start productive
activities is the limited information available about native species propagation. The aim of
this work was to evaluate fruits and seeds characteristics of native herbs, shrubs and trees
from the Andean Patagonian forest-steppe ecotone. Fruits and seeds of 20 species were
collected and indicators of fruit and seed maturity were defined. Morphometric traits of fruits
(equatorial diameter, weight) and seeds (shape, color, number of seeds per kg) were
recorded. Seed germination under nursery conditions and seed percentage damage by insects
was quantified. The evaluated species have specific traits in their fruits and seeds that allow
them to be identified or differentiated from other similar species. All the studied species
reached germination values greater than 45 %, among them Berberis microphylla and
Anemona multifida presented the highest values (90 and 77 %, respectively). Ten species
showed an optimal health status. The results confirm the potential use of these species for
propagation plans for both restoration and multiple uses. The information obtained is useful
for restoration projects, for planning species management actions in their natural
environments, as well as for promoting their conservation and sustainable use.

KEY WORDS: maturity index, number of seeds per kg, health status, germination.

INTRODUCCION

El estudio de los frutos y semillas de
especies vegetales nativas presenta un
doble interés, por un lado permite avanzar
en la comprension del funcionamiento de
las comunidades del ecosistema, y por otro
aporta informacion relevante para su
propagacion y/o domesticacion, y por lo
tanto para su conservacion. En los altimos
afios se reconoce en la sociedad una

revalorizacion e interés por el

conocimiento y el modo de empleo de
plantas  nativas con  propiedades
medicinales, tintéreas, ornamentales,
meliferas ylo alimenticias.
Particularmente sobre la flora de la region
patagonica argentina se han llevado a cabo
estudios tendientes a rescatar los saberes
ancestrales sobre el uso y
aprovechamiento por las comunidades
rurales (Eyssartier, 2011; Molares y

Ladio, 2009; Richeri et al, 2013). También
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se ha avanzado en el conocimiento
cientifico de las propiedades quimicas
(Gastaldi et al, 2016; Gonzalez et al, 2014;
Mattenet et al, 2015), los usos
alimenticios (Damasco, 2011; Rapoport et
al, 2003) y su importancia melifera
(Forcone y Kutschker, 2006).

En los estudios citados se hace referencia
a numerosas especies con potencial de
usos multiples, pero son reducidos los
reportes sobre aspectos de su biologia
aplicables a su propagacién sexual o
asexual. Con frecuencia, un problema
recurrente al encarar e iniciar actividades
productivas o de restauracion ecologica es
la dificultad de encontrar en los viveros de
la zona plantines de las especies cuyo uso
se promueve. Asimismo, el éxito en la
restauracion de ecosistemas utilizando
especies nativas, capaces de adaptarse y
evolucionar, requiere prestar atencion a la
seleccién y el abastecimiento de semillas.
Utilizar material de reproduccion
producido en vivero que se adapte a las
condiciones ambientales del sitio de
restauracion 'y represente una base
genética amplia, puede ayudar a asegurar
la supervivencia en un ecosistema
degradado al permitir la seleccion natural
en el sitio (Thomas et al, 2014).

Los caracteres morfoldgicos de frutos y
semillas tales como forma, dimension y
color son en general bastante estables para

una misma especie vegetal. Profundizar en

su conocimiento permite diferenciar y
reconocer a través de claves sistematicas
las especies que crecen en un mismo sitio.
Dichos caracteres tienen ademas, una
estrecha relacion con diferentes rasgos de
la ecologia de las plantas tales como su
dispersion, germinacion, establecimiento
de plantulas y caracteristicas de los
micrositios donde se establecen (Mirifio
Mejia et al, 2014). Asimismo, conocer
estos caracteres morfoldgicos es relevante
para la recoleccion de las estructuras
reproductivas en el estado de madurez
optimo que permita la obtencién de
semillas viables (Gold et al, 2004). Este es
un aspecto fundamental al momento de
comenzar con un programa de
reproduccion de especies vegetales.

Este estudio tuvo como objetivo general
reunir y ampliar la informacion para
aportar al manejo de frutos y semillas de
especies herbaceas, arbustivas y arboreas
nativas del ecotono estepa-bosque andino
patagonico. Se trabajé con 20 especies que
tienen interés actual o potencial en
actividades de restauracion ecoldgica y
usos multiples, considerando aquellas
especies susceptibles de ser usadas como
plantas ornamentales, aromaticas,
medicinales, meliferas y/o alimenticias.
Los objetivos especificos fueron a)
describir aspectos de la cosecha
definiendo indicadores fisicos de la

madurez del fruto, b) evaluar caracteres
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fisicos y estado sanitario de frutos vy
semillas, y c) determinar la germinacion
de las semillas en una muestra de las

especies.

METODOLOGIA

Se trabajé con 20 especies perennes,
nativas y endémicas de los ambientes de
bosque, ecotono y estepa del Noroeste de
la provincia de Chubut (Tabla I). Las
especies del area boscosa pertenecen al
Distrito del Bosque Andino-Patagonico;
las del ecotono al Distrito Subandino y las
de la estepa al Distrito Occidental
(Oyarzabal et al, 2018). Del ambiente
boscoso se cosech6 Rhaphithamnus
spinosus (espino azul) en la Reserva
Provincial El Turbio (42°15°07"LS vy
71°43°12”LO) y Luma apiculata (arrayan)
en jardines de Esquel (42°54°55”LS y
71°19°12”L0O). Del ambiente de estepa se
cosechd Schinus johnstonii (molle) y
Grindelia chiloensis (botéon de oro) en
cercanias de Gualjaina (42°43°50”LS y
70°47°53”L0O). Del ambiente de ecotono
se recolectaron las restantes especies en el
Cafiadon La Hoya (42°51’12"LS vy
71°17°14”LO) (Tabla I). Estos sitios de

muestreo se seleccionaron por ser
ecologicamente  representativos  de
ambientes donde las especies crecen
espontaneamente, ademas de resultar
accesibles y contar con los permisos para
los muestreos. Con respecto a Luma
apiculata, la cosecha se realiz6 en
individuos ornamentales debido a que las
poblaciones naturales de la especie se
encuentran casi exclusivamente en areas
de Parques Naciones y el permiso para su
cosecha fue obtenido con posterioridad a
la fecha de la misma.

El clima de la region boscosa y de ecotono
corresponde segun la clasificacion de
Kdppen a un Csh, templado con verano
seco. En cambio en la region de estepa de
Gualjaina el tipo de clima es BSk,
semiarido con inviernos frios, (Castillo y
Sentis, 2001). La precipitacion media
anual se caracteriza por un marcado
gradiente Oeste-Este, con 1.250 mm
anuales en El Turbio, 550 mm en Esquel y
Cafiadon La Hoya, y 350 mm en
Gualjaina, segun la plataforma Worldclim
(Fick y Hijmans, 2017). Otro rasgo
caracteristico del clima es la
predominancia de fuertes vientos del

sector oeste (Paruelo et al, 1998).
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Tabla I. Especies estudiadas de la flora nativa patagdnica, indicando familia, nombre cientifico y comun,
habito, consistencia del fruto y fecha de cosecha. En habito: Ar = Arbol; Ab = arbusto; Sub= subarbusto; H =
Hierba, segun Zuloaga et al, 2009; y en Consistencia del fruto Se= Seco; Ca= Carnoso, segun Strasburger et
al, 1994.

Table I. Native species studied from Patagonian flora, indicating family, scientific and common name, habit,
consistency of fruit and date of harvest. In habit: Ar = tree; Ab = shrub; Sub = sub-shrub; H = Grass, according
to Zuloaga et al, 2009; and in Consistency of fruit Se = Dry; Ca = Fleshy, according to Strasburger et al, 1994.

Familia Nombre cientifico Nombre Habito Consistencia Fecha de
comun del fruto cosecha
Fabaceae Adesmia boronioides Paramela Ar Se 09/02/17
Hook. f.
Fabaceae Adesmia corymbosa Clos  sin hombre H Se 30/01/17
var.corymbosa comun
Fabaceae Adesmia volckmanni Mamuel Ar Se 30/01/17
Philippi (ex Adesmia choique
campestris)
Ranunculaceae Anemone multifida Poir. Anemona H Se 30/01/17
Apiaceae Azorella prolifera (Cav.)  Neneo Ar Se 09/02/17
G.M.Plunkett &
A.N.Nicolas,
sin. de Mulinum
spinosum (Cav.) Pers.
Berberidaceae Berberis microphylla Calafate Ab Ca 14/02/17
G.Forst.
Rhamnaceae Discaria articulata (Phil.) Manca Ab Se 09/02/17
Miers caballo
Rhamnaceae Discaria chacaye (G. Chacay, Ab/Ar Se 09/02/17
Don) Tortosa Espino
blanco
Asteraceae Grindelia anethifolia Peinecillo Ab Se 26/03/17
(Phil.) A. Bartoli &
Tortosa var. anethifolia
Asteraceae Grindelia chiloensis Boton de oro Sub Se 01/04/17
(Cornel.) Cabrera
Myrtaceae Luma apiculata (DC.) Arrayan Ar/Ab Ca 28/03/17
Burret
Celastraceae Maytenus boaria Molina ~ Maitén Ar Se 16/03/17
Celastraceae Maytenus chubutensis Chaurilla, Ab/Sub Se 09/02/17
(Speg.) Lourteig, Maitencillo
O'Donell & Sleumer
Asteraceae Mutisia decurrens Cav. Mutisia Sub Se 16/03/17
var. decurrens
Asteraceae Mutisia spinosa Ruiz & Mutisia, Sub Se 09/03/17
Pav. var. Spinosa Reina mora,
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Ochetophila trinervis
(Gillies ex Hook. & Arn.)
Poepp. ex Miers

sin.de Chacaya trinervis
(Gillies ex Hook. & Arn.)
Escal., nom. Superfl

Rhaphithamnus spinosus
(Juss.) Moldenke

Senecio filaginoides DC.

Schinus johnstonii F.A.
Barkley

Anacardiaceae Schinus patagonicus

(Phil) I.M.Johnst.

Chacay Ab/Ar Se 16/02/17

Espino azul Ar Ca 05/04/17

Senecio, Ab Se 16/02/17

Charcao

Molle Ar Ca 26/03/17
Ab/Ar Ca 30/01/17

Cosecha

Se llevdo a cabo durante la fase de
dispersion natural de frutos y/o semillas.
Desde el inicio de la fenofase de
fructificacion, se realiz6 un seguimiento
de cada especie, identificando los
indicadores fisicos de madurez del fruto
tales como cambio de color, cambio en la
consistencia del fruto, apertura del fruto,
dehiscencia del fruto y/o caida de semillas
(Donoso, 2006; Escobar, 2006). Con la
informacion reunida se elabor6 un patron
de referencia para cada especie. La colecta
se realiz6 en un minimo de 10 individuos
por especie, manualmente por ordefie de
las ramas, sacudiéndolas suavemente o
cortando las ramillas con frutos. El
material asi desprendido se recogio en
bolsas o en baldes (Gold et al, 2004; Luna
y Wilkinson, 2014).

Secado y almacenamiento provisional del
material cosechado

Los frutos secos (Tabla ) se dejaron secar
al aire por 4 o 5 dias, en el interior de una
habitacion fresca para favorecer su
completa apertura. Posteriormente se
conservaron en heladera (4 °C). Los frutos
carnosos se mantuvieron en heladera hasta

la limpieza y extraccion de las semillas.

Limpieza y extraccion de semillas

La extraccion de las semillas de los frutos
secos se realizd en forma manual
sacudiendo, agitando o frotando las
muestras hasta lograr su desprendimiento.
Posteriormente por medio de zarandas de
distinto tamafio se separaron las semillas
de los frutos y demas impurezas. Para la
extraccion de las semillas de los frutos
carnosos, estos se maceraron en agua por
24 a 48 h. Posteriormente por frotacion

manual y sucesivos lavados se separaron
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las semillas de la pulpa y demas restos de

los frutos.

Medicion de frutos

En las especies con frutos carnosos se
determind el didmetro ecuatorial (mm)
utilizando un calibre digital, el peso
unitario (g) en balanza de precision (limite
de resolucion 0,02 g) y se contaron las
semillas por fruto. Esto se determind en
100 frutos tomados al azar (n=100) (Cruz,
2005; Ferreira et al, 2011; Torres et al,
1999).

Célculo de la relacion material
cosechado/semillas limpias

De cada lote por especie se tomaron
aleatoriamente tres muestras de material
cosechado. Las muestras variaron en su
peso inicial (1, 5 6 10 g cada una), segun
el tamafio de semillas y frutos. Se
extrajeron manualmente las semillas de
los frutos obteniéndose dos fracciones:
semilla pura y material inerte (frutos,
restos de flores, hojas, ramillas, entre otros
materiales), que se pesaron en forma
separada. Con el dato del peso inicial
dividido por el peso de la fraccion de
semilla pura, se calculd la relacion de
material ~ cosechado/semillas  limpias
(Contardi et al, 2016; Jara, 1995), que
expresa la cantidad de material que se
deberia cosechar para obtener un kg de

semilla limpia (kg/kg).

Aspectos morfologicos, caracteristicas
fisicas y estado sanitario

Las semillas limpias se describieron
teniendo en cuenta su forma, color, textura
y brillo (Bianco et al, 2000). Asimismo se
evaluaron aspectos de su calidad fisica
siguiendo las reglas internacionales de
analisis de semillas (Internacional Seed
Testing Association, 2018). Se calculd el
peso (g) de 1000 semillas y el N° de
semillas por kg mediante el peso de 8
muestras de 100 semillas cada una. En las
especies que presentaron sintomas de
dafios por insectos se determind el
porcentaje de semillas dafadas. Para ello
se tomaron al azar 4 muestras, de 100
semillas cada una, se remojaron en agua
por 24 horas a temperatura ambiente de 20
°C y se inspeccionaron visualmente
clasificandolas en semilla dafiada Yy

semilla sin dafio (Rao et al, 2007).

Germinacién en condiciones de vivero

Esta evaluacién se llevo a cabo en cinco
especies que fueron seleccionadas
tomando como criterios la cantidad de
semilla disponible, la falta de antecedentes
publicados asi como su potencialidad para
ser utilizadas como productos alimenticios
y nutraceuticos (Berberis microphylla
(calafate) y L. apiculata ), y en
restauracion

ecoldgica (Anemone

multifida (anémona), Grindelia
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anethifolia  (peinecillo), y Senecio
filaginoides (senecio)). Asimismo, son
especies para las cuales no estan
normalizadas otras pruebas como el Test
de Tetrazolio, por lo cual no se realizo.
Previo a la siembra las semillas de las
especies con frutos secos como, A
.multifida, G. anethifolia y S, filaginoides
fueron remojadas en agua, durante 48
horas las dos primeras y 24 horas la tultima
(Beider, 2012; Luna et al, 2008; Manzano
et al, 2006). Las semillas de las especies
de frutos carnosos recibieron
estratificacion fria-himeda durante 60
dias en L. apiculata (Figueroa et al, 1996)
y 140 dias en B. microphylla (Arena y
Martinez Pastur, 1994). La siembra se
llevo a cabo en almacigueras de 50 x 50
cm aproximadamente en un sustrato
compuesto de tierra negra, arena volcéanica
y turba, en proporcion 2:1:1; con al menos
3 repeticiones por especie de 50 0 mas
accesiones cada una. Se realiz6 a fin del
mes de mayo para L. apiculata y en julio
para las otras especies. Previamente, las
semillas se desinfectaron por inmersion
durante un minuto en una solucion de
hipoclorito de sodio al 1%, y luego se
lavaron 3 veces con agua destilada (Castro
y Romero Garcia, 2003). Las
almacigueras sembradas se mantuvieron
en invernaculo con control de humedad
mediante riegos periodicos y sin control

de temperatura, quedando expuestas a las

bajas temperaturas invernales que ocurren
normalmente. Se determino el nimero de
dias necesarios para la emergencia y se
contd6 el numero total de semillas
germinadas a los 30 dias de iniciada la
emergencia (Gonzalez, 1991; Pérez-
Hernandez et al, 2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

La cosecha se extendio desde la ultima
semana de enero hasta la primera semana
de abril de 2017 debido a que la
maduracion de los frutos de las especies
colectadas no es sincronica. En todas las
especies fue posible determinar el
momento optimo de cosecha
reconociendo los cambios estructurales en
los frutos y semillas durante la Gltima
parte de la fenofase de fructificacion. Esta
informacion permitié definir su indice de
madurez (Tabla II), el cual puede ser
tomado como patrén de referencia para
futuras cosechas. El indice de madurez
predominante fue el “cambio de color y
consistencia del fruto” con variantes
particulares entre especies. La realizacion
de la cosecha en el momento éptimo de
madurez es necesaria para garantizar la
conservacion y la germinacion posterior
(Hay y Probert, 2013). El recolector debe
poder juzgar, preferiblemente por la
apariencia del fruto, cuando es el
momento éptimo para recolectar la mayor

cantidad de semillas de buena calidad
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(Schmidt, 2000). Un adelanto implicaria
cosechar frutos verdes, con semillas poco
maduras. En cambio una cosecha muy
tardia, con el proceso de dispersion muy
avanzado, podria ocasionar la pérdida de
gran parte del material por eventos
meteorol6gicos como los vientos intensos
de la regién patagonica, o por la accion de

los organismos predadores (Bachetta et al,

2008). Una forma de evitar la pérdida de
semillas maduras, en especies con una
duracion prolongada de la fenofase de
fructificacion, es realizar recolecciones
parciales a lo largo del periodo de
dispersion. Con esta practica se disminuye
también la exposicion en el campo de los
frutos y semillas a factores bioticos y

abiodticos desfavorables.

Tabla I1. Descripcion del indice de madurez de los frutos por especie.

Table 1. Description of maturity fruit index by species.

indice de madurez del fruto

Descripcion para la especie

Especie

Infrutescencia color amarillento

blanquecino, y los aquenios con su

Anemone multifida

recubrimiento algodonoso totalmente

expandido.

Berberis microphylla

Bayas color morado, turgentes.

Cambio de color y

Luma apiculata

consistencia del fruto

Bayas color azul brillante, turgentes.

Rhaphithamnus spinosus

Drupas color morado, cobertura exterior
apergaminada.

Schinus johnstonii

Schinus patagonicus

Infrutescencia (mericarpios) color
amarillo ocre, de consistencia papiracea.

Azorella prolifera

Cambio de color, consistencia
y apertura de frutos.

Capsulas color blanco amarillento; de
consistencia apergaminada; arilo rojo
intenso, brillante.

Maytenus boaria

Maytenus chubutensis

Receptaculo que contiene los aquenios
apergaminado; y con aspecto plumoso en
el extremo superior por los papus
expandidos.

Grindelia anethifolia
Grindelia chiloensis
Mutisia decurrens
Mutisia spinosa

Senecio filaginoides

Cambio de color, consistencia
y caida de frutos

Capsulas tricocas de color castafio -
amarronado, apergaminadas,
desprendiéndose de la planta.

Discaria articulata
Discaria chacaya

Ochetophila trinervis

32



Naturalia Patagonica Vol. 16 (2020) 24-42. Frutos y semillas de especies patagonicas.

Cambio de color, consistencia,

apertura y caida de frutos. planta,

Adesmia boronioides

Lomentos color tostado, apergaminados,
abriéndose y desprendiéndose de la

Adesmia corymbosa

Adesmia volckmanni

La cantidad de material cosechado para
obtener 1 kg de semilla limpia, expresado
como rendimiento de material
cosechado/semillas limpias (kg/kg) fue
diferente entre las especies (Tabla I11). Las
especies que resultaron con valores mas
altos coinciden con aquellas que presentan
frutos més pesados. Asi por ejemplo se
requiere cosechar 9,7 kg de material
fructifero para obtener 1 kg de semilla
limpia y pura de L. apiculata (Tabla Il1a).

En cambio para A. multifida (Tabla I1lb),

que posee un fruto muy liviano, se
requiere cosechar aproximadamente 1,1
kg de material fructifero para obtener 1 kg
de semilla limpia. El rendimiento de la
cosecha puede variar dependiendo de lo
meticuloso y prolijo con que se lleve a
cabo la misma. Si se realiza manualmente
seleccionando solo los frutos, como fue en
este estudio, se evita llevar material que
posteriormente sera desechado y por otra
parte se facilita la tarea de limpieza y

almacenamiento.

Tabla Ill. Caracteristicas morfoldgicas de los frutos de las especies analizadas.

Table I11. Morphological characteristics of fruits of analyzed species.

a) Especies con frutos carnosos. Se indica el valor medio de la variable £ un error estandar.
a) Species with fleshy fruits. Mean value of the variable is indicated + a standard error.

Especie Peso de la Relacion material N° Didmetro Peso unitario
muestra (g) cosechado/ semillas semillas ecuatorial del  del fruto (g)
(n=3) limpias (kg/ kg) por fruto  fruto (mm)
n=
Luma apiculata 10 9,7:1 1,1+05 92+1,0 0,56 + 0,10
Berberis 10 14:1 72+34 8,112 0,43 +0,20
microphylla
Rhaphithamnus 10 30:1 2 7,8+0,8 0,26 + 0,06
spinosus
Schinus johnstonii 10 13:1 1 75+0,8 0,09 + 0,02
Schinus 10 12:1 1 58+%0,5 0,04 £0,01

patagonicus
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b) Especies con frutos secos.
b) Species with dry fruits.

Especie Peso de la muestra (g) Relacion material N° semillas por
(n=3) cols_echgdo/ semillas fruto
impias (ka/ kg)
Adesmia boronioides 5 34:1 1 x artejo
Adesmia corymbosa 1 34:1 1 x artejo
Adesmia volckmanni 5 32:1 1 x artejo
Anemone multifida 1 11:1 1
Azorella prolifera 5 1,1:1 1
Discaria articulata 5 49:1 3
Discaria chacaye 5 35:1 3
Ochetophila trinervis 5 26:1 3
Grindelia anethifolia 5 16:1 >a 100
Grindelia chiloensis 3 44:1 >a 100
Maytenus boaria 10 1,2:1 2
Maytenus chubutensis 10 14:1 2
Mutisia decurrrens 1 30:1 *50 (35-80)
Mutisia spinosa 1 m/i *36 (30-45)
Senecio filaginoides 1 21:1 *28 (20-35)

m/i = muestra insuficiente.

*Valor medio, y entre paréntesis se expresa el rango hallado en la muestra.

El nimero de semillas por fruto varié de
un minimo de uno como en Schinus
patagonicus (laura), a varias como en B.
microphylla, o centenares como en las
especies de la familia Asteraceae, tales
como Grindelia sp. (Tabla I11). En el caso
de Mutisia decurrens (mutisia) se observo

una importante variabilidad entre los

capitulos analizados por lo que seria
deseable comparar con otras procedencias
para determinar el nimero medio de

semillas por fruto. La forma de las

semillas vari6 de redondeadas tipo ovoide-
globosa a alargadas tipo cilindroide (Tabla
IV). Respecto del color predominaron los
tonos tostados y marrones con distintas
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intensidades, diferenciandose
notablemente Maytenus boaria (maitén) y
Maytenus chubutensis (maitencillo) por el
tono rojizo brillante del arilo que recubre
sus semillas. El peso de semillas por kg de
cada especie vari6 de 44.000 en R.
spinosus a un maximo de 1.720.228 en S.
filaginoides (Tabla V). Gran parte de las
especies estudiadas presenta semillas
pequefias, dado que superan las 100.000
unidades/kg, y soélo siete se ubicaron por
debajo de ese valor. Son escasos los
reportes sobre el nimero de semillas/kg
para las especies analizadas en este
trabajo. Teniendo en cuenta esto se
considera pertinente continuar con la
evaluacion de lotes a traves de afios
sucesivos de cosecha, asi como de

distintas poblaciones, con la meta de

establecer valores medios de referencia
para cada especie.

Desde el punto de vista de la gestion de las
semillas la descripcion de su morfometria
y de su tamafio aporta informacién valiosa
para su manejo, y juega un papel
importante al momento de recolectarlas,
transportarlas y almacenarlas. También es
una herramienta valida para predecir que
especies son susceptibles de ser
conservadas en bancos ex situ de
germoplasma y posteriormente utilizadas
en restauracion (Romero-Saritama 'y
Pérez-Ruiz, 2016). Por otra parte los
caracteres mencionados pueden tener
aplicacion en estudios taxonémicos como
el realizado por Pérez-Cortéz et al (2002),
en el cual se reconocen y diferencian

especies del genero Passiflora L.

Tabla IV. Caracteristicas morfoldgicas y fisicas de las semillas de las especies analizadas. En Peso (g) de
1.000 semillas y N° de semillas/ kg se indica valor medio + un error estandar.

Table IV. Morphological and physical characteristics of seeds of analyzed species. In Weight (g) of 1,000
seeds and N° of seeds / kg mean value + standard error is indicated.

Especie Formay Color de la semilla Peso (g) de 1.000 N° semillas/kg
semillas

Adesmia boronioides Ovoide a reniforme, aplanada; 58+0,3 174.318 = 9.086
verde oliviceo a amarillo ocre
con veteado de manchas negras;
lisa lustrosa.

Adesmia corymbosa Ovoide con una pequefia 3,0+0,1 333.705 + 11.951
protuberancia en el extremo
superior; gris plomizo o amarillo
ocre con manchas negras.

Adesmia volckmanni Ovoide, aplanada; gris plomizo a 5004 199.908 * 14.375

gris ceniza, con veteado de

manchas negras.
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Anemone multifida

Azorella prolifera

Berberis microphylla

Discaria articulata

Discaria chacaye

Grindelia anethifolia

Grindelia chiloensis

Luma apiculata

Maytenus boaria

Maytenus chubutensis

Mutisia decurrens

Mutisia spinosa

Ochetophila trinervis

Rhaphithamnus spinosus

Senecio filaginoides

Schinus johnstonii

Schinus patagonicus
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Ovoide asimétrica; castafio
oscuro con pelos sedosos
blanquecinos.

Ovoide - globosa, comprimida
lateralmente; amarillento - ocre.

Elipsoide, pardo rojiza.

Ovoide - globosa; marron cafg;
brillantes.

Ovoide - globosas; marron café;
brillantes.

Oblonga, levemente comprimidas
en los lados laterales; castafio
amarillentas; con papus caedizo.

Presenta dimorfismo: ovoide,
comprimidas lateralmente, y
elipsoide con tres caras.

Reniforme; verde olivaceo a
grisaceo; lisas, brillantes.

Ovoide oblonga; rojiza por el
arilo brillante.

Ovoide oblonga; rojiza por el
arilo brillante.

Cilindroide, con estrias; castafio
clara, brillante

Cilindroide, con estrias; pardo
0scuras.

Ovoide - globosas; marrén
oscuro; brillantes.

Semiglobosa; castafio clara.

Cilindroide, con estrias
longitudinales, pardo grisaceo;
pubescente; con papus blanco.

Esferoide, comprimida
lateralmente; marrén tostado.

Esferoide, comprimida
lateralmente; marrén tostado.

20+0,1 509.868 + 13.620
76+0,2 131.882 + 3.574
15,7+0,3 63.668 + 1.338
58+0,6 172.712 + 16.293
4,1+0,2 242.742 +9.464
4,8+0,2 208.139 + 8.843
3301 303.717 + 10.068
3,3%£0,13 59.851 + 2.410
13,9+0,3 71.973 = 1.596
153+0,4 65.453 £ 1.751
43%04 233.308 + 23.613
9,6 +0,5 104.889 * 5.589
2201 455.016 * 15.659
22,2+0,6 44.526 + 1.277
06+0,1 1.720.228 +
191.219

68,5+ 2,1 14.623 + 486
35,2+0,7 28.440 + 595

desde un méximo de 69 % en S.

Las especies con semillas dafiadas por
insectos fueron 10 (Fig. 1), mientras que
las especies sin sintomas también. Los

porcentajes de dafio fueron variables

patagonicus a solo un 1 % en Ochetophila
trinervis (chacay) (Fig. 1). El estado

sanitario de un lote condiciona su
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almacenamiento y conservacién, ademas
de de
germinacion y la posibilidad de obtener

determinar el  porcentaje
plantulas. Segin Rao et al. (2007) se
aconseja mantener en el banco de semillas

lotes con infecciones menores al 5 %.

Cuando el porcentaje de semillas atacadas
es alto (mayor al 30 %) para compensar las
pérdidas se deberd incrementar la
recoleccion o bien recolectar en otro sitio

(Gold et al, 2004).
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Figura 1. Porcentaje de semillas dafiadas por insectos en los lotes de 10 especies nativas de la region

patagonica.

Figure 1. Percentage of damaged seeds by insects in 10 lots of native species of the Patagonian region.

La germinacién en vivero super6 el 50 %
(Tabla V),

correspondiendo los valores mas elevados

en cuatro especies

a B. microphyllay A. multifidacon 90y 77

% respectivamente. Estos resultados

estarian indicando que son especies
relativamente faciles de propagar siendo
factible la obtencion de plantas tanto para

restauracion  como para otros usos.

Asimismo, validarian su potencialidad
para ser empleadas en acciones de
de

siembra

rehabilitacion areas degradadas

mediante directa

(Pérez-
Hernandez et al, 2011). En dos especies,
G. anethifolia y S. filaginoides, el proceso
de germinacién comenzo a los 5y 10 dias
posteriores a la siembra, mientras que en

las restantes ocurrio a los 60 y 100 dias
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(Tabla V). La rapidez en la emergencia de
las plantulas de G. anethifolia y S.
filaginoides estaria reflejando que ambas
especies tienen escasa dormancia. En
cambio A. multifida, B. microphylla y L.
apiculata necesitan pasar por un periodo
de estratificacion frio-himedo para iniciar

el proceso de germinacion, tal como lo

reportan otros autores (Figueroa, 2000;
2008). También se ha
comprobado que la cosecha de frutos

Luna et al.

maduros de L. apiculata de ejemplares
adultos, cultivados en jardines, es una
fuente confiable de semillas de calidad
siendo similar a la de poblaciones

naturales (Contardi et al, en prensa).

Tabla V. Detalle de tratamiento pregerminativo y germinacion por especie sembrada en vivero. N: nimero de
repeticiones; inicio germinacién corresponde a dias desde la siembra; germinacion: valor medio £ un error

estandar.

Table V. Detail of pregerminative treatment and germination by species sowing in the nursery. N: number of
repetitions; germination start corresponds to days from sowing; percentage of germination: mean value + one

standard error.

Especie N  Semillas Tratamiento Fecha de Inicio Germinaci
por pregerminativo siembra germinacion  6n
repeticion (dias) (%)

Anemone 3 250 Remojoenaguax48h  27-07-17 60 775

multifida

Berberis 5 300 Estratificacion fria — 10-07-17 60 90 +3

microphylla himeda x 140 d

Grindelia 4 72 Remojoenaguax48h  26-07-17 5 66 + 7

anethifolia

Luma 4 50 Estratificacion fria — 29-05-17 100 52+ 12

apiculata himeda x 60 d

Senecio 4 200 Remojoenaguax24h  18-07-17 10 45+ 7

filaginoides

CONCLUSIONES

Las especies evaluadas presentan rasgos
caracteristicos en sus frutos y semillas que
permiten identificarlas y/o diferenciarlas
de otras similares, los cuales podrian ser
empleados para establecer caracteres
taxondmicos. El conocimiento de estos
rasgos permite contar con herramientas

para disefiar estrategias de conservacion y

de manejo del germoplasma. Los datos

aportados por este trabajo pueden

aplicarse para planificar con mayor
certeza futuras cosechas y estimar el
volumen de material a recolectar en
funcién de la necesidad de semillas
facilitando la seleccion de contenedores,

zarandas y demas equipos.
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Por primera vez se establecen Indicadores
de madurez del fruto para especies nativas
de la region  patagonica.  Seria
recomendable generar estos indicadores
para otras especies de interés, dado que
revelan el momento Gptimo para cosechar
semillas de calidad.

Tanto el porcentaje de germinacién como
el estado sanitario son aspectos relevantes
para la propagacion de las especies y el
desarrollo de programas de restauracion
ecologica. ElI 50 % de las especies
estudiadas presentd semillas con un buen
estado sanitario, sin presencia de semillas
dafadas por insectos. En las restantes el
porcentaje de dafio fue significativo,
condicionando su almacenamiento. Los
resultados de la germinacion en vivero,
para las cinco especies probadas, fue
superior al 45 % confirmando la
posibilidad de propagar estas especies
tanto para planes de restauracion como
para avanzar en su domesticacion, en
vistas a generar nuevas producciones
alternativas.

La informacion reunida es un aporte al
manejo y gestion de frutos y semillas de
especies nativas patagonicas. Si bien la
conservacion de los recursos vegetales se
puede llevar a cabo en areas como parques

0 reservas, también es factible mediante
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RESUMEN
La ictiofauna nativa del curso inferior del rio Chubut se halla amenazada por distintos
factores como los cambios en el régimen de flujo de agua, producidos por la construccion
de la represa Hidroeléctrica Florentino Ameghino, la contaminacion causada por el
crecimiento demografico e industrial, la degradacion fisica del habitat y la introduccion de
especies exoticas. Para conocer el estado en el que se encuentran estos peces, en el tramo
comprendido entre la represa y su desembocadura en el mar (207,10 km), de marzo 2011 a
septiembre 2014 se realizaron catorce muestreos en siete sitios del rio. Para las capturas se
emplearon redes de enmalle y pesca eléctrica. Se estudiaron la relacion largo-peso, el factor
de condicion de Fulton (K) y la distribucion estacional de madurez gonadal. Los peces
nativos tuvieron mayor abundancia relativa en las capturas respecto a los salmoénidos
introducidos, segun la siguiente secuencia descendente: Perca (Percichthys trucha), bagre
patagénico (Hatcheria macraei), pejerrey patagénico (Odontesthes hatcheri), bagre
aterciopelado (Olivaichthys viedmensis), trucha marrén (Salmo trutta), trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) y lamprea (Geotria australis). Los valores del coeficiente b
muestran que los peces poseen un desarrollo dentro del rango isométrico y el factor K sefiala
buen estado de condicion somatica. De acuerdo con los estadios de madurez gonadal las
puestas podrian producirse entre invierno avanzado y principios de primavera. Se hallaron
juveniles en todos los sitios de muestreo, lo que sefiala que las poblaciones cumplen su ciclo
de vida en este tramo del rio, con excepcién de la lamprea que es anddroma. Los peces
presentaron aspecto general saludable y no se observaron malformaciones corporales ni

manchas tegumentarias.
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PALABRAS CLAVE: Parametros biologicos, peces, rio Chubut

ABSTRACT

The ichthyofauna of the lower course of the Chubut River (Patagonia, Argentina) is
threatened by changes in the water flow regime due to the construction of the Florentino
Ameghino dam, the water pollution caused by the increase in the domestic and industrial
effluents, the physical habitat degradation and the introduction of exotic species. To find out
the current condition of the fishes, in the section between the dam and its mouth in the sea
(207.10 km), from March 2011 to September 2014 fourteen samplings were carried out in
seven river sites. Gill nets and electrofishing were used for the captures. The length-weight
relationship, the Fulton condition factor (K) and the seasonal distribution of gonadal maturity
were studied. The native fishes had a higher relative abundance in the catches compared to
the introduced salmonids, according to the following descending sequence: perch
(Percichthys trout), Patagonian catfish (Hatcheria macraei), Patagonian silverside
(Odontesthes hatcheri), velvet catfish (Olivaichthys viedmensis), brown trout (Salmo trutta),
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and lamprey (Geotria australis). The exponent b
showed that native specimens developed within the isometric range and K indicated good
somatic condition. The seasonal distribution of gonadal stages suggested that spawning
occurs between late winter and early spring. Juveniles were found at all sampling sites,
which indicate that populations fulfil their life cycle in this river stretch, except for the
lamprey which is anadromous. The fishes presented a healthy general appearance and no
malformations or integumentary spots were observed.

KEY WORDS: Biological parameters, Chubut river, fishes

INTRODUCCION Ringuelet (1975). Esta es una de las

En las aguas continentales de la Patagonia
Argentina han sido reconocidas 15
especies de peces autoctonos, las que
tienen como limite norte de distribucion el
rio Colorado. Esta fauna ictica se
distribuye en la Provincia Patagonica
dentro de la Subregidn ictiogeogréfica
Austral Sudamericana, definida por

regiones del mundo mas puras en términos
de diversidad de peces, donde se destacan
endemismos a nivel familiar y especifico
(Baigin & Ferriz, 2003; Lopez &
Miquelarena, 2005).

El rio Chubut es el més largo de Patagonia
y desciende terrazas escalonadas en
direccion oeste este, desde la cordillera de
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los Andes hacia su desembocadura en
aguas del océano Atlantico. El rio tiene un
régimen mixto con aportes de lluvia y
nieve que se van alternando a lo largo de
su trayecto. Posee un régimen de
precipitaciones que fluctda entre 800 y
1200 mm en sus nacientes al oeste y
desciende a 200 mm, aproximadamente, a
s6lo 50 km al este; y es practicamente
insignificante en el resto de la cuenca. En
su trayectoria se destaca la represa
Florentino Ameghino que forma un lago
artificial de 65 km2 de superficie. Las
funciones principales para las que
originalmente se proyectd esta obra fueron
el control de crecidas, la derivacion de
caudales para riego y la generacion de
energia eléctrica (Kales et al, 2008).

En Patagonia se han identificado factores
antropicos que impactan al medio acuatico
y su fauna ictica nativa (Bello & Ubeda,
1998; Baigun & Ferriz, 2003; Lopez-
Arbarello, 2004; Ferriz, 2012). En tramo
inferior el rio Chubut los factores que
impactan, ademas de la represa F.
Ameghino, son el incremento poblacional
de las localidades riberefias, que en la
Provincia homonima alcanzé mas del 93,5
% entre los afios 1980 y 2010, los cambios
en el uso del suelo y la introduccion de
salménidos. Por otro lado, Jones (2011) al
estudiar la problematica del vison
americano (Mustela vison Schreber)

especie exotica invasora en el valle

inferior del rio Chubut, explica que se trata
de un mamifero depredador generalista y
oportunista con posible efecto negativo
sobre los peces.

Los peces son a menudo considerados
bioindicadores en los ecosistemas
acuaticos ya que ocupan un nivel tréfico
alto (Leyton et al, 2015) e integran
impactos directos e indirectos. La relacion
largo-peso y el factor de condicion de
Fulton (K), son parametros ampliamente
utilizados para comparar el estado de las
poblaciones que habitan en sistemas
acuaticos con distintos grados de
intervencion antropica. Aportan
informacion indirecta sobre estrategias de
crecimiento, estado nutricional,
reproduccion y por ende del estado de
salud de los peces y de las poblaciones
(Cifuentes et al, 2012; Leyton et al, 2015).
Este trabajo tiene por objetivos reconocer
las especies de peces presentes en el curso
inferior del rio Chubut y estudiar la
relacion largo-peso, el factor de condicion
de Fulton (K) y aspectos reproductivos de
la ictiofauna nativa, con la finalidad de

aportar informacion para su manejo.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio: Si bien existen estudios
sobre la ictiofauna de los ambientes
patagonicos, son escasas las
investigaciones focalizadas en el curso

inferior del rio, aguas abajo de la represa
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(Gosztonyi, 1988; Ruiz, 2007). El curso
inferior del rio Chubut escurre por el
denominado Valle Inferior, desde Ila
represa hasta la desembocadura (207,10
km de longitud). Este es el sector con
mayor poblacion de toda su trayectoria
(més de 170.000 habitantes). A la
construccion de la represa se deben los
cambios morfologicos ocurridos en los
ultimos cincuenta afios. El caudal de cauce
lleno, responsable de la modelacion de la
geometria del canal, se redujo 55% desde
el estado previo a la construccion del
dique (97 m® /s) hasta la actualidad (53,8
m?/s) (Kales et al, 2008).

Para la captura se emplearon redes de
enmalle con luz de malla entrenudos de
30, 50 y 70 mm, equipo de pesca eléctrica
y dos embarcaciones: canoa a remo y
semirrigido con motor fuera de borda. Se
seleccionaron siete sitios y el arte de pesca
empleado en cada uno de ellos se
relaciond con la profundidad de las aguas,
la velocidad de la corriente y la posibilidad
de acotar el tramo del rio correspondiente.
Se realizaron catorce muestreos entre los
afios 2011-2014 (Figura 1):

-Estuario: (43° 18' 45" S - 65° 03' 14" O),
redes de enmalle. Forma parte de un tramo
de 5 km del rio entre el casco urbanizado
de la ciudad y el puerto de Rawson. Es un
estuario de planicie costera meso mareal,
con cufia salina de regimen semidiurno de

mareas y amplitudes medias de 3,83 m en

sicigias y 2,28 m en cuadraturas (Owen et
al, 2005).

-Gaiman: (43° 17" 22,45" S - 65° 30’
22,39" O), pesca eléctrica. En aguas de
escasa profundidad, sobre un sustrato de
canto rodado, limpidas y carentes de
vegetacion sumergida como de ladera
arbustiva.

-La Angostura: (43° 21'20,97" S - 65° 39'
33,77" O), pesca eléctrica. Aguas poco
profundas con corriente suave, limpidas o
turbias por tramos. Presencia de
vegetacion sumergida y ribera de ladera
arbustiva.

-28 de julio: (43° 22' 42" S - 65° 53' 18,2"
O), redes de enmalle y pesca eléctrica.
Aguas turbias, que oscilan entre dos y tres
metros de profundidad y que corren entre
laderas arbustivas.

-Boca Toma: canal principal norte (43° 26'
41,32" S - 65° 56' 29,97" O), redes de
enmalle y pesca eléctrica. Aguas
canalizadas con suave corriente, turbias,
sobre un sustrato cubierto de canto rodado
y riberas carentes de vegetacion.
-Ameghino: (43° 21' 20,97" S - 65° 39'
33,77" O), redes de enmalle y pesca
eléctrica. ElI dique F. Ameghino esta
localizado a 150 km al oeste de la
desembocadura del rio en el Océano
Atlantico. Los lugares de pesca se
ubicaron: a 50 m del dique, en zona de
aguas someras con vegetacion sumergida

y a 120 m del mismo, en zona cuyas aguas
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oscilaban entre dos y tres metros de
profundidad con vegetacion sumergida.
Los ejemplares  recolectados  se
trasladaron al laboratorio donde se
almacenaron en un freezer hasta su
posterior procesamiento. Se llevo a cabo la
identificacion sistematica de los pecesy se
obtuvo el peso total (W) al g y el largo
total (Lt) al mm menor mas cercano. Se
reconocio el sexo mediante examen
macroscopico del dimorfismo sexual de
gonadas y el estadio de madurez gonadal
segun la escala propuesta por Holden &
Raitt (1975), modificada por Ruiz (2007)
compuesta por siete estadios: | Virginal, I
Preparacion, 11 Madurando, 1V Puesta, VI
Pospuesta y VII Reversion.

Con los valores observados de longitud
total y peso total se determind la relacion
largo-peso y se estimaron los valores de a
y b de la ecuacion:

W =alT?

Segun Froese (2006), la mayoria de las
especies de peces (> 90 %) poseen un
crecimiento isométrico (b = 3) o que

fluctian dentro de los valoresb =25y b

= 3,5. En general, las especies que
presentan valores fuera de este rango se
deben a muestras no representativas
numéricamente 0 a especies particulares
que presentan cambios morfologicos
notables durante su ontogenia.

Mediante el indice de Fulton (K) se estimo
el estado de condicion, o bienestar de los
peces o de la poblacion, basado en que los
peces de mayor peso a determinada
longitud presentan una mejor condicion
(Froese, 2006; Cifuentes et al, 2012). Es
util para comparar el estado nutricional de
los individuos de una poblacién (Froese,
2006).

w
= 705+ 100

K
Es de destacar la presencia de lobos
marino de un pelo (Otaria flavescens
Shaw) en aguas del rio, desde el estuario
hasta el limite de este estudio en el dique
F. Ameghino (Jones, com. pers.). Esta
situacion impidié que se calaran redes de
enmalle en diversos tramos del area de
estudio, ante la posibilidad de su captura

incidental.
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Figura 1. Sitios de muestreo en el area de estudio.
Figure 1. Sampling sites in the study area.

RESULTADOS

En aguas del curso inferior del rio Chubut
se recolectaron 424 ejemplares. En la
Tabla |
ejemplares capturados por fecha, sitio de

se presenta el ndmero de
muestreo y arte de pesca empleada. Entre
ellos (Tabla I1), se reconocieron siete
especies: la lamprea, agnatha, junto a
cuatro peces nativos, el bagre patagénico,
el bagre aterciopelado, el pejerrey
patagonico y la perca; y dos introducidas,
la trucha marrén y la trucha arco iris. En la
Figura 2 se observa que la perca fue la
especie mas abundante en las capturas con
46,93 %.

morfol6gico descripto como perca boca

el Presenta el modelo

chica, denominada P. laevis por Lopez-
Albarello (2004) y que Ruzzante et al.

O
28

.‘.A )FA?
defiilio

He

>

T
“» ,;';‘r-' O ; 3

(2011) reconocen como P. trucha. Le

sigue por su abundancia el bagre
patagonico con el 28,77 %. Ambas
especies fueron capturadas en las cuatro
estaciones del afio, la primera en todos los
sitios de muestreo y la segunda estuvo
ausente en la zona del dique. En en un
area reducida, con aguas de escasa
profundidad y poca corriente, cercana al
puente que cruza el canal norte de Boca
Toma, fue capturado el bagre
aterciopelado citado como Diplomystes
sp. por Gosztonyi (1988), redescripto por
Aspelicueta & Gosztonyi como D.
mesembrinus, (1998) y que Arratia &
(2017)

como Olivaichthys viedmensis.

Quezada-Romegialli nombran
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Tabla I. Especies de peces capturadas en aguas del curso inferior del rio Chubut.
Table I. Fish species caught in the lower course of the Chubut river.

Familia Especie

Nombre vulgar

Petromyzontiformes Geotriidae Geotrias australis Gray

- g i Hatcheria macraei
Siluriformes Trichomycteridae

(Girard) Eigenmann

ny . ] Olivaichthys viedmensis
Siluriformes Diplomystidae

Ringuelet

- . ) Odontesthes hatcheri
Atheriniformes Atherinopsidae

(Eigenmann) Dyer

Percichthys trucha Cuvier y

Perciformes Percichthydae ]
Valenciennes
) ) Salmo trutta Linneus
Salmoniformes Salmonidae
. ) Oncorhynchus mykis
Salmoniformes Salmonidae

Lamprea (L)

Bagre patagdnico
(BP)

Bagre (BA)
aterciopelado

Pejerrey (PP)

patagonico
Perca (P)

Trucha marrén
(TM)

Trucha arco iris

Walbaum (TAI
Trucha arco
iris Lamprea
2,59 %. _~1,65%
Trucha )
marréon __— Bagrc'cqo
2.19 % _ patagonico
N 2877 %
\.
|
\:f,
\
\ \#\Bngrc
aterciopelado
5,66 %
Pcrcz; Pejerrey
A patagbnico
9,20 %

Figura 2. Distribucion porcentual de las capturas de peces.
Figure 2. Percentage distribution of the catches of each fish species.
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Tabla Il. Distribucion de la captura de peces por fecha y sitio de muestreo. En cada sitio de muestreo el arte
de pesca empleado: R (redes), E (pesca eléctrica). Especies: (L) Lamprea, (BP) bagre patagénico, (BA) Bagre
aterciopelado, (PP) Pejerrey patagonico, (P) Perca, (TM) Trucha marrén, (TAI) Trucha arco iris.

Table I1. Distribution of fish catch by date and sampling site. At each sampling site the fishing gear used: R
(nets), E (electric fishing). Species (L) Lamprey, (BP) Patagonian catfish, (BA) Velvet catfish, (PP) Patagonian
silverside, (P) Perch, (TM) Brown trout, (TAI) Rainbow trout.

Fecha Estuario Gaiman La 28 de Boca Toma Embalse
Angostura Julio R-E
R R-E
E R-E
19/03/11 3L 13P
8/04/11 7P-2PC
8/07/11 1L -2P-1BP
27/11/11 2P-1BP-
4TAI
9/02/12 6P-1TM
10/02/12 2L-9P-
7BP-23PP-
™
1/04/12 20P-7BP-
4TM
13/08/12 22P-22BP
20BA-2TAI
24/09/12 1L-17P-8BP
2TM
31/03/13 16P-14PP
26/05/13 60P-9BP-
1TAI
8TM-3BA
4/0314 4P-2PP
8/04/14 18P-5BP-
1BA-TAI-
3TM
20/09/14 3P-1TAI-
1T™M

En La Angostura, en primavera y verano,

se hallaron cuatro lampreas
semienterradas. Sus longitudes totales
variaron entre 90 y 109 mm, las que
corresponden al  estado  larvario
ammocoete. Estos ejemplares presentaron
0jos subcutaneos, piel hendida en la zona
branquial y aletas indivisas. Asimismo, se
capturaron tres ejemplares en aguas del

estuario (LT =504 mm), en los estados

predadora (velasia) y senil (geotria)
(Cousseau, 2010).

La Figura 3 presenta la distribucion de
frecuencias de largos totales del conjunto
de ejemplares recolectados. Todas las
especies  estan  representadas  por
individuos juveniles y adultos, con mayor
proporcion de los primeros. En la Tabla l11

se observan, por especie, los valores de

50



Naturalia Patagdnica Vol. 16 (2020) 43-56. Peces curso inferior del rio Chubut.

tallas y pesos con sus promedios y desvios

estandar.

L BP BA PP P TM TAI

370

550

Figura 3. Distribucion de frecuencias de tallas de los peces capturados. L Lamprea, BP Bagre patagonico, BA

Bagre aterciopelado, PP Pejerrey patagonico, P Perca, TM Trucha marrén, TAI Trucha arco iris.

Figure 3. Size frequency distribution of the fish caught. L Lamprey, BP Patagonian catfish, BA Velvet catfish,
PA Patagonian silverside, P Perch, TM Brown trout, TAl Rainbow trout.

Tabla Il1. Estadisticos descriptivos de la talla (Lt) y el peso (W) de los peces capturados.

Table I11. Descriptive statistics of the size and weight of the fish caught.

Lt (mm) W (g)

N Min. Max. Media S Min. Méax. Media S
Lamprea 7 77 540 92 13,2 & 175 1226 50,1
Bagre 122 43 195 1074 274 35 528 7,8 3,32
patagénico
Bagre 24 59 213 822 385 18 1176 11,7 245
aterciopelado
Pejerrey 39 16 305 1034 1201 6 263 615 878
patagoénico
Perca 199 24 420 1078 726 2 950 49,0 1509
Trucha arco 22 52 364 1255 439 18 477 55,7 14,7
iris
Trucha 11 57 360 130,21 32,6 4,2 510 43,7 1054
marrén
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De la relacién largo-peso, los valores del
coeficiente de crecimiento b muestran que
las especies presentan un desarrollo
comprendido dentro del rango isométrico
(Tabla IV) es decir, que en el crecimiento
se produce aumento del grosor
proporcional a la talla. Las especies

nativas tienen crecimiento isométrico o

con tendencia a la alometria positiva (b >
3). Por su parte las especies introducidas
presentan una suave tendencia alométrica
negativa (b < 3), en particular la trucha
marrén b = 2,75. Los valores medios y
desvios estandares del factor de condicion

de Fulton (k) se muestran en la Tabla IV.

Tabla V. Relacion largo-peso y factor de condicion de Fulton (K) de los peces capturados.
Table 1V. Length—-weight relationship and condition factor of Fulton (K) of fish caught.

Especies N b k S(l; )
Bagre patagdnico 122 2,25* 10°® 3,16 0,53 0,08
;2?Crfopela » 24 445%10° 317 0,95 0,11
Egs;f%co 39 5094*10° 3,05 0,74 0,09
Perca 199  1,15%10% 3,01 1,22 0,18
Trucha arco iris 11 1,46* 10 2,93 1,12 0,1
Trucha marrén 22 3,64* 10 2,75 1,11 0,27

La Figura 4 muestra que los ejemplares
sexualmente indiferenciados alcanzaron
mas del 48 % en cada una de especies,
como también ausencia de hembras del
bagre aterciopelado y de machos entre las
truchas. Si bien no se capturaron

individuos en puesta en ninguna de las

especies (Figura 5), en otofio se reconocio
la presencia de génadas madurando en el
bagre patagdnico y en la perca. Ademas,
se observo el estadio de reversion gonadal
en verano e inicio otofial en el pejerrey

patagonico y en otofio en la perca.
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Indiferenciados
100

L BA BP

&1 Hembras

PP P

8 Machos

Figura 4. Proporcion de sexos de los peces. L Lamprea, BA Bagre aterciopelado, BP Bagre patagonico, PP
Pejerrey patagonico, P Perca, TAI Trucha arco iris, TM Trucha marrén.
Figure 4. Sex ratio of the fish. L Lamprey, BA Velvet catfish, PP Patagonian catfish, PP Patagonian silverside,

P Perch, TAI Rainbow trout, TM Brown trout.

Bagre patagonico
100%

80%

0% L
Verano

Inviemo
B Reversion 8 Madurando
Pejerrey patagonico

100% -

0% T |

Primavera Verano-principio otofial

100%
80% |

40%

20% |

0%

100% r
80%
60%
40%

20% F

0%

Bagre aterciopelado

1 1 1 J

Otofio

O Preparaciéon 8 Sexualmente indiferenciados

1 1

Otofio Inviemo Primavera

Figura 5. Distribucidon porcentual de estadios de madurez gonadal en peces nativos.
Figure 5. Percentage distribution of stages of gonadal maturity of native fish.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La ictiofauna del curso inferior del rio
Chubut comprende cinco especies nativas
y dos introducidas. Estas especies
cumplen su ciclo de vida en agua dulce,
excepto la lamprea que es anddroma. Estos
resultados son consistentes con las

observaciones realizadas por Gosztonyi

(1988), con excepcion de la lamprea cuya
presencia no se habia indicado. Puede
decirse que la ictiofauna de este tramo del
rio es pobre, en coincidencia con lo
de
Patagonia por distintos autores (Baigun &
Ferriz, 2003; Alvear et al, 2007; Aigo et
al, 2008; Habit & Cussac, 2016).

seflalado para otros ambientes
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Se destaca que los peces nativos tuvieron
mayor abundancia relativa en las capturas
respecto a los introducidos. La perca y el
bagre patagdnico poseyeron en conjunto el
75,7 % de las capturas y el pejerrey
patagonico y el bagre aterciopelado el
14,86 %. La presencia de juveniles en
todos los sitios de muestreo sefiala que las
poblaciones cumplen su ciclo de vida en
este tramo del rio, con excepcion de la
lamprea que es anadroma.

La presencia del estado ammocoete de la
lamprea permite reconocer que el
ambiente del hallazgo seria propicio para
el desarrollo larvario 'y juvenil.
Consecuentemente, aporta informacion
sobre el ciclo natural de esta especie en el
rio Chubut e indica un area favorable para
el desove. El estado en metamorfosis
macrophthalmia se habia descrito en un
ejemplar procedente de la cafieria de agua
potable de la ciudad de Trelew
(Azpelicueta et al, 2001). El bagre
aterciopelado, en distintos muestreos fue
hallado en un espacio reducido de Boca
Toma, caracteristica de distribucion ya
sefialada por otros autores (Bello &
Ubeda, 1998).

El valor mas bajo del Factor k en el bagre
patagonico (0,53) respecto al del bagre
aterciopelado (0,95) muestra que, a
iguales tallas, los primeros tienen menor

peso corporal; son menos robustos con

cuerpo mas alargado. El k observado en el

bagre aterciopelado se halla dentro del
rango de variacion estimado para
diferentes especies del mismo género en
otros ambientes (D. nahuelbutaensis y D.
camposensis) (Habit, 2005; Cifuentes et
al, 2012). Elk = 0,74 del pejerrey
patagonico, se encuentra dentro de los
valores que indican buen estado de
condicion somatica para esta especie
(Ruiz, 2007; Mancini et al, 2016). El k=
1,22, S= 0,18 de la perca se halla
comprendido dentro de las estimaciones
obtenidas para la especie en la Provincia
del Chubut en los lagos Musters y Colhue
Huapi, laguna Esquel y el embalse
F.Ameghino, (Baigin & De Nichilo,
1984; Fondacaro & Ruiz, 1995-2003). Los
peces presentaron  aspecto  general
saludable 'y no se observaron
malformaciones corporales ni manchas
tegumentarias.

Los estadios de maduracion gonadal
observados podrian sefialar que el proceso
madurativo comienza a fin del verano,
prosigue en otofio e invierno, con posible
puesta a fines de la estacion fria y
principios de primavera. Ello resulta
coincidente con lo observado para el bagre
patagonico, el pejerrey patagonico y la
perca (Ruiz, 2007; Lopez Cazorla &
Sidorkewicj, 2008; Barriga & Battini,
2009).
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Este estudio constituye un aporte para el
manejo y la conservacién de los recursos

icticos del curso inferior del rio Chubut.
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RESUMEN

Se observa preocupacion creciente a nivel mundial respecto al cuidado del medio ambiente.
Dentro de este marco, una problematica a abordar estd relacionada con la correcta
eliminacion de los residuos de medicamentos domiciliarios, que no estan contemplados en
la legislacion argentina. En la actualidad gran parte de los medicamentos que expiran o
sobran de algun tratamiento son eliminados a travées de los residuos domiciliarios o por la
red cloacal pudiendo llegar a contaminar los distintos ambientes: biosfera, hidrosfera y/o
geosfera. Se han planteado como objetivos de este trabajo buscar soluciones que minimicen
el impacto ambiental producido por el desecho de residuos de medicamentos y encontrar una
alternativa viable, sencilla'y lo més amigable posible para el ambiente que pueda aplicarse a
nivel domiciliario y permita introducir el producto obtenido en una economia circular. Se
evaluaron cuatro posibles mezclas cementicias para inmovilizar los medicamentos en
botellas plasticas (tipo PET) de 500 mL para una eliminacion mas racional de residuos
domiciliarios de medicamentos. Se incluyeron medicamentos de forma farmacéutica sélida
en blisters, manteniendo la integridad de su envase primario. Se retiraron las cajas,
prospectos y recortes de blister sin medicamento, los que se pueden reciclar como residuo
seco. Con esta separacion se redujo el volumen aparente del residuo en un 85% y el peso en
un 53% . Se evaluaron las distintas mezclas resultando mas conveniente la que contenia
cemento, arena, agua y medicamentos en proporcion 1:3:1:1.

PALABRAS CLAVE: contaminacién, economia circular, encapsulacién, inmovilizacion,

residuo de medicamento.
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ABSTRACT

There is an increasing global concern for the environment. In this context, one of the issues
to address is the appropriate elimination of household pharmaceutical waste. There is no
legislation regarding this kind of waste collection and disposal in Argentina. Nowadays this
waste is mostly thrown to the garbage or flushed down through the sewage. In this way it
might contaminate different ecological systems: biosphere, hydrosphere and/or geosphere.
The aim of this work is to bring approaches to minimize the environmental hazard of the
household pharmaceutical waste and to find a simple viable alternative which could be
applied in any home and which could be included in a circular economy. Four possible
cementitious mixtures were evaluated to immobilize the medicines in 500 mL plastic bottles
(PET). The medicines were solid forms packed in blisters. The integrity of the primary
packaging was held. The outer packaging including boxes, paper and empty portions of the
blisters were separated leading to a reduction in the original apparent volume of 85% and a
reduction in weight of 53%. These separated materials may be recycled. After evaluating the
different mixtures, the one containing cement, sand, medicines and water in 1:3:1:1
proportion resulted to be the best.

KEY WORDS: circular economy, encapsulation, immobilization, pharmaceutical waste,

pollution.

INTRODUCCION
Se ha demostrado ampliamente la

farmacos inalterados, asi como sus
metabolitos, los que permanecen en el

presencia de  diversas  sustancias ambiente y se acumulan en distintas

farmacologicamente activas en aguas localizaciones de acuerdo a sus

superficiales, subterraneas y aln en agua
potable, suelo y biota (Heberer, 2002;
Weber et al, 2014). En los Gltimos afios se
han reportado hallazgos de este tipo en
Argentina (Elorriaga, 2013a y 2013b;
Valdes, 2014; Llorca, 2016; Rojo, 2019;
Ondarza, 2019; Delgado Espinosa, 2019).
Las excretas humanas y de animales
tratados con medicamentos constituyen la
principal fuente de esta contaminacion ya

que contienen cantidades apreciables de

propiedades fisicoquimicas, tales como
fotosensibilidad, biodegradabilidad y
lipofilicidad (Montague, 1998; Ralof,
2002; Heberer, 2002).
Los residuos de  medicamentos
inutilizados  dispuestos de  manera
inapropiada se suman a las fuentes de
contaminacion anteriormente
mencionadas, constituyendo una amenaza
para el ambiente y los seres vivos que lo

habitan.
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Entre las principales consecuencias
reportadas se pueden mencionar: la
contaminacion de las aguas, la destruccion
de la flora microbiana responsable de la
degradacion de otros residuos, la aparicién
de cepas resistentes a los antimicrobianos
en uso (Thiele-Bruhn, 2019), alteraciones
diversas en distintas especies animales y
vegetales (Montague, 1998; Raloff, 2002;
Sanderson et al, 2003), la generacion de
productos téxicos atmosféricos por
combustion incompleta de residuos.
Todos estos factores afectan
indirectamente la salud humana, sin
embargo también puede haber una
afectacion directa por consumo de estos
medicamentos vencidos en forma
voluntaria o inadvertida por nifios
(Dalmazzo, 2009), adolescentes o adultos
en el propio domicilio o en lugares donde
se almacenan los residuos (Mintegi,
2012).

Los residuos de medicamentos tienen su
origen tanto en los hogares como en
diversas instituciones, tales como
establecimientos industriales y aquellas
vinculadas con la atencién de la salud y a
la cadena de comercializacion de
medicamentos (Kurdelas et al, 2005).
Anteriormente el grupo de trabajo puso en
evidencia a través de una encuesta que el
77% de la poblacion de tres localidades
del sudeste de Chubut desecha sus

residuos de medicamentos junto con los

residuos solidos urbanos, el 91% estaria
dispuesto a llevarlos a un sitio especifico
si lo hubiera y el 95% considera necesario
un cambio en la forma de desecharlos
(Merino Valle et al, 2019).

Esta situacion genera preocupacion
creciente en la comunidad a nivel global
como parte de los esfuerzos por minimizar
el impacto de la actividad humana sobre el
ambiente.

El problema ha sido abordado en otros
paises con sistemas de recoleccion,
clasificacion y tratamiento adecuado de
los mismos, tales como SIGRE en Esparia,
Valormed en Portugal, Cyclamed en
Francia, Recyclomed en Hungria,
Corporacién Punto Azul en Colombia,
SINGREM en

Consciente en Brasil, RUM en Australia,

México,  Descarte
entre otros. En muchos casos estos
sistemas son financiados total o
parcialmente por la industria
farmacéutica.

La legislacion argentina ha reglamentado
la  disposicion de  residuos de
medicamentos provenientes de
instituciones (Ley 24.051), pero no ha
avanzado mucho en materia de los
desechos medicamentosos domiciliarios.
A partir de 2019 se encuentra en
consideracion del Poder Legislativo
Nacional un proyecto de ley para la

implementacion de un sistema de
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recoleccion y eliminacién de
medicamentos pos consumo (SIREM).
Por su parte, la OMS ha dictado directivas
para disponer de aquellos desechos
acumulados en situaciones de conflictos
bélicos y desastres naturales como
consecuencia de la asistencia humanitaria
ya que una parte considerable de las
donaciones que llegan en esas
circunstancias corresponde a
medicamentos vencidos, proximos a
vencer, inapropiados para las necesidades
del caso, irreconocibles por estar rotulados
en idioma extranjero o que llegan en
cantidades superiores a lo necesario,
creando problemas sanitarios adicionales
(OMS, 1999).

Entre los métodos de disposicion final
propuestos para estos casos se menciona la
inertizacion y la encapsulacion.

La encapsulacion consiste en la
inmovilizacion de los  productos
farmacéuticos en un bloque solido dentro
de un recipiente de adecuada resistencia
que se llena al 75% de su capacidad con
farmacos sélidos y semisolidos, y luego se
rellena el espacio restante con una mezcla
cementicia.

La inertizacion es una variante de la
encapsulacion e incluye la separacion de
los materiales de envasado (papel, carton
0 plastico) de las preparaciones
farmacéuticas. Los farmacos se trituran y

se agrega una mezcla cementicia para

formar una pasta homogénea. El personal
que se ocupe de esta tarea debe utilizar
ropa protectora y mascaras porque se
encuentra mas expuesto al polvo que
liberan los medicamentos en el
procedimiento.

En este trabajo nos planteamos como
objetivos:

- Buscar soluciones que minimicen
el impacto ambiental producido
por el desecho de residuos de
medicamentos.

- Encontrar una alternativa viable,
sencilla 'y lo més amigable posible
para el ambiente que pueda
aplicarse a nivel domiciliario y
permita introducir el producto

obtenido en una economia circular.

METODOLOGIA

Siguiendo una de las alternativas
propuestas de la OMS para la eliminacion
de residuos  medicamentosos,  se
seleccion06 como  metodologia la
encapsulacion con la particularidad de
introducir la mezcla de medicamentos y
cemento en botellas plasticas de desecho.
El procedimiento ensayado consistio en
inmovilizar medicamentos en botellas
plasticas (tipo PET) de 500 ml con cuatro
mezclas  cementicias de  distinta
proporcion a excepcion de la D donde se

cambia también la composicion:
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A: cemento, arena, agua, medicamentos
en proporcion 1:1:1:1.

B: cemento, arena, agua, medicamentos en
proporcion 1:2:1:1.

C: cemento, arena, agua, medicamentos en
proporcion 1:3:1:1.

D: cemento, cal, agua, medicamentos en

proporcion 1:1:1:1.

descartando las cajas, prospectos y partes
vacias del blister, manteniendo la
integridad de la zona en contacto directo
con el medicamento. De esta forma el
farmaco sigue recubierto con su envase
primario que lo aisla y ademas evita que el
operador tome contacto directo con el

mismo (Figura 1).

Se incluyeron medicamentos de forma

blisters,

farmacéutica solida en

Figura 1. Cajas y prospectos, medicamentos y partes de blisters sin medicamento por separado. Como se
observa abajo a la izquierda quedan las unidades de medicamento con su envase primario conservado que seran
incorporadas junto con la mezcla cementicia en las botellas plasticas.

Figure 1. Boxes, leaflets, medicines and parts of the blisters without medicines separately. Below, on the left,
a view of the medicines maintaining their primary packaging as they’ll be incorporated in the plastic bottles
with the cementicial mixture.

Las botellas limpias se llenaron con farmacos sélidos y el volumen restante con la mezcla
cementicia a ensayar (Figura 2). Luego de 72 hs se coloca la tapa a rosca.

Es necesario aclarar que se propone aplicar el método para cualquier tipo de medicamento
en forma farmacéutica solida a excepcion de citotdxicos que por su peligrosidad para el
ambiente y para el operador resulta mas conveniente que sean remitidos a instituciones
sanitarias para su tratamiento en incineradores de dos camaras a alta temperatura (por lo
menos 1200 °C en la camara secundaria) equipados con filtros de alta seguridad (HEPA)

para el lavado de gases.
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Figura 2. A la izquierda se observa el llenado de las botellas y a la derecha el producto final con la mezcla
solidificada.

Figure 2. On the left a view of the bottle filling procedure and on the right the final product with the solidified
mixture

RESULTADOS

La separacion de cajas, prospectos y partes de blister sin medicamento permitié una
reduccion de 85 % en el volumen aparente y 53 % en el peso de residuos a disponer.

Los productos obtenidos presentaron similar aspecto, con excepcion de la mezcla D que
posee cal, en la que se observé menor uniformidad.

Las otras tres mezclas ensayadas mostraron buena adherencia a los medicamentos y una
resistencia satisfactoria. La mezcla C, que posee la mayor proporcion de arena,

habitualmente se utiliza para mamposteria para evitar que el producto final se fisure durante

el fraguado.

DISCUSIONES Y CONCLUSION fundamental hacer todos los esfuerzos
Una correcta disposicion y eliminacion de posibles para el logro de un manejo
residuos de medicamentos de los hogares racional del medicamento. Esto implica
contribuiria a la proteccion del medio multiples acciones, tales como la
ambiente. prescripcion responsable por parte de los
Al igual que con cualquier otro residuo profesionales de la medicina, odontologia
potencialmente peligroso, la primera y veterinaria, y la educacion de los
medida a adoptar es minimizar su consumidores en relacion con la
generacion. En este sentido, es automedicacion y la acumulacién de
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medicamentos en botiquines caseros. El

método de  separacion  propuesto
contribuye a la minimizacion del residuo
al reducir considerablemente el volumen a
disponer.

Se conocen varios métodos para la
disposicion final de residuos provenientes
de instituciones sanitarias, tales como:
incineracién a altas temperaturas (1200
°C); inertizacion e inmovilizacion y
posterior enterramiento en rellenos
sanitarios seguros, entre otros (Fernandez
Villagbmez y Torres Rivera, 2014).
Elegimos para este trabajo la
encapsulacion de medicamentos por
tratarse de un procedimiento simple, facil
de implementar y poco riesgoso para el
operador. Con cualquiera de las cuatro
mezclas  ensayadas los  productos
obtenidos resultan mas adecuados para la
eliminacion de los medicamentos en
comparacion con el desecho en los
residuos solidos urbanos o liquidos
cloacales como ocurre mayormente en la

actualidad.
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Disefio de dispositivos para la determinacion simultanea de cromo Il y VI
en multivitaminicos
Devices design for the simultaneous determination of chromium 11l and

VI in multivitamins
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RESUMEN
Este trabajo muestra el disefio una nueva plataforma sensora, con un ionéforo de cromo
como elemento de reconocimiento y de deteccion amperomeétrica, basada en la modificacion
de electrodos screen-printed para la cuantificacion de Cromo Il y Cromo VI en
formulaciones multivitaminicas. Se prepararon y caracterizaron electrodos serigrafiados a
base de carbono simples, de bajo costo y resistentes a acidos modificados para la deteccion
de especies de cromo trivalente y hexavalente. Se examin6 y optimizé el efecto de las
condiciones experimentales para la preparacion del sensor sobre el rendimiento analitico de
los electrodos resultantes. Todos los materiales se formularon con oxaldihidrazona bis-
ciclohexanona; también llamado cuprizona, como iondforo selectivo para la deteccion de
compuestos de cromo.
La excelente selectividad del ion6foro posibilito la especiacion debido a las corrientes de
reduccion del ion. No se observaron interferencias, incluso para un gran exceso de vitaminas
y otros elementos. La respuesta del electrodo resulto ser rapida (4 s).
PALABRAS CLAVE: Cromo, electroquimica, iondforo, sensores

ABSTRACT
This work reports on a new amperometric chromium ionophore platform as recognition
element based on the modification of screen-printed electrodes for the quantification of
Chromium Il and Chromium VI in multivitamin formulations. Simple, low-cost and acid-
resistant modified carbon-based screen-printed electrodes for detection of trivalent and

hexavalent chromium species were prepared and characterize. The effect of the experimental
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conditions for the preparation of the sensor on the analytical performance of the resulting
electrodes is examined and optimized. All materials were formulated with
bis(cyclohexanone)oxaldihydrazone; also called cuprizone, as the selective ionophore for
chromium compound detection.

The excellent selectivity of the ionophore made speciation possible due to ion reduction

currents. No interferences were observed, even for a large excess of vitamins and other

elements. The electrode response turned out to be fast (4 s).

KEY WORDS: Chromium, electrochemistry, ionophore, sensors

INTRODUCCION

La correcta determinacion de las distintas
especies de un analito en su matriz, es
siempre de gran importancia en quimica.
Para determinar elementos,
histéricamente se han utilizado técnicas
muy caras y complicadas. EI método
comun es la separacion de iones de cromo
mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), a menudo junto con
sofisticados sistemas de deteccion como
plasma acoplado inductivamente (ICP),
emisién atomica o espectrometria de
masas (Jen et al, 1993; Andrle y
Broekaert, 1993). Sin embargo, estos
procedimientos no satisfacen todos los
requisitos para los analisis de rutina,
principalmente debido al complicado
tratamiento de la muestra, al consumo de
tiempo o al alto costo de la
instrumentacion. La determinacion de
estos analitos con electrodos es mas
practica y econémica.

El metal de transicion cromo existe en

varios estados de oxidacién, los cuales

tienen distinta estabilidad. Los nimeros de
oxidacion mas comunes son O, I1, Il 'y VI.
Tanto el Cr (llII) como el Cr (VI) se
encuentran en la naturaleza con impactos
distintos sobre el medio ambiente y la
salud. El cromo trivalente es relativamente
inofensivo y juega un papel importante en
algunos procesos bioldgicos. El cromo es
uno de los oligoelementos traza esenciales
presentes en formulaciones farmacéuticas
de multiminerales/multivitaminicos, las
que contienen solo Cr 111, ya sea de fuente
inorganica, en forma de cloruro de cromo,
u organica, por lo que su detecciéon es
importante. Por otra parte, el cromo
hexavalente es alrededor de 100 a 1000
veces mas toxico, dependiendo de las
circunstancias. Su concentracion en aguas
subterraneas esta restringida por la OMS;
0,05 mg/L (50 ppb). Las principales
fuentes antropogénicas de contaminacién
por cromo de las aguas subterraneas son
las industrias de galvanoplastia, torres de
enfriamiento, tratamientos para la

conservacion de la madera, curtiembres y
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fabricacion de acero. Existe un alto riesgo
de cancer de pulmon entre los trabajadores
expuestos al cromo (V1), en particular los
asociados con la produccién de pigmentos
y cromado. También hay evidencia de
aumento del cancer de nariz y senos
nasales, aunque muy poca informacion
sobre la incidencia del cromo hexavalente
en el cancer de estdbmago (Kotas y
Stasicka, 2000; Welch et al, 2005; OMS,
2012; Shanker y Venkateswarlu, 2011;
OMS, 1993).

Las ventajas de los  métodos
electroanaliticos frente a otros tipos de
procedimientos radican en su
especificidad para cada estado de
oxidacion particular de un elemento y la
cantidad muy pequefia de muestra
requerida para el analisis, incluso
insuficiente para otras técnicas. Las
muestras a estudiar pueden ser turbias e
incluso sélidas. Otra ventaja importante de
los métodos electroquimicos es que la
instrumentacion es relativamente
econdmica.

Los electrodos serigrafiados (SPE) son
dispositivos planos de sustratos plasticos
que se recubren con capas de tintas
electroconductoras y aislantes de espesor
controlado. El advenimiento de la
tecnologia de serigrafia de peliculas
gruesas ha hecho posible la produccién en
desechables

masa de electrodos

econémicos para  Su uso como

instrumentos electroquimicos (Yarnitzky
et al, 2000; Ugo et al, 1998; Gholivand y
2003; Gholivand vy
Raheedayat, 2004). Nuestro grupo tiene

Sharifpour,

una gran experiencia en el disefio de SPE.
La gran versatilidad de los electrodos
serigrafiados reside en su amplia gama de
posibles modificaciones. De hecho, la
composicion de las tintas utilizadas en el
proceso de impresion se puede modificar
mediante la adicion de sustancias de muy
distinta naturaleza, como metales,
enzimas, polimeros, agentes
complejantes, etc. Ademas, también existe
la posibilidad de modificar los electrodos,
una vez impresos, mediante la deposicion
de peliculas que contienen esas sustancias.
Se ha reportado su uso en dispositivos
potenciométricos, amperométricos Yy
voltamperométricos para la deteccion de
diferentes metales pesados y cromo,
aunque la bibliografia muestra muy pocos
ejemplos de determinacion de su
especiacion con este tipo de electrodos
(Beni el al, 2005; Palchetti el al, 2005;
Rodriguez el al, 2004; Honeychurch el al,
2002; Kadara y Tothill, 2005, Serrano el
al, 2010; El Rbhazi y Majid, 2014;
Ardakani el al, 2005).

MATERIALES Y METODOS
Los reactivos KzCr,07 y CrCl36H20
fueron de la marca Anedra y el H2SO4 de

Cicarelli. Su utilize agua tridestilada (p =
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18MQ) para la preparacion de todas las
soluciones. Todos los reactivos fueron de
grado analitico y se utilizaron sin otra
purificacién. El ion6foro oxaldihidrazona
bis-ciclohexanona y los fosfatos mono y di
acido de potasio fueron de Sigma-Aldrich.
Los electrodos screen printed (SPES)
utilizados en este trabajo fueron
preparados con pintura de carbono
comercial (Acheson). Los electrodos
fueron secados y activados a 180 °C
durante una hora y luego enfriados
lentamente a temperatura ambiente. La
capa aislante fue ESL protective ink 240-
5B, ESL Inc. Las formulaciones
farmacéuticas de multivitaminas vy
multiminerales fueron Centrum® de
Pfizer and Supradyn® de Bayer.

Su composiciones, segun etiqueta, son:
Supradyn®: Vitamina A 1000 mg,
Vitamina B: 1,5 mg, Vitamina B2 1,7 mg,
Vitamina Bs 2,2 mg, Vitamina B1, 0,0003
mg, Vitamina C 60 mg, Vitamina D2 7,5
mg, Vitamina E 15 mg, Biotina 0,2 mg,
Pantotenato de calcio 5,5 mg, Acido félico
0,1 mg, Nicotinamida 19 mg, Calcio 62,5
mg, Fésforo 62,5 mg, Magnesio 50 mg,
Hierro 4,5 mg, Manganeso 0,5 mg, Cobre
0,5 mg, Zinc 3,75 mg.

Centrum®: Vitamina A 3,500 IU,
Vitamina C 60 mg, Vitamina D 400 IU,
Vitamina E 30 IU, Vitamina K 25 png,
Tiamina 1,5 mg, Riboflavina 1,7 mg,

Niacina 20 mg, Vitamina B6 2 mg, Acido

félico 400 pg, Vitamina B12 6 ug, Biotina
30 pg, Acido pantoténico 10 mg, Calcio
200 mg, Hierro 18 mg, Fdsforo 20 mg,
lodo 150 pg, Magnesio 50 mg, Zinc 11
mg, Selenio 55 pg, Cobre 0,5 mg,
Manganeso 2,3 mg, Cromo 35 ug,
Molibdeno 45 pg, Cloruro 72 mg, Potasio
80 mg, Boro 75 g, Niquel 5 pg, Silicio 2
mg, Estafio 10 pg, Vanadio 10 ug.

Para los experimentos, las soluciones de
cada marca se prepararon disolviendo 10
pastillas en 100 mL H2SO4 pH:1,0. Para el
caso de Centrum®, la concentracion de
Cromo resulto en 67 mM.

Las soluciones de Cr (V1) se prepararon a
partir de K2Cr.07 en HSO4 pH:1,0 y las
de Cr (I11) a partir de CrCl36H20 en agua
destilada.

Los experimentos electroquimicos se
llevaron a cabo con un analizador
potenciostato/galvanostato de tipo “hecho
a mano” fabricado en Argentina. Las
celdas electroquimicas que se utilizaron
fueron sistemas de tres electrodos (BAS®)
de diversos modelos y volimenes de
trabajo y los electrodos se insertaron en la
celda a través de tapas de Teflon®. Los
electrodos de referencia usados para este
trabajo fueron de Ag/AgCI/CI, 3M NacCl
(BAS®). Todos los potenciales fueron
referidos respecto a éste. Se utiliz6 un
alambre de platino de 7,5 cm de largo, con
conector BAS® modelo MW-1032 como

contraelectrodo y los electrodos de trabajo
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de tipo serigrafiados, tuvieron un area
expuesta de carbono de 20 mm x 40 mm.
El control de los mismos se realizo
mediante experimentos
voltamperométricos en electrolito soporte,
buffer fosfato 0,050 M pH 7,40,
descartandose los que presentaban altas

corrientes de base.

Disefio de las plataformas
electrogquimicas

Cada SPE paso por un proceso de limpieza
por voltamperometria ciclica, con una
ventana de potencial entre -1000 y 1000
mV con velocidad de barrido de 50 mVs*
en H2SO4 pH:1,0. Luego, el iondforo fué
presentado mediante tres estrategias
diferentes y los electrodos fueron
evaluados mediante experimentos
amperométricos. Las estrategias fueron:

1) Los electrodos se sumergieron
durante un tiempo determinado, en
una solucion de H2SO4 pH: 1,0 que
contenia diferentes cantidades del
ion6foro y preparada mediante
sonicacion durante 5 min.

2) Los sensores se prepararon
colocando una gota de 20 puL sobre
los SPEs con de las mismas
soluciones que en el inciso anterior

y se dejaron secar durante

diferentes tiempos a temperatura
ambiente.

3) El iondforo se electrodeposito
aplicando -400 mV durante 20 min
utilizando las mismas soluciones.

Estos dispositivos se denominan SPE-

ionéforo.

Medidas electroanaliticas

Todos los experimentos se realizaron en
una celda electroquimica de tres
electrodos a temperatura ambiente, (25
1) °C. Las soluciones se sometieron a
agitacion permanente proporcionada por
un agitador magnético durante las
determinaciones amperométricas.  El
electrolito soporte fue &cido sulfarico pH:
1,0 o multivitaminico/multiminerales
comercial en acido sulfdrico pH: 1,0. Las
medidas amperométricas se llevaron a
cabo aplicando el potencial deseado y
permitiendo que la corriente llegara a una
meseta antes de la adicion de cromo y la

posterior monitorizacién de la corriente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron dos tipos de medidas: 1)
Voltamperometrias ciclicas, con distintas
ventanas de potencial y velocidades de
corrida y 2) Amperometrias, a potenciales
fijos y agregados sucesivos de Cr (V1) o

Cr (1) a las soluciones.
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Figura 1: Voltamperogramas ciclicos para (A) SPE- desnudo y (B) SPE- iondforo, en (1) H2SO4 pH: 1,0y (2)
Cr(VI) 0,2 mM en H,SO4 pH: 1,0. Los barridos se realizaron desde 1000 mV hasta -1000 mV para volver
finalmente al potencial inicial. Velocidad de barrido: 50 mVs?®. Electrodo de referencia: Ag/AgCl.

Contraelectrodo: Platino.

Figure 1: Cyclic voltammograms for (A) SPE-nude and (B) SPE-ionophore, for (1) H,SO4 pH:1,0 and (2) 0,2
mM Cr(V1) in H2SO4 pH:1,0. The scans were performed from 1000 mV to -1000 mV to return finally to the
initial potential. Scan rate: 50 mVs™. Reference electrode: Ag/AgCl. Counter electrode: Platinum.

La Figura 1 muestra voltamperogramas
ciclicos obtenidos a 50 mV s* para un
disefio (A) SPE-desnudo y (B) SPE-
ion6foro  por electrodeposicion  en
soluciones oxigenadas de H2SO4 pH: 1,0.
Los barridos se realizaron desde 1000 mV
hasta -1000 mV para volver finalmente al
potencial inicial. El contraelectrodo fue
platino y el electrodo de referencia fue
Ag/AgCl, como se indico anteriormente.

Como se puede ver en la Figura 1A,
aparece un pequefio pico de reduccion
alrededor de +260 mV, para Cr (VI) 0,2
mM en H2SO4 pH: 1,0 (perfil 2); mientras
que no aparece ninguna sefial para el
1). Se

idénticos

electrolito de soporte (perfil
realizaron experimentos
utilizando Cr (111), los cuales no mostraron

sefial a +260 mV. Este pico se considero;

entonces, reduccion de Cr (VI) en la
superficie de carbono del electrodo. La
Figura 1B no muestra respuesta para (1)
electrolito soporte sobre SPE-ionoforo;
pero si una sefial mayor de reduccion de
Cr (VI) y una segunda sefial de reduccion
con una intensidad de corriente medible a
un potencial alrededor de -410 mV
atribuida a la reduccion de Cr (IlI),
proveniente de la reduccién del Cr(VI) y
debido a

complejante selectivo para esa especie en

la presencia del iono6foro
particular.

La sensibilidad de los sensores para
detectar y cuantificar Cr(V1) se determino
mediante experimentos amperométricos
en lugar de voltamperometrias ciclicas,
incrementos

observando el efecto de
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sucesivos de concentracion sobre la

corriente detectada a potencial fijo.
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Figura 2: Registro amperométrico (A) y gréafico de calibracion (B) obtenidos por adiciones sucesivas de Cr(V1)
0,1 mM, a +260 mV. Electrolito de soporte: H.SOs pH: 1,0. Electrodo de referencia: Ag/AgCl.

Contraelectrodo: Platino.

Figure 2: Amperometric recording (A) and calibration plot (B) obtained from successive additions of 0,1 mM
Cr(VI), at +260 mV. Supporting electrolyte: H,SO4 pH: 1,0. Reference electrode: Ag/AgCI. Counter electrode:

Platinum.

La Figura 2A muestra una porcién de un
registro amperomeétrico obtenido de un
experimento adiciones
sucesivas de Cr(VI1) 0,1 mM, a +260 mV

para un

realizado por

disefio SPE-iondforo  por
electrodeposicion, mientras que la gréafica
de calibracion respectiva se muestra en la
Figura 2B. Se observa una sefial catddica
sensible con un tiempo de respuesta
rapido. El promedio de los datos de cinco
calibrados arrojé una sensibilidad para
electrodo de (0,540 + 0,007) mAmM* con
R?0,994. El comportamiento de la porcion
lineal se extendié en un rango dinamico
hasta 10 mM con un limite de deteccion de
3 10° mM. El tiempo de respuesta fué de

4 segundos.

Con el fin de seleccionar la mejor
estrategia para la adsorcion del ionoforo,
se probaron amperométricamente las tres
formas mencionadas anteriormente. En
determind la

todos los casos se

sensibilidad, repetitividad y
reproducibilidad de los electrodos. Las
respuestas amperomeétricas de los sensores
se evaluaron en funcion de la

concentracion de cromo (V1) y cromo (I11)

agregados, mediante experimentos de
calibracion. Las estrategias disefiadas
fueron:

1) Los electrodos se sumergieron
durante 30, 60, 90 y 120 minutos
en una solucion de H2SO4 pH: 1,0
que contenia 1 y 2 mg/mL del

iondforo preparado por sonicacién
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durante 5 min. Luego se lavaron
con agua destilada. Ninguno de
estos electrodos mostr6 una
respuesta amperométrica a -430
mV. La voltamperometria ciclica
mostré respuesta solo a Cr(VI1) de
las mismas caracteristicas que el
SPE-desnudo. Los experimentos
realizados indicaron que el

iondforo no fue adsorbido por esta

probablemente se perdié en la
solucion de electrolito soporte en
la celda electroquimica; incluso
antes de comenzar el experimento,
debido a una débil adsorcién en la
superficie del carbono.

El ion6foro se electrodepositd
aplicando -400 mV durante 20 min
utilizando las mismas soluciones.

En este caso, fue posible obtener

forma de disefio. sefial a Cr(lll) con alta
2) Los sensores se prepararon
depositando sobre los SPEs, 20 pL

reproducibilidad, y la posibilidad
de utilizar cada electrodo 3 veces
de iondforo 2 mg/mL y dejando con una RSD del 10%,
secar durante 60 y 120 minutos a demostrando la buena adsorcion
temperatura ambiente. Aunque del iondéforo y la robustez del
estos  electrodos mostraron electrodo aunque sean
actividad a -430 mV, las sefales descartables y se usen s6lo una vez
fueron poco reproducibles entre cada uno.

electrodos y tampoco mostraron El tercer disefio, de mejor rendimiento

repetibilidad para el mismo analitico, fue elegido para los siguientes

electrodo. El ionéforo experimentos.
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Figura 3: Registro amperométrico (A) y grafico de calibracion (B) obtenido por adiciones sucesivas de Cr(VI)
0,1 mM, a -430 mV. Electrolito de soporte: H,SO4 pH: 1,0. Electrodo de referencia: Ag/AgCl. Contraelectrodo:
Platino.

Figure 3: Amperometric recording (A) and calibration plot (B) obtained from successive additions of 0,1 mM
Cr(\V1), at -430 mV. Supporting electrolyte: H,SO4 pH: 1,0. Reference electrode: Ag/AgCl. Counter electrode:
Platinum.
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La Figura 3(A) también muestra registros
amperométricos 'y (B) graficos de
calibracién obtenidos por un experimento
similar al expuesto en la Figura 2 pero a -
430 mV de potencial de trabajo. De
manera semejante, se obtiene una sefial
catédica rapida en el electrodo. La

sensibilidad de este grupo de electrodos

fue (0,132 + 0,001) mAmM?, con un
limite de deteccion de 5 10 mM.

La Figura 4 ilustra el comportamiento del
sensor mostrando un registro
amperomeétrico obtenido a partir de
experimentos realizados por aumento de

concentracion de Cr(VI).

§

W
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B

Figura 4: Registros amperométricos obtenidos a partir de experimentos realizados por adiciones sucesivas de
(A) 0,5 mMy (B) 1,0 mM Cr (VI) a -430 mV. Electrolito soporte: H,SO4 pH: 1,0. Electrodo de referencia:

Ag/AgCI. Contraelectrodo: Platino.

Figure 4: Amperometric recordings obtained from experiments performed by successive additions of (A)
0,5 mM and (B) 1,0 mM Cr(VI) at -430 mV. Supporting electrolyte: H,SO. pH: 1,0. Reference electrode:

Ag/AgCI. Counter electrode: Platinum.

La respuesta es lineal, aunque la
sensibilidad disminuye ligeramente a
concentraciones superiores a 14 mM. El
tiempo de respuesta es de 4 segundos. La
sensibilidad del electrodo es de alrededor
de 130 mAmM™ El efecto de usar
diferentes  superficies se  verifico
evaluando la sensibilidad arrojada por 6

calibrados. La RSD result6 en 4.8%.

El electrodo disefiado se utiliz6 para la
determinacion de Cr(l11) en las soluciones
del  multivitaminico/multimineral. ~ Se
disolvieron las pastillas de las dos marcas
comerciales y, conociendo el peso y
contenido de las pildoras, se prepararon

soluciones de distintas concentraciones.
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Figura 5: (A) Voltamperogramas ciclicos para SPE-ion6foro, en Supradyn®/H,SO. pH: 1,0. Los barridos se
realizaron desde 1000 mV hasta -1000 mV para volver finalmente al potencial inicial. Velocidad de barrido:
50 mVs™. Registros amperométricos obtenidos de experimentos realizados mediante adiciones de (B) Cr(lll)
0,3 mM a Supradyn®/ H,SOs pH: 1,0 y (C) Centrum®/H;SO4 0,3 mM en Cr(lll), pH: 1,0 a -430 mV.
Electrolito de soporte: H,SO4 pH: 1,0. Electrodo de referencia: Ag/AgCl. Contraelectrodo: Platino.

Figure 5: (A) Cyclic voltammograms for SPE-ionophore, in Supradyn®/H,SO, pH:1,0. The scans were
performed from 1000 mV to -1000 mV to return finally to the initial potential. Scan rate: 50 mVs™.
Amperometric recordings obtained from experiments performed by additions of (B) Cr(lll) 0,3 mM a
Supradyn®/ HzSO4 pH: 1,0 y (C) Centrum®/H;SO4 0,3 mM en Cr(lll), pH: 1,0 a -430 mV. Supporting
electrolyte: H>SO, pH: 100. Reference electrode: Ag/AgCl. Counter electrode: Platinum.

La Figura 5 muestra algunos experimentos
relacionados con el estudio de presenciay
concentracion de cromo y de las
interferencias en las medidas de Cr(lII)
por otros componentes de la formulacion
multivitaminico/multimineral. De la
descripcién de la composicion de tales
pildoras se puede considerar al Cromo
como analito y a todos los demas

componentes como interferentes de
reaccion. Se eligieron para este trabajo,

dos marcas comerciales reconocidas y

muy comercializadas en
Ambas

vitaminas en concentraciones cercanas a

Argentina.
formulaciones contienen
las necesidades de ingesta diarias. La
diferencia entre los dos productos es que
Centrum® contiene Cr(l1l) en forma de
cloruro y que Supradyn® no contiene
cromo.

La Figura 5 (A) muestra un
voltamperograma ciclico para SPE-
ionoforo en Supradyn®/H,SO4 pH: 1,0,

entre 900 y — 900 mV y una velocidad de
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barrido de 50 mVs™. La formulacion de
esta marca no contiene Cromo. El perfil
voltamperométrico no present6 una sefial
significativa para la reduccién u oxidacién
de ningln compuesto presente. En esta
amplia ventana de potencial se muestra
que la medida de Cr en cualquiera de sus
especies, si se sospechara su presencia, no
tendria interferencia. Las mediciones
amperométricas para resolver este mismo
multivitaminico como electrolito soporte,
con Cr(l11) afiadido en un solo agregado en
la celda, muestran una clara sefal de
reduccion a -430 mV, de 6,0 A para 0,3
mM de Cr(I11), demostrando que la matriz
no presenta tampoco, interferencia
negativa (B). El experimento agregando
Centrum®, en dos inyecciones para
concentracion final 0,3 mM en Cr(l1) de
cada agregado en la celda, a parir de las
soluciones de las pastillas, muestra una
clara sefial de reduccién de alrededor de
6,5 WA para cada agregado (C), mostrando
que el disefio electrddico es selectivo a
cromo Yy tiene una alta sensibilidad al

mismo.
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RESUMEN
La epiteliocistis es una enfermedad infecciosa de la piel y las branquias de peces causada
por bacterias intracelulares gram negativas. En este trabajo se registra y describe por primera
vez la presencia de esta enfermedad en el escréfalo Sebastes oculatus y el turco Pinguipes
brasilianus, dos especies de peces marinos de vida silvestre caracteristicos de los ensambles
de peces de arrecife del Golfo Nuevo (Chubut, Patagonia Argentina). De cada individuo se
examinaron sus arcos branquiales mediante técnicas histolégicas para determinar la
presencia 0 ausencia de quistes caracteristicos de epiteliocistis. Se encontré que ambas
especies fueron positivas para la infeccion. La prevalencia e intensidad observadas no
mostraron diferencias significativas entre especies. El porcentaje de individuos infectados
fue de 22 y 23% para escrofalos y turcos respectivamente, siendo estos valores similares a
los que han sido reportados para otras especies de vida silvestre. La intensidad en todos los
casos fue menor de siete quistes por seccién, sugiriendo un estado de infeccion leve. Estos
resultados amplian la lista de especies hasta ahora reportadas como positivas para esta
infeccidn e incorporan la region a la amplia lista de distribucion geografica registrada. En el
futuro se espera profundizar sobre la relacion entre la presencia de esta enfermedad y el

estado de salud de los individuos infectados.
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ABSTRACT

Epitheliocystis is an infectious disease caused by gram-negative intracellular bacteria that
affects the skin and gills of fish. In this work, we reported and described for the first time
the presence of this disease from the rockfish Sebastes oculatus and the sandperch Pinguipes
brasilianus, two characteristic species of reef fish assemblages of Golfo Nuevo (Chubut,
Patagonia Argentina). Branchial arches of each individual were examined using histological
techniques to determine the presence or absence of cysts. Both species were found to be
positive for infection. The observed prevalence and intensity did not show significant
differences between species. The percentage of infected individuals was 22 and 23% for
rockfish and sandperch respectively, these values were similar to those that have been
reported for other wildlife species. Intensity was always less than seven cysts per section,
suggesting a state of moderate infection. These results extend the list of species reported as
positive for this infection and incorporate the region into the extensive list of registered
geographical distribution. In the future it is expected to deepen the relationship between the
presence of this disease and the health-status of infected individuals

KEY WORDS: infectious diseases, epitheliocystis, histology, gills, fishes, Patagonia.

INTRODUCCION

La epiteliocistis es una enfermedad de la

detectados histologicamente bajo

microscopio éptico (Schmidt-Posthaus et

piel y las branquias de peces marinos y de
agua dulce causada por Dbacterias
intracelulares (Blandford et al, 2018). Se
caracteriza por la presencia de quistes en
las células epiteliales de los Organos
infectados. Estos quistes son formaciones
esféricas que se producen cuando las
bacterias, protegidas por una vacuola
intracelular, se multiplican incrementando
el volumen de la célula huésped (Nowak y
LaPatra, 2006). Su tamafio puede variar

ampliamente (10 - 400 pm) pudiendo ser

al, 2012; Guevara Soto et al, 2016b), e
incluso, en algunos casos, a simple vista
(Fehr et al, 2013). En la actualidad, el
diagnostico de esta infeccion se realiza
primariamente mediante técnicas
histopatoldgicas donde la presencia de uno
0 mas quistes se considera positivo para la
enfermedad (Nowak y LaPatra, 2006;
Draghi et al, 2007; Blandford et al, 2018).
Por otro lado, para la identificacion de los
agentes causantes de la infeccion se

necesitan técnicas moleculares especificas

78



Naturalia Patagénica Vol. 16 (2020) 77-92. Epiteliocistis en peces marinos de vida silvestre.

(ej. PCR seguido por secuenciacién)
(Stride et al, 2013a,b; Blandford et al,
2018). En este sentido, se han identificado
como principales agentes causantes
bacterias intracelulares gram negativas
pertenecientes al filo Chlamydiae pero
también estdn incluidas y- y f
Proteobacterias (Toenshoff et al, 2012;
Mendoza et al, 2013; Stride y Nowak,
2014; Katharios et al, 2015; Seth-Smith et
al, 2016).

Los peces que son afectados con esta
enfermedad pueden presentar una
respuesta celular proliferativa o0 no
proliferativa. En el primer caso la
respuesta esta caracterizada por una
marcada hiperplasia epitelial lamelar con
necrosis e inflamacion  variables
(Kvellestad et al, 2005; Steinum et al,
2010), mientras que una respuesta no
proliferativa podria abarcar un rango de no
reacciobn a hiperplasia e inflamacion
minimas (Paperna, 1977; Crespo et al,
1999; Draghi et al, 2004). Tales cambios
morfoldgicos asociados a la enfermedad
pueden presentarse con distintos grados de
severidad, desde leves e irregulares hasta
extremadamente severos (Stride y Nowak,
2014). Asi mismo, en algunos casos, se
han observado en peces infectados ciertos
signos clinicos, como jadeo en la
superficie del agua, disminucion del
consumo de alimentos, produccion

excesiva de mucosidad, natacion débil,

letargo e incluso la muerte, que podrian
estar asociadas con la enfermedad
(Blandford et al, 2018). Entre las
explicaciones posibles para dichos signos
se ha mencionado la reduccion en el area
superficial de las branquias y disminucion
de mecanismos fisioldgicos de excrecion
de amoniaco, intercambio de gases,
equilibrio &cido-base y reduccién de sal
como consecuencia de la fusion de las
laminas branquiales (Stride y Nowak,
2014). Por otro lado, existen registros de
altas tasas de mortalidad a causa de esta
enfermedad que, en algunos casos pueden
llegar hasta el 100%, principalmente en
larvas y juveniles de peces de cultivo
(Nowak and LaPatra, 2006; Katharios et
al, 2008; Mitchell and Rodger, 2011). Sin
embargo, son pocos los estudios que
evallan los efectos de la epiteliocistis
sobre la fisiologia y el estado de salud de
los peces infectados por lo que ain no se
comprende completamente sus alcances.

Desde el primer registro de epiteliocistis
en 1920 (Plehn, 1920) y su posterior
descripcion en 1969 (Hoffman et al,
1969), hasta la actualidad esta condicion
infecciosa estd mundialmente distribuida
y ha sido descrita en al menos 90 especies
de peces tanto 6seos como cartilaginosos
(Revisado por Blandford et al, 2018). La
mayoria de los registros se han basado
sobre especies de peces de cultivo y

principalmente en el hemisferio norte,
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mientras que registros basados en peces de
vida silvestre y en el hemisferio sur son
escasos (Tabla 1). En particular para
Sudamérica, si bien existen registros de
epiteliocistis en peces de cultivo en
Colombia para cobia (Rachycentron
canadum, Linnaeus 1766) (Mendoza et al,
2013) y en Argentina (Cordoba) para el
bagre anguila (Heptapterus mustelinus,
Valenciennes 1835) (Vreys, 2016), hasta
la fecha no se encontraron reportes de la
presencia de la enfermedad en la
Patagonia  Argentina.  Esto  Gltimo,
imposibilita conocer el estado actual de la
region acerca de esta enfermedad
creciente que afecta a paises de todo el
mundo tanto a sus cultivos como a su
fauna silvestre. En este contexto, el
objetivo de este trabajo es reportar y
describir por primera vez la presencia de

epiteliocistis en dos especies de peces

marinos de vida silvestre que habitan a lo
largo de la costa del océano Atlantico, en
la Patagonia Argentina: el escréfalo
Sebastes oculatus Valenciennes, 1833
(Scorpaeniformes, Sebastidae) y el turco
Pinguipes brasilianus Cuvier, 1829
(Perciformes, Pinguipedidae). Ambos
representan dos de las especies mas
abundantes y conspicuas del ensamble de
peces de arrecife rocoso de los golfos
Norpatagonicos (Galvan et al, 2009;
Irigoyen et al, 2013) donde son
considerados una importante atraccion
para buceadores recreativos y pescadores
(Venerus, 2006). Los resultados de este
trabajo ayudaran a llenar el vacio existente
acerca de la presencia de enfermedades
infecciosas en peces marinos de vida
silvestre que habitan las costas del Golfo

Nuevo.

Tabla I. Lista de ambientes y paises para los cuales se ha identificado epiteliocistis
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Table I. List of environments and countries for which epitheliocystis has been identified.

Ambiente/historia Cultivo/silvestre Origen Referencia
Austria Kumar et al., 2013
Draghi et al., 2010; Contador et al.,
Canada
2016
Agua dulce Cultivo Hungria Sellyei et al., 2017
India Sood et al., 2017
Uganda Steigen et al., 2013
USA Draghi et al., 2007; Draghi et al., 2010
Lai et al., 2013; Stride et al., 2013;
Australia
Taylor-Brown et al., 2017
Colombia Mendoza et al., 2013
Cultivo Seth-Smith et al., 2017; Katharios et
Grecia
al., 2015
Marinos
Suiza Polkinghorne et al., 2010
USA Camus et al., 2013
Australia Stride et al., 2013
Silvestre Hawaii Corsaro & Work, 2012
Italia Fehr et al., 2013
Mitchell et al., 2010; Draghi et al.,
Irlanda
2004, Toenshoff et al., 2012
Draghi et al., 2004; Karlsen et al.,
Cultivo 2008; Steinum et al., 2010; Nylund et
Noruega al., 2011; Schmidt-Posthaus et al.,
Anadromos 2012; Toenshoff et al., 2012; Mitchell
etal., 2013; Nylund et al., 2015
Karlsen et al., 2008; Steinum et al.,
Suiza 2010; Schmidt-Posthaus et al., 2012;
Silvestre
Guevara Soto et al., 2016
Europa Guevara Soto et al., 2016
Catadromos Cultivo Australia Stride et al., 2013

Nota: Tabla adaptada de Blandford et al., 2018
Note: Table adapted from Blandford et al., 2018
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MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron 22 individuos de turco P.
brasilianus (LT: 255-382 mm) y 36
individuos de escrofalo S. oculatus (LT:
190-323 mm) mediante pesca submarinay
pesca con cafia dentro del Golfo Nuevo
(Chubut, Patagonia Argentina; Figura 1).
Inmediatamente luego de su captura los
individuos  fueron  sacrificados vy
conservados en hielo para su traslado al
laboratorio. Una vez alli se registro la
longitud total (LT) de cada ejemplar.
Luego se procedio a la necropsia de cada
individuo extrayéndose de cada uno, un
arco branquial que fue fijado en formol al
10% y descalcificado con una solucion de
EDTA 10%-TRIS-HCI 0,05M.
Posteriormente  las  branquias  se
seccionaron a 5 um y se tifieron con
hematoxilina 'y  eosina  siguiendo
protocolos estandarizados. Los preparados
histolégicos se examinaron mediante
microscopia Optica de campo claro
(Microscopio 6ptico Leica DM2500 con
camara incorporada) a una magnificacion
de 100, 200 y 400 aumentos. Para cada
individuo se examinaron secciones
branquiales sobre las cuales se determind
la presencia de quistes (individuos
identificados como  positivos  para
epiteliocistis) o su ausencia (individuos

identificados como negativos para

epiteliocistis). Para cada individuo
positivo se midié el didmetro de los
quistes encontrados, para determinar el
tamafio medio de los mismos, en el caso
de los quistes ovoides se promediaron los
dos diametros principales para obtener un
unico valor. Las mediciones de los quistes
se realizaron sobre imagenes tomadas con
la camara Leica DFC 450C incorporada al
microscopio a una magnificacion de 400x
utilizando el software LAS, Version 4.5.0
Leica Microsystems, Switzerland. Con los
datos obtenidos del examen histoldgico se
calcularon la prevalencia e intensidad de
la infeccion para cada una de las especies.
La prevalencia fue definida como el
porcentaje de individuos positivos sobre el
total de individuos examinados dentro de
cada especie. La intensidad individual se
determin6 como la cantidad de quistes por
seccion de branquia examinada de cada
individuo y luego se obtuvo un promedio
de las mismas. Para estudiar la posible
existencia de diferencias entre especies en
la prevalencia e intensidad de la
epiteliocistis se realizaron pruebas de Chi
cuadrado y ANOVA de una Vvia
respectivamente. Los valores de P por
debajo de 0,05 fueron considerados
significativos en los analisis. Las pruebas
estadisticas se realizaron con el software
SPSS 15.0.
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Figura 1. Mapa del érea de estudio.
Figure 1. Map of the study area.

RESULTADOS

Tanto para S. oculatus como para P.
brasilianus las lesiones de epiteliocistis se
pudieron evidenciar utilizando un
microscopio éptico con un bajo aumento
(objetivo 10 x). Las células infectadas se
observaron con hipertrofia y estuvieron
principalmente distribuidas a lo largo de
las laminillas secundarias o en la base de
las mismas (83%) mientras que un menor
porcentaje fueron observadas hacia las
puntas de dichas laminillas (2%) e incluso
algunas se encontraron en el tejido fibroso
subepidérmico (15%). La identificacion
de las células infectadas es dificil de
determinar en las secciones tefiidas con
eosina y hematoxilina, pero en funcién de

su posicion en las branquias, la mayoria

eran células epiteliales y de pavimento y
algunas pocas células de cloruro. Los
quistes, de tamafios  variables,
generalmente fueron de forma ovalada y
redondeada (Figura 2) con un diametro
promedio mayor para S. oculatus que para
P. brasilianus (Tabla Il). La prevalencia
de la  epiteliocistis no  varid
significativamente entra las especies (X2 =
0,002, p = 0,964), encontrandose para S.
oculatus un 23% de individuos infectados
y para P. brasilianus 22% de los
individuos fueron positivos para la
infeccion (Tabla I1). Por su parte la
intensidad de la infeccion fue menor de 7
quistes por seccion para ambas especies
entre las cuales no mostraron diferencias

significativas (F=2,77,p =0,12; Tabla II).
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Figura 2. Fotografias de secciones histol6gicas de filamentos branquiales de (A) el escré6falo Sebastes oculatus
y (B) el turco Pinguipes brasilianus donde pueden observarse quistes de epiteliocistis. En el caso del escrofalo
los quistes (flecha) aparecen en las células epiteliales de las laminillas branquiales ubicandose en el centro y
hacia la punta de las mismas. Se observa una hipertrofia moderada de las células epiteliales afectadas, edema
subepitelial moderado (punta de flecha) e infiltracién subepitelial leve (estrella). Para el tuco se muestra un
quiste (flecha) en la base de la laminilla que genera una hipertrofia moderada a severa en la célula epitelial
afectada e infiltracion subepitelial moderada con linfocitos (estrella). Barra de 100 pm

Figure 2. Photographs of histological sections of branchial filaments of (A) the rockfish Sebastes oculatus and
(B) the sandperch Pinguipes brasilianus showing epitheliocystis cysts. In the case of rockfish, the cysts (arrow)
appear in the epithelial cells of the branchial lamellae, being located in the center and towards the tip of the
lamellae. Moderate hypertrophy of affected epithelial cells, moderate subepithelial edema (arrowhead), and
mild subepithelial infiltration (star) are observed. For the sandperch, a cyst (arrow) is shown at the base of the
lamina that generates moderate to severe hypertrophy in the affected epithelial cell and moderate subepithelial
infiltration with lymphocytes (star). 100 um bar
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Tabla Il. Valores medios, desvios estandar (DE) y rangos de los parametros determinados en el escréfalo
Sebastes oculatus y en el turco Pinguipes brasilianus obtenidos en el Golfo Nuevo, Chubut.

Table Il. Mean values, standard deviations (SD) and ranges of the parameters determined for the rockfish
Sebastes oculatus and the sandperch Pinguipes brasilianus obtained from Golfo Nuevo, Chubut.

Especie n LT+xDE Prev. Int. +tDE dzxDE
(min-max) (min-max) (min-max)
Sebastes oculatus 36 262,94+28,83 22,22 2,38+1,77 28,10+12,58
(190-323) (1-6) (10,26-46,19)
Pinguipes brasilianus 22 31604+38,73 22,73 4,2+2,17  24,65+10,98
(1-6) (13,81-53,28)

(255-382)

Nota: LT (largo total, mm), Prev. (prevalencia, %), Int. (intensidad, quistes por seccién) y d (didmetro de

quistes, pm).

Note: LT (total length, mm), prev. (prevalence, %), int. (intensity, cysts per section) and d (diameter of cysts,

pm).

DISCUSION

Nuestro trabajo registra por primera vez la
presencia de epiteliocistis en dos de las
especies de peces de arrecife mas
abundantes y conspicuas del Golfo Nuevo
(Patagonia, Argentina): el escréfalo
Sebastes oculatus y en el turco Pinguipes
brasilianus. Este registro significa una
ampliaciéon del nudmero creciente de
especies de peces afectadas por esta
condicion, asi como la incorporacion de la
regién Patagdnica a la extensa lista de
areas en las que esta enfermedad ha sido
diagnosticada. Hasta la actualidad, la
mayoria de los datos sobre epiteliocistis
derivan de estudios realizados en peces de
piscifactoria (ej. Lai et al, 2013; Mendoza

et al, 2013; Stride et al, 2013b; Taylor-

Brown et al, 2017) y una cantidad menor
derivan de estudios en peces marinos de
vida silvestre realizados en el hemisferio
norte y Australia (ej. Corsaro y Work,
2012; Fehr et al, 2013; Stride et al,
2013b). Debajo se discuten los principales
resultados encontrados.

En el presente estudio, tanto para S.
oculatus como para P. brasilianus, en los
individuos positivos para epiteliocistis, los
quistes bacterianos se manifestaron como
inclusiones basofilas granuladas
encerradas por una membrana, tal como se
ha descrito con anterioridad para una
variedad de especies (Nowak y LaPatra,
2006; Fehr et al, 2013; Stride y Nowak
2014; Contador et al, 2016; Guevara Soto

et al, 2016b; Blandford et al, 2018). Estas
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inclusiones, en algunos casos estuvieron
asociadas con proliferacion celular
mientras que en otros individuos no se
observd dicha asociacion. Trabajos
previos han reportado este tipo de
variacion en la respuesta tisular dentro de
una misma especie (Crespo et al, 1999;
Stride y Nowak, 2014; Contador et al,
2016). La diferencia en el tipo de
respuesta se ha relacionado a los dos tipos
de ciclo de desarrollo que puede presentar
la epiteliocistis, y se ha sugerido que la
edad de los peces y las condiciones
ambientales podrian influir en la
determinacion de estos diferentes ciclos de
desarrollo (Crespo et al, 1999).

La mayoria de los quistes fueron
observados a largo de las laminillas
secundarias o en la base de las mismas y
en una menor proporcion fueron hallados
hacia las puntas de dichas laminillas y en
el tejido fibroso subepidérmico. Este tipo
de patrén en la distribucion de los quistes
coincide con los resultados reportados
para un gran ndmero de especies (Nowak
y Clark, 1999; Nowak and La Patra, 2006;
Stride et al, 2013a; Guevara Soto et al,
2016b) sugiriendo que en estos sitios del
tejido branquial podria ser mas probable
detectar la infeccion. Respecto del tamafio
de los quistes, P brasilianus y S. oculatus
presentaron diametros medios de 24 y 28
pm respectivamente. Estos tamafos se

encuentran dentro del rango (10 - 60um)

de diametros medios reportados con
mayor frecuencia para quistes de
epiteliocistis (Nowak y Clark, 1999;
Karlsen et al, 2008; Schmidt-Posthaus et
al, 2012; Kumar et al, 2013; Contador et
al, 2016; Guevara Soto et al, 2016a).
Aunque han sido registrados quistes de
hasta 300 um de diametro (Fher et al,
2013).

La prevalencia de infeccion encontrada
para el turco P brasilianus y el escrofalo
S. oculatus fue del 22 y 23%
respectivamente. Estudios previos sobre
epiteliocistis en distintas especies de peces
de vida silvestre reportan prevalencias que
pueden variar del 1 al 91% de individuos
infectados (Kent et al, 1998; Nowak y La
Patra, 2006; Schmidt-Posthaus et al, 2012;
Guevara Soto et al, 2016a). Sin embargo,
la prevalencia encontrada con mayor
frecuencia esta dentro del rango de 20 a
30% (Nowak y Clark, 1999; Nowak et al.,
2004; Straid y Nowak, 2014; Guevara
Soto et al, 2016b) contemplando este
rango al valor encontrado en el presente
trabajo. Respecto de los individuos
infectados, las intensidades encontradas
para P. brasilianus y S. oculatus fueron de
uno a Sseis quistes por seccion,
correspondiéndose con un  escaso
porcentaje de la superficie de la branquia
afectada. Estos valores estuvieron por
debajo de los encontrados por otros

autores (Frances et al, 1997; Draghi et al,
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2004; Schmidt-Posthaus et al, 2012;
Guevara Soto et al, 2016b), sugiriendo un
estado de infeccion leve de esta
enfermedad.

Entre las variables ambientales que
pueden afectar la prevalencia y la
intensidad de la epiteliocistis 0 su impacto
en la mortalidad de peces se han propuesto
una variedad de factores. Entre ellos,
cambios en la salinidad, en la temperatura
(Maclean y Fuiman, 1993; Stride y
Nowak, 2014), y/o en el estado de
contaminacion (Schmidt-Posthaus et al,
2001; Agamy, 2013) que deriven en
condiciones estresantes se han relacionado
con altas tasas de infeccion y la progresion
de la enfermedad de fases agudas a
cronicas. Sin embargo, estas evidencias
han sido en gran medida circunstanciales
y los tamafios de muestra para obtener
estas inferencias son generalmente muy
pequefios (Blandford et al, 2018). Por otro
lado, se ha establecido que peces en
condiciones de cautiverio pueden tener
una mayor prevalencia y susceptibilidad a
la enfermedad que los peces silvestres,
argumentandose una combinacién de
factores. Entre los que se incluyen, la
presencia de nutrientes, la edad de los
peces y la alta densidad de huéspedes
disponibles para facilitar la transmision
(Nowak y LaPatra, 2006). Finalmente, es
esperable que peces con un estado de salud

disminuido  presenten una  mayor

susceptibilidad a esta infeccion, en este
sentido se ha encontrado una correlacion
positiva entre pardmetros de funcion
inmune y densidad de quistes en branquias
(Lai et al, 2013).

Los individuos reportados como positivos
para epiteliocisits, presentaron asociados a
los quistes alteraciones histopatoldgicas,
como hiperplasia y vacuolizacion celular
con fusion lamelar. Este tipo de
alteraciones asociados a los quistes han
sido descriptas previamente para otras
especies (ej. Straid et al, 2013a; Gevara
Soto et al, 2016b; Blandford et al, 2018).
Por otro lado, un 20% de los individuos de
P. brasilianus y un 25% de los individuos
de S. oculatus mostraron coinfecciones de
epiteliocistis y ectoparasitos en el tejido
branquial. En ambos casos la coinfeccion
estuvo dada por la presencia de un
Mongeneo perteneciente al  género
Microcotyle. Aunque se han informado
previamente coinfecciones de
epiteliocistis con parasitos monogénicos
(Mansell et al, 2005; Stride y Nowak,
2014), la baja ocurrencia de coinfecciones
sugiere que los parasitos tuvieron un
efecto insignificante en las tasas de

infeccion por epiteliocistis.

CONCLUSIONES
Este trabajo aporta informacion novedosa
respecto de la presencia y del diagnostico

de wuna enfermedad infecciosa no

87



Naturalia Patagénica Vol. 16 (2020) 77-92. Epiteliocistis en peces marinos de vida silvestre.

reportada previamente en la region de la
Patagonia Argentina. El hallazgo de
epiteliocistis, en el presente estudio,
permite ampliar tanto la lista de especies
hasta ahora reportadas como
hospedadoras, asi como la distribucion
geogréafica de esta condicion. La presencia
de esta enfermedad y la informacion, hasta
ahora virtualmente nula para la region,
resalta la necesidad de profundizar en el
estudio de esta infeccion. Asi como, de sus
posibles efectos sobre el estado de salud
de los organismos de vida silvestre y las
poblaciones que ellos integran, incluyendo
otras especies de peces, invertebrados o
huéspedes protistas. Este tipo de
informacion sera valiosa a la hora de la
elaboracion de planes de monitoreo y
conservacion asi como también para la
prevencion y deteccion precoz de esta
enfermedad en sistemas de cultivo y/o
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RESUMEN
La sobreutilizacion de los inhibidores de la secrecion acida (ISAs) en la profilaxis del
sangrado gastrointestinal de los pacientes internados ha sido reportada en numerosas
ocasiones. Su eficacia y seguridad esta siendo cuestionada y cada vez mas se asocia a eventos
prevenibles como efectos adversos a medicamentos, neumonia y diarrea asociada a
Clostridium difficile. En el Hospital Regional Rio Gallegos nunca se ha realizado un anélisis
descriptivo de la prescripcion de ISAs en las salas de internacion nosocomial. El presente es
un estudio retrospectivo observacional longitudinal con muestreo simple durante los meses
de abril y mayo de 2018. Fueron relevadas las variables indicacion de inhibidores de la
acidez, tipo de farmaco, via de administracion, dosis diaria y servicio de internacion, ademas
de variables demogréficas. lgualmente, se identificaron los casos de hemorragia digestiva
alta (HDA) y su tratamiento. Se han prescripto ISAs en el 86 % de las indicaciones médicas,
con predominancia de omeprazol sobre ranitidina, y de la via de administracién intravenosa
sobre la oral, en el 87 % de los casos. Se atendieron doce casos de HDA, con tratamientos
disimiles entre si. La atencidn farmacéutica al paciente internado se ha ponderado como una
alternativa de intervencion valida para la adecuacion de la terapéutica al tratamiento mas
eficaz, seguro y costo efectivo. Se hace necesario revisar la adecuacion de las indicaciones
médicas de ISAs a fin de evaluar su pertinencia, la eleccion del farmaco, el paso a via oral o
la suspensién de este. Finalmente, se requiere la protocolizacién nosocomial de los
tratamientos con inhibidores de la bomba de protones en la HDA, a fin adecuarlos

uniformemente a las Guias de Practica Clinica actuales.
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ABSTRACT

The overuse of acid secretion inhibitors (ASIs) in the prophylaxis of gastrointestinal
bleeding in hospitalized patients has been reported on numerous occasions. Its efficacy and
safety are being questioned and it is increasingly associated with preventable adverse drug
events, pneumonia and diarrhea associated with Clostridium difficile. At the Rio Gallegos
Regional Hospital, a descriptive analysis of the prescription of ASlIs has never been carried
out in the nosocomial hospitalization rooms. This is a retrospective observational
longitudinal study with simple random sampling during the months of April and May 2018.
The variables indication of acidity inhibitors, type of drug, route of administration, daily
dose, and hospitalization service, in addition to demographic variables, were analyzed.
Likewise, cases of upper gastrointestinal bleeding (UGB) and their treatment were identified.
ASls have been prescribed in 86% of medical indications, with a predominance of
omeprazole over ranitidine, and the intravenous route of administration over oral, in 87% of
cases. Twelve cases of UGB were treated, with therapies that were dissimilar to each other.
Pharmaceutical care for hospitalized patients has been considered as a valid intervention
alternative for adapting the therapy to the most effective, safe, and cost-effective treatment.
It is necessary to review the adequacy of the medical indications of ASIs to evaluate its
relevance, the choice of the drug, the switch to oral route or its suspension. Finally, the
nosocomial protocolization of proton pump inhibitor treatments in UGB events is required,
to uniformly adapt them to the current Clinical Guidelines.

KEY WORDS: Pharmaceutical Care, Acid Secretion Inhibitors, PPIs, H:RAs, Upper
Gastrointestinal Bleeding.

INTRODUCCION

La utilizacion de inhibidores de la
secrecion acida (ISAs) estd ampliamente
difundida tanto en pacientes ambulatorios
como en las salas de internacion
hospitalarias. En la mayoria de los casos
se ha documentado una sobreprescripcion

de los mismos, sin revisar los esquemas

terapéuticos y su uso llega a ser habitual, a
pesar de las dudas que surgen en cuanto a
su eficacia, y de los potenciales efectos
adversos e interacciones medicamentosas
que traen aparejados (Buedgens et al,
2014). El uso mas comun en las
instituciones sanitarias es la prevencion

del sangrado gastrointestinal por stress
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(Avendafo-Reyes y Jaramillo-Ramirez,
2014).

El paciente criticamente enfermo puede
desarrollar erosiones gastricas y, en
ocasiones, Ulceras por estrés con sangrado
gastrointestinal grave que puede ser fatal.
Las Ulceras por estrés son lesiones de la
mucosa gastrica, asociadas con eventos
estresantes tales como quemaduras
extensas, ventilacion mecénica, cirugia
mayor, sepsis, coagulopatia y traumatismo
grave. Los hallazgos endoscopicos
comunes varian de erosiones superficiales
a Ulceras focales profundas que penetran
la submucosa, y ocurren por lo general
entre el tercer y el séptimo dia después de
ingresar en la unidad de cuidados
intensivos (uch. El

gastrointestinal nosocomial debido a

sangrado

Ulceras de estrés se asocia con tasas
elevadas de mortalidad intrahospitalaria,
por lo general en la UCI. Esto ha
fomentado la administracion profiléactica
de varios medicamentos, tales como
antidcidos, sucralfato, antagonistas de los
receptores de histamina 2 (ARH.) e
inhibidores de la bomba de protones (IBP)
(Avendafno-Reyes y Jaramillo-Ramirez,
2014).

Los antiacidos y sucralfato ya no son
utilizados en la mayoria de las UCI. Los
ARH reducen la secrecion del &cido
gastrico a través de wuna inhibicion

reversible y competitiva de la secrecion de

acido estimulado por histamina vy
frecuentemente se asocia con la
taquifilaxia (efecto reducido después de
48 h de uso). Los IBP suprimen de manera
irreversible la produccién de é&cido
gastrico a nivel de la bomba de
hidrégeno/potasio adenosina trifosfatasa,
proporcionando una inhibicion de larga
duracion, y son los agentes antisecretores
mas potentes que se utilizan en la
actualidad. En contraste con los ARH2, los
IBPs inhiben la secrecion de &cido
gastrico tanto inducido por histamina
como mediado vagalmente. En afios
recientes los IBP se han convertido en los
medicamentos que se utilizan con mas
frecuencia, en comparacion con los ARH>,
para la prevencion de Ulceras por estrés y
de sangrado gastrointestinal. Sin embargo,
se ha demostrado que la sobreutilizacion
de estos medicamentos en pacientes sin
factores de riesgo en la UCI, asi como en
los pacientes hospitalizados que no se
encuentran en la UCI, es muy frecuente.
Esta  prescripcion  inapropiada  ha
incrementado tanto la cantidad de efectos
adversos como los costes  por
hospitalizacion.  Asi  mismo, tal
prescripcion generalmente se continta una
vez que el paciente ha abandonado el
hospital, con las mismas consecuencias en
relacion con los efectos adversos y costes
(Nasser et al, 2010).
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La utilizacion de estos medicamentos por
periodos largos no es inofensiva. Las
complicaciones principales, aunque poco
frecuentes, son: riesgo incrementado de
neumonia nosocomial o adquirida en la
comunidad, baja absorcién de calcio con
osteoporosis y riesgo de fractura de cadera
y riesgo incrementado de infeccion por
Clostridium difficile.

Debido a que el sangrado gastrointestinal
visible ocurre en una minoria de los
pacientes en la UCI y el sangrado
clinicamente importante ocurre solo en el
1-3 %, algunos autores han argumentado
que la profilaxis se encuentra
sobreutilizada en la actualidad. Por lo
tanto, la pregunta es: ¢qué pacientes en la
UcCl deben recibir

Ciertamente, los pacientes con fallo

profilaxis?

respiratorio que requieren de ventilacion
mecanica > 48 h estan en riesgo, asi como
los que sufren de coagulopatia grave. Los
pacientes que se presentan con una lesion
cerebral cerrada con una puntuacion de
Glasgow baja 0 con quemaduras graves
también deben recibir terapia profilactica.
Los pacientes que no estan dentro de
ninguno de estos grupos tienen menos de
0.5 % de riesgo de sangrado clinico
significativo y  probablemente  no
requieren de terapia  profilactica
(Avendafno-Reyes y Jaramillo-Ramirez,

2014).

En la actualidad, la mayoria de las UCI
utilizan los IBP en lugar de los ARH>
como agentes profilacticos para las Ulceras
por estrés, pareciera ser que los IBP son
méas efectivos que los ARH: en la
prevencion clinica de la hemorragia
digestiva alta significativa en pacientes
criticos, sin embargo, se ha identificado la
administracion de IBP como un factor de
riesgo importante de diarrea asociada a
Clostridium difficile (DACD) en pacientes
en UCI (Buedgens et al, 2014;
Barbateskovic et al, 2019; Sachar et al,
2014).

La patogénesis de las lesiones de la
mucosa relacionada con el estrés y las
Ulceras por estrés son multifactoriales. La
hospitalizacién o el ingreso en la UCI por
si solas no son razones suficientes para
comenzar la profilaxis. Los IBP son al
menos tan efectivos como los ARH>, pero
son mas caros, y la evidencia sigue siendo
muy limitada. Se debe individualizar cada
paciente de la UCI, evaluar su riesgo y
determinar la necesidad de comenzar con
profilaxis de sangrado relacionado con el
estrés (Avendafio-Reyes y Jaramillo-
Ramirez, 2014; Boletin de Farmacia
Hospital EI Cruce, 2013; Sreedharan et al,
2012).

En pacientes no hospitalizados en la UCI,
la administracion de IBP es asociada con
un riesgo significativamente mayor de

complicaciones infecciosas,
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especialmente de neumonia adquirida en
la comunidad o nosocomial y DACD.
Ademés de los factores de riesgo
conocidos desde hace mucho tiempo
asociados a DACD, como el uso de ciertos
antibioticos y a una edad mas avanzada,
varios estudios en entornos que no
pertenecen a la UCI identificaron los ISA,
especialmente IBP, como un factor de
riesgo adicional e independiente en una
escala similar a los antibidticos (Buedgens
et al, 2014; Nasser et al, 2010).
Regionalmente, se han reportado tasas de
utilizacion de antiulcerosos, sin la
presencia de factores de riesgo que la
justifiquen, desde un 20 % a un 79 %,
superando las méas altas tasas reportadas
en otros centros. Igualmente, en un estudio
transversal de utilizacion de antiulcerosos,
Di Libero et al (2018) evaluaron que el 72
% de los pacientes estudiados no
calificaban para ninguna indicacion véalida
de terapia supresora de la acidez por
bibliografia. Aun asi, el 83 % de los
mismos la tenia indicada.

En nuestro hospital, el Servicio de
Farmacia posee un sistema de
dispensacion de medicamentos con
intervencion del farmacéutico clinico con
posterioridad a la dispensacion. EI mismo
tiene por objetivo conocer la historia
farmacoterapéutica de los pacientes y la
imputacion de costo de forma

individualizada y como requisitos

minimos conocer las unidades de
medicamentos administrados en un
periodo de 24 horas. Dicha modalidad
permite  establecer  programas de
intervencion farmacéutica que promuevan
la utilizacion adecuada de los
medicamentos prescriptos (Resolucion N°
641 del Ministerio de Salud, 2000).

En el nosocomio se cuenta con dos clases
de ISA en el Formulario Terapéutico (FT)
para la prescripcion médica, con un
principio activo por clase farmacoldgica:
un inhibidor de la bomba de protones,
omeprazol (OME), y un antagonista de los
receptores de histamina H», ranitidina
(RAN), en tres tipos de presentaciones
farmacéuticas: ampollas 'y  polvo
liofilizado para solucién inyectable
intravenosa e infusion continua, capsulas
0 comprimidos y jarabes, para
administracion oral.

Actualmente, el nosocomio no cuenta con
un  Vademécum  Hospitalario que
protocolice la utilizacion de los
medicamentos incluidos en el FT respecto
a patologias y su tratamiento
farmacoldgico. Lo cual dificulta normar
una indicacion medica uniforme entre los
profesionales de la salud que sea la mas
eficaz, costo-efectiva y segura para el
paciente. Cada unidad de internacion
posee una cultura de prescripcion de
acuerdo con el tipo de pacientes y las

patologias prevalentes que atiende, sin
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embargo, al no ser parte de una norma
institucional, se obstaculiza la consulta,
revision y actualizacion periddica de la
misma.

Es objetivo de este estudio describir la
utilizacion de inhibidores de la secrecion
acida en los pacientes adultos internados
en las salas de cuidados criticos, cirugia
general y clinica médica, durante el
periodo seleccionado. Se pretende conocer
la distribucion de las variables
demograficas edad y sexo de los pacientes
internados en las distintas salas y
cuantificar la prescripcion de ISAs de
acuerdo con la proporcion de pacientes
que recibieron proteccion gastrica. Es
prioritario clasificar la prescripcion de
ISAs de acuerdo con el farmaco indicado,
la via de administracion y la dosis, ademas
de realizar un analisis multivariado para
determinar cuél de las distintas variables
independientes es la que mas influye en
los habitos de prescripcion. Finalmente, se
espera evaluar la uniformidad vy
adecuacion del tratamiento de hemorragia
digestiva alta con IBP en los servicios de
internacion, basados en guias de préactica

clinica.

MATERIALES Y METODOS

El andlisis realizado corresponde a un
estudio descriptivo retrospectivo
longitudinal con muestreo simple. La

unidad de andlisis fue la prescripcion

médica diaria realizada al total de
pacientes mayores de 18 afios internados
durante los meses de marzo y abril del afio
2018.

Los datos se relevaron de la planilla de
indicaciones diarias, la historia clinica del
paciente y el registro de dispensacion de
medicamentos del Servicio de Farmacia.
Las variables de estudio fueron la edad, el
sexo, la prescripcion médica de un ISA, el
tipo de farmaco, la via de administracion,
la dosis y el diagndstico de ingreso segln
la  Clasificacion Internacional de
Enfermedades, 102 edicion (CIE-10). Las
fuentes secundarias supra citadas, al igual
que el sistema informéatico SCA4 (intranet
del nosocomio), fueron utilizados para
realizar la conciliacion terapéutica de la
farmacoterapia del paciente al migrar
entre servicios de internacion de cuidados
criticos y no criticos.

Para la recoleccion y tratamiento de la
informacion, se efectuo la codificacion de
las variables del estudio mediante una
base de datos utilizando el software de
Microsoft® Excel para Windows 10,
suscripcion a Office 365. Para el analisis
estadistico se utiliz6 el software InfoStat®,
licencia provista por la Universidad
Nacional de Cérdoba (UNC).

La variable edad fue cuantificada como
variable continua discreta y variable
categorica ordinal, segin la siguiente
clasificacion: JOVEN, de 15 a 24 afios;
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JOVEN ADULTO, de 25 a 44 afios;
ADULTO, de 45 a 65 afios, y ADULTO
MAYOR, mayores a 65 afios. La variable
cualitativa  dicotomica sexo, como
MASCULINO o FEMENINO. Tanto la
edad como el sexo de cada paciente
constituy6 un Unico dato durante toda su
estancia de internacion en el nosocomio.
La variable cualitativa dicotomica
indicacion de prescripcion médica de un
ISA se considero positiva (SI) o negativa
(NO) dependiendo de su consignacion en
los  apartados  “Plan  Parenteral”,
“Medicacion intravenosa” o “Medicacion
oral” de la planilla de indicaciones diarias.
La variable categérica servicio de
internacion fue definida: unidad de
cuidados criticos, como TERAPIA,;
cirugia general, traumatolégica vy
neurocirugia, CIRUGIA; y clinica médica,
CLINICA. La variable categorica ordinal
dosis diaria del ISA se clasificd de la
siguiente manera: 20 mg de OME O, 40
mg de OME 1V, 150 mg de RAN O y 100
mg de RAN IV, como BAJA; 40 mg de
OME O, 80 mg de OME 1V, 300 mg de
RAN O y 150 mg de RAN IV, como
MEDIA; > a 40 mg de OME O, > a 120
mg de OME IV, >a 450 mgde RAN Oy
>a 200 mg de RAN IV, como ALTA.

Las variables cuantitativas continuas se
describieron como figuras de histogramas
de frecuencia, mientras que las variables
cualitativas categodricas se diagramaron
como figuras de gréaficos de tortas o de
barras. Las tablas de frecuencias relativas
por filas con el andlisis del estadistico Chi?
de Pearson se presentaron como tablas,
mientras que el analisis de
correspondencia multiple se ilustré en una
figura Biplot, junto a su contribucion al

Chi? de Pearson.

RESULTADOS

Fueron atendidos 410 pacientes durante el
periodo de estudio. La distribucion de
frecuencias de edades en el histograma
evidencia una distribucion no normal, con
asimetria negativa o hacia la izquierda,
curtosis platocurtica menor a cero, con una
media de 53,82 afios, una mediana de
56,50 afios y una moda de 57 afios, con un
rango de edades entre 18 y 95 afios. La
Figura 1A muestra la distribucion de
edades de los pacientes internados como
histograma, mientras que la Figura 1B la
clasifica por grupo etario. La distribucion
por sexo correspondid: un 57 % al sexo
masculino, mientras que un 43 % al sexo

femenino.
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Figura 1A. Histograma de frecuencias de la edad de los pacientes internados en el HRRG durante marzo y

abril de 2018.

Figure 1A: Histogram of frequencies of the age of patients hospitalized in the HRRG during March and April

2018.
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Figura 1B. Distribucion categérica de edades segin grupo etario.
Figure 1B. Categorical distribution of ages according to age group.

Se totalizaron 3.123 prescripciones
diarias, segun distribucion por servicio de
internacién en la Figura 2A. Del nimero
total de indicaciones medicas el 86 % (n =
2699) incluia un ISA, siendo ranitidina u

omeprazol, administrado  por via

intravenosa o via oral. La indicacion de
proteccion gastrica por servicio fue del 83
% (n = 892) en cirugia general (CIR), del
85 % (n = 1308) en clinica médica (CLIN)
y del 97 % (n = 499) en cuidados criticos
(UCI).
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Prescripcion por servicio de internacion
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Figura 2. Proporcidn de prescripciones médicas diarias por servicio de internacién hospitalaria.
Figure 2. Proportion of daily medical prescriptions by hospitalization area.

La eleccion del farmaco inhibidor de la
secrecion acida fue el 68 % (n = 1.827) de
las veces omeprazol, mientras que el 32 %
(n = 872), ranitidina; la via de
administracion seleccionada fue el 87 %
(n = 2.343) por via intravenosa mientras
que el 13 % (n = 353) por via oral. La UCI
registrd 95 % (n = 474) de prescripcién de
omeprazol, con el 100 % (n = 499) de
administracion por via intravenosa; en
CLIN, a su vez, el 73 % (n = 955) de las

indicaciones  médicas  fueron  de
omeprazol, mientras que el 27 % (n = 353)
de ranitidina, con un 74 % (n = 968) de
administracion parenteral; en CIR, el 45 %
(n =225) de |las
correspondieron a omeprazol y el 55 % (n

= 274) a ranitidina, con un 99 % (n = 494)

prescripciones

de administracion intravenosa.
La Figura 3 representa la prescripcion
acumulada total de ISA por farmaco y via

de administracion.
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Figura 3. Proporcidn de utilizacion de inhibidores de la secrecion acida por farmaco y via de administracion.
Figure 3. Proportion of use of acid secretion inhibitors by drug and route of administration.

Respecto a la utilizacion de ambos grupos
farmacoldgicos en el tratamiento de la
secrecion acida, se identifico un 1,4 % (n
= 38) de indicaciones médicas con
duplicidad terapéutica, en seis pacientes
internados. Dichos pacientes fueron
tratados con ranitidina y omeprazol,
ambos por via intravenosa, en dosis fijas
de ranitidina de 150 mg/dia y dosis de
omeprazol de 40 mg/dia 0 80 mg/dia. Tres

de los pacientes en una sola indicacién

diaria, mientras que en los otros tres el
tratamiento combinado se prolongé por 5
0 6 dias.

La Tabla 1 resume las prescripciones de
ISA por servicio, por dosis y via de
administracion, expresadas como
frecuencias relativas por filas. La
administracion de dosis altas de ambos
ISA se realizd exclusivamente por via

intravenosa.
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Tabla I. Frecuencias relativas por filas de las prescripciones de inhibidores de la secrecion acida por servicio,

dosis/dia y via de administracion.

Table I. Relative frequencies by rows of acid secretion inhibitor prescriptions by service, dose/day, and route

of administration.

Servicios de internacién

Dosis categorizada ) g Total
CIRUGIA CLINICA TERAPIA

OME ALTA 36,67 % 36,67 % 26,67 % 100,00%
OME MEDIA 30,49 % 66,83 % 2,68 % 100,00%
OME BAJA 18,64 % 49,90 % 31,46 % 100,00%
RAN ALTA 100,00 % 0,00 % 0,00 % 100,00%
RAN MEDIA 59,35 % 37,13 % 3,52 % 100,00%
RAN BAJA 56,06 % 43,49 % 0,00 % 100,00%
Total 33,05 % 48,46 % 18,49 % 100,00%

En la Figura 4 se muestra en un gréfico
Biplot el analisis de correspondencia
multiple (ACM) de las variables en
estudio: servicio de internacion, farmaco
inhibidor de la secrecion acida, via de
administracion y dosis diaria categorizada.

2,12+ o
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1,16
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El ACM adjudic6 un autovalor de 0,70 al
eje 1, la variable medicamento, y de 0,59
al eje 2, la via de administracion,
explicando el 55,61 % de variabilidad total

(Tabla 2).
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Figura 4. Analisis de correspondencia multivariado de las variables categéricas: servicio de internacion,

farmaco, dosis/dia y via de administracion.

103



Naturalia Patagénica Vol. 16 (2020) 93-110. Utilizacion de inhibidores de la acidez.

Figure 4. Multivariate correspondence analysis of the categorical variables: hospitalization service, drug,

dose/day, and route of administration.

Tabla I1. Contribucion al Chi? de Pearson de las componentes principales del analisis de correspondencia

multiple y sus autovectores (autovalores).

Table 1. Contribution to Pearson's Chi? of the principal components of the multiple correspondence analysis

and their eigenvectors (eigenvalues).

Contribucién al Chi cuadrado

Autovalor Inercias Chi Cuadrado (%) % acumulado
1 0,70 0,49 6805,57 32,70 32,70
2 0,59 0,34 4767,04 22,91 55,61

Coordenadas fila

Eje 1 Eje 2
CLIN -0,21 0,82
ucl -1,03 -1,24
CIR 0,89 -0,50
OME -0,59 -0,03
RAN 1,23 0,07
0] -0,64 2,00
v 0,10 -0,30
BAJA -0,74 -0,13
MEDIA 0,96 0,24
ALTA 0,27 -1,62

Se sucedieron doce casos de hemorragia
digestiva alta (HDA) en los tres servicios
de internacién durante el periodo de
estudio. Dos en CLIN, cinco en UCI y
cuatro en CIR, mientras que uno de ellos
comienza en UCI y continda tratamiento

en CIR. Cinco de los doce casos descriptos

motivaron la internacién de los pacientes,
uno en CLIN con diagndstico K92.2
(Hemorragia gastrointestinal no
especificada), uno en UCI que luego
CIR

diagnostico K92.2 y tres en CIR, con

contindla tratamiento en con

diagnosticos K25.2 (Ulcera gastrica aguda
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con hemorragia y perforacion), K92.0
(Hematemesis) y K92.2. Por lo tanto, se
produjeron siete eventos de HDA durante
la internacion nosocomial. En la mayoria
de los casos, el tratamiento consistio en
omeprazol en infusion continua, con o sin

dosis de carga, y con dosis de

mantenimiento de duracion variable. La
Tabla 3 muestra el tratamiento
recomendado de omeprazol para la HDA,
en contraste con los diversos esquemas
que se utilizaron en cada servicio de

internacién y en cada caso.

Tabla Ill. Indicaciéon de tratamiento farmacol6gico con inhibidores de la bomba de protones para la

hemorragia digestiva alta.

Table Ill. Indication of pharmacological treatment with proton pump inhibitors for upper gastrointestinal

bleeding.

Dosis de

Infusién continua (1C)

Dosis de

carga mantenimiento
20-40 mg/dia
80 mg en bolo 8 mg/hx72h
X 6 semanas
40 mg en bolo IC8 mg/h x 24 h 40 mg/12 h
IC8mg/hx24h 40 mg/12 h
80 mg en bolo
IC8 mg/h x48h 40 mg/12 h
160 mg en bolo IC8mg/hx72h+40mg/12h e
IC8 mg/hx 120 h 40 mg/12 h
IC 8 mg/h x 24 h + 40 mg/12 h 40 mg/12 h
SRl IC 8 mg/h x 48 h + 40 mg/12 h 40 mg/12 h
carga
IC8 mg/h x 24 h 40 mg/12 h
40 mg/8 hx 24 h 80 mg/12 h
DISCUSION se espera mayor riesgo de ulcera por

Este es el primer estudio descriptivo de la
utilizacion de inhibidores de la secrecion
acida que se realiza en nuestra institucion.
La prescripcion de ISAs en los pacientes
internados es elevada, con el 83 % de las
indicaciones médicas incluyendo un ISA.
Esta practica profesional no se

circunscribe solo al area de UCI, en la cual

stress, sino también en las salas de
internacién de menor complejidad, CLIN
y CIR, en proporcion ligeramente inferior,
97 %, 85% y 83 %, respectivamente. Esta
sobreutilizacion de ISA ha sido destacada
como préactica habitual e instaurada en las
instituciones sanitarias, no solo en las

areas de cuidados criticos, sino también en
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salas de internacion comun, e incluso en el
alta médica (Nasser et al, 2010; Cook y
Guyatt, 2018; Buendgens et al, 2014; Bez
etal, 2011).

Igualmente, al comparar el uso del
omeprazol con el de ranitidina, es evidente
el mayor uso de IBPs antes que del
ARH3s. El hecho de que la UCI utilice el
95 % de las veces un IBP y la sala de CLIN
el 73 % de las mismas, evidencia la
preferencia por drogas de dicho grupo
farmacoldgico, siendo el area de CIR el
que muestra una proporcién similar en el
uso entre un IBP y un ARH2, un 45 % y un
55 %, respectivamente. Estos hallazgos
concuerdan con el concepto generalizado
de que los IBP son mas eficaces que los
ARHos, si bien estos también cumplen
eficientemente con la funcion de prevenir
el sangrado gastrico (Avendafio-Reyes y
Jaramillo-Ramirez, 2014; MacLaren y
Campbell, 2013). Sin embargo, cabe
destacar a Buedgens et al, (2014), quienes
identificaron en su estudio (Alemania)
que, aproximadamente el 73% de todos los
pacientes recibieron IBP en la UCI,
comparado con las encuestas de los
Estados Unidos y el Reino Unido, que
informaron que se eligieron ARH2s para
aproximadamente dos tercios de los
pacientes de la UCI para la profilaxis de
hemorragias por ulceras por estrés.

Con respecto a las diversas formulaciones

farmacéuticas disponibles, inyectables vs

comprimidos, se puede observar que la via
de  administracion  utilizada  mas
ampliamente es la intravenosa, en el 100
% de las prescripciones en la UCI, el 99 %
de las mismas en CIR y el 74 % en CLIN.
Lo antedicho evidencia la necesidad de
evaluar la farmacoterapia, ya que, de ser
esta necesaria y oportuna, se deberia optar
por la via de administracion mas segura y
que incurra en la disminucion de los
costes, de ser posible. Con respecto a
pacientes en asistencia ventilatoria
mecénica criticamente enfermos, la
terapia con ARH>s reduciria los costos
comparados a los IBP para la profilaxis de
ulcera por stress (MacLaren y Campbell,
2013). Mientras que en las salas de
cuidados generales no criticos como CLIN
0 CIR podrian reducirse los costes por el
cambio a via oral lo antes posible luego de
iniciada la terapia intravenosa. Nasser et al
(2010) evidenciaron que solo alrededor
del 50 % de los pacientes que se iniciaron
con IBP por via intravenosa se
consideraron apropiados, de los cuales la
mitad eran candidatos para cambiar a la
forma oral durante su hospitalizacion.
Asimismo, destacan que la iniciacion
inapropiada de IBP por via intravenosa
tuvo mas probabilidades de tener lugar en
el piso médico en comparacién con el piso
quirurgico.

Regionalmente, cabe destacar los
hallazgos de Di Libero et al (2018)
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respecto a las formulaciones
farmaceéuticas utilizadas en la terapia para
la supresion de la acidez. Si bien el estudio
observacional incluia pacientes de
sectores como la Unidad de Terapia
Intensiva, la  Unidad  Coronaria,
Cardiologia, Clinica Médica y Cirugia, la
distribucion de los tratamientos de ISAs y
vias de administracion utilizados fueron:
27 % de ranitidina intravenosa, 40 % de
ranitidina via oral y 33 % de omeprazol via
oral. La exclusion del uso de omeprazol
por via intravenosa de manera profiléctica
sin duda repercute en los costos de la
farmacoterapia.

La baja duplicidad terapéutica detectada
puede considerarse una buena practica de
prescripcion médica, ya que no se atribuye
mayor eficacia al uso conjunto de distintos
ISAs de acciébn  farmacoldgica
complementaria, y predisponen al
aumento de eventos adversos a
medicamentos prevenibles.

El analisis de correspondencia permite
explorar gréficamente asociaciones entre
variables categorizadas. El Biplot del
ACM representa una forma util de
observar los resultados (Figura 4). El
Biplot de la CP1y CP2 explica el 55,61 %
de la variabilidad total de los datos. Es
importante observar en primera instancia
en sentido Este-Oeste, y ver las
proyecciones de las variables sobre la

CP1. A partir de la dispersion de las

observaciones, podemos inferir que la
prescripcion de OMEPRAZOL se asocia
con la UCI y CLIN antes que con CIR,
relacionada con la
RANITIDINA.

mucho  mas
prescripcion de
Igualmente, respecto a la dosis diaria
BAJA se asocia con la prescripciéon de
omeprazol y de la via ORAL, la
prescripcion de la dosis diaria MEDIA con
la prescripcion de ranitidina, y la
prescripcion de la dosis diaria ALTA se
relaciona con la via INTRAVENOSA. En
el sentido Norte-Sur, sobre la CP2, la
proyeccion de la via ORAL se asocia
directamente con CLIN, mientras que la
via INTRAVENOSA con CIR y UCI.

La combinacion lineal de cada autovector
con el valor observado para dicha variable
conforma la Componente Principal. Se
denomina CP1 a la componente principal
con mayor autovalor, es decir, la CP que
expliqgue la mayor variabilidad de los
datos (32,70 %), luego, se denomina CP2
a la siguiente componente que explique
alta variabilidad, pero ésta explicara
menos que la CP1y mas que la CP3 (22,91
%). En este caso, las dos primeras CP
(CP1+CP2) explican el 55,61 % de la
variabilidad total de los datos. Los
autovectores, coeficientes asociados a las
variables son ponderadores 0 pesos,
mientras mas grande sea este coeficiente
mayor inercia o “peso” tendra esa variable

para explicar la variabilidad de las
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observaciones (Balzarini et al, 2015). Por
lo tanto, en nuestro analisis multivariado
el mayor peso en la CP1 lo posee la
variable medicamento (con el autovector
de RAN de 1,23), mientras que en la CP2
lo tiene la variable via de administracion
(con el autovector de O de 2,00).
La incidencia del sangrado
gastrointestinal clinicamente importante
durante la hospitalizacion en nuestros
hallazgos  supone un 1,7 %,
aproximadamente un 50 % inferior al 3 %
reportado en estudios descriptivos
actuales (Di Libero et al, 2018). El
consenso aceptado como tratamiento de
las HDA pondera la superioridad de los
IPBs antes los ARH>s o placebo, y la via
intravenosa antes que la oral. Se
administra una dosis de carga de 80 mg de
IBP, como omeprazol, seguido por 72 h de
una infusion continua intravenosa de 8
mg/h, y finalmente, por una dosis de
mantenimiento de 20 a 40 mg/dia (Barkun
et al, 2019; Lam et al, 2015; Boletin de
Farmacia Hospital ElI Cruce, 2013). La
terapéutica relevada en todos los casos de
HDA se muestra inconsistente con las
recomendaciones actuales. En varias
ocasiones no se administra la dosis de
carga del IPB, la infusién intravenosa
continua dura en su mayoria 24 h o 48 h,
llegando a un limite superior de 120 h de
duracion. Incluso se ha tratado con

administracion del IBP en bolo de 40 mg

cada 8 h por 24 h seguido de una dosis de
mantenimiento cuatro veces superior a la
recomendada. Lo antedicho evidencia la
carencia de un protocolo institucional que
permita un tratamiento acorde a las
recomendaciones terapéuticas actuales,
indistintamente del servicio de internacion
en donde se produzca el evento, o el
profesional sanitario que asuma la
responsabilidad de la prescripcion de este.
Queda clara la necesidad de reevaluar la
prescripcion de ISAs en nuestro
nosocomio, sobre todo la pertinencia de la
indicacion médica segin los criterios
clinicos, la seleccion del tipo farmaco, el
cambio a la via oral si estdn dadas las
condiciones y la suspension oportuna del
tratamiento. = Se  pueden  brindar
recomendaciones pertinentes como parte
del seguimiento farmacoterapéutico a los
pacientes internados desde el Servicio de
Farmacia a fin de posibilitar una mejora
continua en la eficacia, seguridad y costes

de los tratamientos dispensados.

CONCLUSIONES

El alto indice de prescripcion de ISAs
evidencia uso habitual de los mismos, sin
revisar los esquemas terapéuticos, a fin de
propiciar el intercambio por el farmaco
mas efectivo de menor costo, la via oral o
la suspension del tratamiento. Es
necesario protocolizar el tratamiento con

IBP de las hemorragias digestivas altas, a
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fin de adecuar los mismos a las
recomendaciones actuales respecto a dosis
de carga, administracion en infusion
continua y terapia de mantenimiento. La

atencion  farmacéutica al  paciente
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RESUMEN
En los ultimos afios, la investigacion cientifica ha buscado orientar sus esfuerzos en la
proteccion del medio ambiente con el objetivo de disminuir el impacto negativo de la
acumulacion de residuos y aprovechar recursos naturales desperdiciados para aumentar su
valor. La Quitina (Qi) es el material de sostén presente en el exoesqueleto de artropodos
como langostinos y centollas. Los caparazones de langostino constituyen parte del residuo
de la industria pesquera de particular preocupacion en la costa Patagdnica de nuestro pais,
por lo que existe una continua busqueda de tecnologias efectivas para permitir su
reutilizacion y capitalizacion. La obtencidn de Qi por fermentacion lactica a partir de este
residuo proporciona un método 6ptimo, sin generar exceso de residuos quimicos. Por otro
lado, permite aprovechar un subproducto de la industria lactea como es el lactosuero. El
objetivo del presente trabajo fue aplicar una metodologia sustentable para obtener Qi a partir
de caparazones de langostino recolectados en el Golfo San Jorge y su conversion a Quitosan
(Qh), por desacetilacion alcalina, caracterizar el producto obtenido y evaluar su capacidad
para formar peliculas. EI Qh puede hincharse en medio acuoso, ligeramente acido, formando
films con amplia variedad de aplicaciones como las biomédicas. La caracterizacion

estructural se realizo por espectroscopia infrarroja FTIR. Se obtuvo un mayor rendimiento
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gravimétrico cuando se realizo la fermentacion lactica durante 11 dias y el Qh de langostino
obtenido mostro un patrén de bandas similar al comercial.
PALABRAS CLAVE: fermentacion, lactosuero, langostino, quitina, quitosan,

sustentabilidad.

ABSTRACT

In recent years, scientific research has sought to guide its efforts in protecting the
environment with the aim of reducing the negative impact of the accumulation of waste and
taking advantage of wasted natural resources to increase their value. Chitin (Qi) is the
support material present in the exoskeleton of arthropods such as prawns and spider crabs.
Shrimp shells constitute part of the residue of the fishing industry of particular concern on
the Patagonian coast of our country, so there is a continuous search for effective technologies
to allow their reuse and capitalization. Obtaining Qi by lactic fermentation from this residue
provides an optimal method, without generating excess chemical residues. On the other
hand, it allows to take advantage of a by-product of the dairy industry such as whey. The
objective of this work was to apply a sustainable methodology to obtain Qi from shrimp
shells collected in the San Jorge Gulf and its conversion to Chitosan (Qh), by alkaline
deacetylation, to characterize the product obtained and evaluate its capacity. to form films.
Qh can swell in a slightly acidic, aqueous medium, forming films with a wide variety of
applications such as biomedical. The structural characterization was carried out by infrared
spectroscopy FTIR. A higher gravimetric yield was obtained when lactic fermentation was
carried out for 11 days and the shrimp Qh obtained showed a band pattern similar to the
commercial one.

KEY WORDS: fermentation, whey, shrimp, chitin, chitosan, sustainability.

INTRODUCCION

Actualmente existe una revolucién en el
desarrollo de biomateriales con nuevas
propiedades 'y  control de su
biodegradabilidad. Los materiales mas
"verdes" son ampliamente utilizados, y la
investigacion quimica presta mas atencion
al desarrollo de procesos sustentables. En

este sentido, los estudios sobre polimeros

naturales como la quitina (Qi) y el
quitosan (Qh), juegan un papel central en
este momento. Debido a la creciente
necesidad de reemplazar parte de los
polimeros sintéticos, derivados del
petréleo, cobra relevancia, en las Gltimas
décadas, el estudio de la obtencion de
polimeros naturales derivados de fuentes

renovables, como los polisacaridos, con
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amplia utilidad en la industria
biotecnoldgica y biomédica, Castro et al.
(2011). Los polisacaridos, en general, son
de caracter hidrofilico, no son toxicos, son
biocompatibles y biodegradables. Muchas
de estas propiedades particulares son
debidas a los grupos funcionales
especificos que poseen dichas moléculas,
como el grupo amino, el grupo acetamida
y el grupo carboxilo que son susceptibles
de modificacion quimica para elaborar
materiales funcionales avanzados (Kurita,
2006). La importancia del Qh como
biomaterial, se sustenta en estas conocidas
ventajas de  biocompatibilidad vy
biodegradabilidad (Youseff y Lucian,
2012). Por otro lado, la industrializacion y
comercializacion de crustaceos como el
langostino, la centolla y el camaron en las
costas del Golfo San Jorge generan
grandes recursos econdmicos y a la vez, la
produccion de grandes toneladas de
residuo tras la extraccion de la parte
comestible y el descarte de los
caparazones. El residuo, en la provincia de
Chubut es actualmente depositado sobre la
playa, o bien enterrado en piletas naturales
cavadas en la arena. Esto genera un
impacto ambiental negativo, debido al
desarrollo de microorganismos patdégenos
que utilizan estos depdsitos como medio
de cultivo y generan una cadena de
descomposicion dificil de resolver. Se

producen alteraciones en el agua

subterranea con los productos de
degradacion (nitrogenados o fosforados) y
la proliferacion de vectores sanitarios
(roedores, insectos, gaviotas), ademas de
la generacion de olores nauseabundos. La
posibilidad de obtener biopolimeros, por
un método sustentable, a partir de estos
residuos, ha captado la atencién de
investigadores en los ultimos afios con el
fin de

inconvenientes, uno industrial y otro

resolver  dos  grandes
ambiental (Ambrosio, 2016). La especie
mas recogida de langostino en las costas
patagonicas es el Pleoticus muelleri, del
cual se desecha aproximadamente un 13%
de caparaz6n total himedo. La
composicion del caparazon de langostino,
presenta un 15— 40% de Qi (a—quitina),
proteinas alrededor del 20 al 40% vy
carbonato de calcio entre 20-50% como
componentes principales, y presenta en
menor cantidad pigmentos y otras sales
metalicas (Avila et al, 2007). La Qi es un
polisacarido, estd presente en el
exoesqueleto de artropodos y en la pared
celular de algunas familias de hongos y
levaduras. También se encuentra en las
alas y en las cuticulas de algunas especies
de insectos (Colina et al, 2014). Es el
segundo polisacarido en abundancia en la
naturaleza luego de la celulosa (Jelen,
2003). La Qi (Figura 1) da por
desacetilacion el Qh (Figura 2), ambos son

copolimeros lineales de residuos de N-
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glucosamina (D-GIcN) y  N-Acetil
glucosamina (D-GIcNACc) distribuidos al
azar y unidos mediante enlace B-1,4 y
producen una estructura rigida no
ramificada. Se diferencian en el nimero de
grupos acetilados en la molécula (Romero
Pefalosa, 2011). El contenido de grupos
acetilo (-COCHzs) residuales (grado de
acetilacion), es el porcentaje de grupos
acetilo ain presentes en la cadena de Qi,
parcial o totalmente desacetilada
(Rinaudo, 2006). La Qi es soluble en
soluciones de dimetilacetamida o N-
metilpirrolidona conteniendo del 5 al 7%
de cloruro de litio. Es insoluble en agua y
en la mayoria de los disolventes. Las
metodologias de extraccién utilizadas para
obtener Qi se dividen en quimicas y
enzimaticas (Felse y Panda, 1999). Las
primeras consisten en sucesivas etapas de
desproteinizacion con hidréxido de sodio
en caliente, desmineralizacion con acido
clorhidrico frio y blanqueo con hipoclorito
de sodio. A pesar de que existen
numerosos progresos en las metodologias
quimicas de obtencién; el uso de
soluciones concentradas de acido y alcali
continian generando grandes cantidades
de desechos corrosivos, presentan efectos
en el peso molecular de los biopolimeros
y en consecuencia en sus aplicaciones,
ademas de hacer dificil la recuperacion de
sub-productos como hidrolizados

proteicos, calcio y pigmentos. La

fermentacion lactica es un proceso
prometedor para la obtencion de Qi,
debido a la disminucion de residuos
quimicos y la reutilizacion del suero de
leche descartado en la industria lactea
(Colina et al, 2014). De esta manera, la
aplicacion de procesos no agresivos
favorece la recuperacién de subproductos
aumentando la  sustentabilidad del
proceso. Por su parte, el Qh, se obtiene a
partir de un proceso de desacetilacion de
la Qi por métodos enzimaticos o quimicos
(Marcia et al, 2011). Es soluble en
soluciones acuosas de acidos organicos,
debido a la presencia de grupos amino
libres que, al ser protonados, promueven
la solubilizacion. Se considera que el Qh
posee un alto potencial para la elaboracion
de peliculas (films), con aplicaiones
biomédicas, ya que tiene propiedades
antimicrobianas que le permiten inhibir
una amplia variedad de bacterias. Las
peliculas elaboradas con este material son
transparentes, con una tonalidad
levemente amarillenta, cuentan con
buenas  propiedades mecanicas Yy
presentan baja permeabilidad al O2 y COa.
Su principal inconveniente es que son
altamente permeables al vapor de agua.
Sin embargo, esta dificultad puede
minimizarse  incorporando  algunos
aditivos o combinandolo con otro tipo de
biopolimeros. La utilidad de estas

peliculas esta determinada por sus
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propiedades mecanicas y de barrera, las
cuales dependen de la microestructura y

composicion, aspectos basicos que

aportan  datos dtiles 'y  permiten
caracterizar a las peliculas desarrolladas
(Rubio-

Anaya y Guerrero-Beltran, 2012). Otro de

para su aplicacién industrial

los componentes que se incluyen en las
formulaciones son los plastificantes; los
cuales ayudan a mantener la integridad de
las peliculas, ya que reducen su fragilidad,
aumentando la flexibilidad y la resistencia
a la ruptura (Lépez, 2011). Debido a su
origen natural, tanto la Qi como el Qh no
presentan una estructura quimica unica,
sino que constituyen una familia de
polimeros una alta

que presentan

variabilidad en el tamafio de las cadenas

(pesos moleculares de 50 kDa a 2000 kDa)
y en sus propiedades fisicoguimicas
(Hidalgo et al, 2009). La diferencia en su
estructura quimica, respecto de la
celulosa, debido a la presencia de grupos
acetamida y amino le confieren a la Qi
propiedades diferentes
(Prashanth y Tharanathan, 2007).

Para lograr el objetivo del presente trabajo

Gnicas Yy

se aplico la fermentacion lactica,
buscando obtener Qi por una metodologia
sustentable a partir de caparazones de
langostino, con un rendimiento Optimo y
Qh, mediante un proceso de desacetilacion
alcalina de la primera. Se caracteriz6 el Qh
obtenido por espectroscopia infrarroja y se

evaluaron sus propiedades.

CH,OH

HO

Figura 1. Estructura quimica de la quitina.
Figure 1. Chemical structure of chitin.

Figura 2. Estructura quimica del quitosan.
Figure 2. Chitosan chemical structure.
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MATERIALES Y METODOS

Materia prima

Se trabaj6 con caparazones de langostinos
(Pleoticus muelleri) proporcionados por
industrias  pesqueras de Comodoro
Rivadavia, que recogen estos y otros
productos de mar de las costas del Golfo

San Jorge-Patagonia-Argentina.

Reactivos

Quitosan comercial (C13H1409N2 LW,
Aldrich), Acido acético (C2H402, Wiener,
HAc), Hidroxido de sodio (NaOH,
Wiener), Cloruro de Sodio (NaCl,
Cicarelli), Acido Clorhidrico (HCI,
Cicarelli), Leche (descremada La

Serenisima), Buffer pH 4 y 7 (Biopack).

Equipos

Equipo de fermentacion (Figura 3),
Microscopio infrarrojo FT-IR (Thermo
Fisher Nicolet iN10), Balanza analitica
(Mettler Toledo New Classic MF-Modelo
MS 204S), Viscosimetro de Ostwald,
Bafio termostatico, Peachimetro (Oakton
pHtester2), Agitador Magnético (DLAB

MS-H-S), Estufa (Dalvo Instrumentos),
Centrifuga (Arcano).

Obtencidon de Quitina (Qi)

Los caparazones de langostinos fueron
lavados para extraer restos de materia
orgénica. Se descartaron las colas, las
patas y las cabezas. Finalmente fueron
secados a temperatura ambiente y
triturados con mortero hasta obtener un
tamafio de particula de 1 cm de lado
aproximadamente. Se colocaron en el
equipo de fermentaciéon, dentro de un vaso
de precipitados con el suero de leche, en
una proporcion 1:2 de material
solido/liquido. Para obtener el suero,
previamente, se realiz6 una precipitacion
acida, en caliente, de la leche liquida y se
separd la parte solida precipitada del suero
sobrenadante. La fermentacion se realizd
a temperatura ambiente por un periodo 7 a
12 dias. La mezcla se agito cada 6 horas
en forma manual. Luego de este tiempo, el
solido se separd y se lavd con abundante
agua para finalmente secarse en estufa a
30°C hasta peso constante. El ensayo se

realizo por triplicado.
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CANASTA DE ACERO
SUERO DE LECHE
AGITADOR DE PALETA

Figura 3. Equipo de fermentacion.
Figure 3. Fermentation equipment.

Obtencidn de Quitosan (Qh)

La Qi obtenida, en diferentes periodos de
fermentacion, fue desacetilada para
obtener quitosan de langostino (Qhl). La
reaccion de desacetilacion se llevo a cabo
con solucién de NaOH al 50% en una
proporcion 1:2 solido/liquido a 100°C en
bafo de arena, durante 1,5 h. Se realizaron
dos procedimientos de desacetilacion a
cada muestra de Qi. El sélido asi obtenido
se lavo con agua acidificada con HCI hasta
pH neutro y se secé en estufa a 30°C hasta
peso constante. Se determind el
rendimiento gravimeétrico (RG) de cada
muestra de Qhl obtenida, luego de 1y 2
procedimientos de desacetilacion a partir
de la Qi. A partir de este paso se trabajo
con la muestra seleccionada: quitosan de
langostino obtenido a partir de quitina con
11 dias de fermentacion. (Qhliy)

Determinacion del Peso Molecular
Promedio Viscosimétrico (Mv) del Qhls
El peso molecular del Qhli; se determind

por viscosimetria capilar utilizando un

viscosimetro de Ostwald y aplicando las
ecuaciones de Huggins y Mark — Houwink
— Sakurada. Se determinG primero la
constante B del viscosimetro, para lo cual
se calibro el instrumento con un buffer de
acido acético 0.1 M y NaCl 02 M
sumergido en un bafio termostatico a 25°C
(Kassai, 2007). Una vez calibrado, se
preparé una solucién de Qhlii al 2% p/v
en buffer HAc 0,1 M y NaCl 0,2 M. A
partir de esta UGltima se prepararon
diluciones de concentraciones 0,001,
0,003, 0,005, 0,007, 0,009, y 0,01 g/mL a
las cuales se les midio el tiempo de
escurrimiento, en el viscosimetro, por
triplicado. A partir del valor obtenido para
la viscosidad intrinseca [n] se calcul6 el
peso molecular promedio viscosimétrico
del polimero. La viscosidad intrinseca
tiene unidades de volumen/masa y esta
directamente relacionada con el peso
molecular promedio del polimero en

solucion. (Mv)
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Porcentaje de Desacetilacion (DD) del
Qhly

Para determinar el porcentaje de
desacetilacion del Qhli; se utilizo el
método potenciométrico. Para ello, se
preparé una disolucion de 0,5 g del Qhlyx
en 20 mL de HCI 0,3 M (Jiang et al, 2003).
A continuacion, se titul6 con una solucién
valorada de NaOH 0,1 M. El peachimetro
se calibré a pH 4, 7y 10. La valoracion se
llevo a cabo midiendo el pH cada 2 mL de
base afiadida, la adicion se realiz6 de
forma lenta y con agitacion continua para
homogeneizar la solucién. Las medidas se
realizaron por duplicado. Se realizo el

mismo procedimiento con Qhc.

Preparacion de los films de Qhc y Qhlyg
mediante Cold Casting

La técnica de Cold Casting consiste en
verter sobre una caja de Petri de
polipropileno, de 5 mm de diametro,
limpia y seca, 40 mL de la mezcla
homogénea y centrifugada del polimero y
dejar secar a temperatura ambiente. Para
obtener los films de Qhliz y Qhc se
preparar6 40 mL de solucion de cada
polimero al 2% en HAc 5% v/v y se agitd
por 48 h a 40°C en agitador magnético.
Cada una de las mezclas se centrifugd y se
volco en la caja de Petri correspondiente.
Se dejaron secar por 24-48 h a temperatura
ambiente hasta peso constante. Los films

obtenidos se conservaron a temperatura

ambiente (20°C, 30% HR) hasta su
utilizacion. Se retiraron de la placay se les
midié su espesor con calibre en escala

micromeétrica.

Indice de Hinchamiento en el Equilibrio
(Esw) de los films preparados

La capacidad de absorcién de agua de los
films se determind mediante medidas de
indice de hinchamiento en soluciones
buffers a distintos pH (4,0 y 7,0), a
temperatura ambiente. Para ello un trozo
de cada film, de masa conocida (entre 100
y 200 mg) se introdujo en solucion buffer
durante 2 h, hasta alcanzar el equilibrio.
Los trozos de films hinchados fueron
colectados a diferentes tiempos de
exposicion, secados superficialmente vy
pesados en balanza analitica. EI valor del
indice de hinchamiento en el equilibrio
(Esw) se calculd, luego, a partir de los
datos medidos experimentalmente segun
las ecuaciones correspondientes (Schott,
1992).

Permeabilidad al Vapor de agua (WVP)
de los films

La permeabilidad al vapor de agua (WVP)
se determind segin una modificacion del
método desecante, descripto en la norma
ASTM E96M-10. Cada film de
aproximadamente 3,14 cm? (sin defectos
como rajaduras, burbujas, etc.) se coloco

dentro de un recipiente de permeacion (2,0
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cm de didmetro y 2,5 cm de profundidad)
que contiene CaCl. anhidro. Una vez
armado cada recipiente, se llevé a una
camara de humedad controlada. Los
recipientes de permeabilidad con los films
se pesaron en intervalos de 24 h, durante 7
dias. Posteriormente se graficd la
variacion de la masa (g) de la capsula
(Am) en funcion del tiempo (h). Se
determino la velocidad de transmision al
vapor de agua y la permeabilidad al vapor
de

correspondientes para el método utilizado.

agua segin las  ecuaciones

Esta determinacion se realizd para los
films preparados con Qhc y con Qhl.
Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR)

La caracterizacion del Qhli; se realizd
mediante espectroscopia infrarroja y se
compar6 con el espectro del Qhc. Las
mediciones se realizaron

con un

Microscopio infrarrojo FT-IR (Thermo
Fisher Nicolet iN10) en el Laboratorio de
Materiales Poliméricos (LaMaP) de la

Facultad de Ciencias Quimicas de la UNC.

RESULTADOS Y DISCUSION
Rendimiento Gravimétrico
El

obtenido por desacetilacién de la Qi se

rendimiento gravimétrico del Qhl

calcul6 con la Ecuacion 1y se compararon
los resultados de los periodos de 7 a 12
dias de proceso de fermentacion. En la
Tabla | se detallaron, para los distintos
dias de proceso de fermentacion (columna
1), lamasa inicial de cascara de langostino
de la que se partio (columna 2), las masas
finales, en g, luego de 1 (mDD1) y 2
(mDD,) procedimientos de desacetilacion
(columnas 3 y 4 respectivamente) y los
porcentajes de rendimiento gravimétrico
(RG1 y RG2) correspondientes (columnas
5y 6).

Tabla I. Rendimientos de la obtencion de quitosan a partir de quitina, obtenida por fermentacion lactica en

diferentes dias.

Table I. Yields of obtaining chitosan from chitin, obtained by lactic fermentation on different days.

Dias de Masa inicial

fermentacion cdscara (g)

mDD; (g)

7 5,00 1,27
8 5,01 1,42
9 5,11 1,63
10 5,03 2,31
11 5,02 2,51
12 6,81 2,91

mDD; (g) RG: (%) RG; (%)
0,93 25,40 18,60
0,91 28,34 18,16
0,92 31,90 18,00
1,23 45,92 24,45
1,14 50,00 22,71
1,77 42,73 25,99
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La muestra de Qi obtenida con 11 dias de
fermentacion arrojo el mayor rendimiento
con dos procedimientos de desacetilacion,
50% en la primer desacetilacion y 22,71%
en la segunda, por lo que este es el tiempo
seleccionado para el proceso y el quitosan
de langostino obtenido (Qhli1) se utilizo
para las proximas determinaciones. El
rendimiento de quitosan obtenido a partir
de cascaras de langostino  por
fermentacion lactica depende en parte de
la materia prima de partida y de las
variables de la técnica implementada:
tiempo de reaccion, pH y agitacion, entre
otras. Por otro lado, puede ocurrir pérdida
de masa inherente al proceso de lavado.
En bibliografia se encontraron valores de
rendimiento algo superiores, de 29,1% en
la obtencion de Qi a partir de caparazones
de langostinos  (Pleoticus  muelleri
argentine) por método quimico y de 76,8
% para el quitosdn obtenido por
desacetilacion con NaOH concentrado al
50%. El método de fermentacion, sin
embargo, aporta las ventajas de no generar
residuos quimicos y reutilizar el suero de
la industria lactea (Dima et al, 2013). Se
plantea seguir realizando futuros trabajos
para  mejorar los rendimientos

gravimétricos del proceso.

PESO PRODUCTO
PESO DE CAPARAZONES X 100

RG% =

Ecuacion 1

Peso Molecular Promedio Viscosimetrico
(Mv) del Qhli1

El valor obtenido de Mv para el Qhli1 fue
de 4,64x10° g/mol y la [n] fue de 337,1
Poise. Se determind primero la constante
B del viscosimetro, para lo cual se calibré
el instrumento con una solucion de HAc al
0,1 M y NaCl al 0,2 M, aplicando la
ecuacion 2 donde:

n= Coeficiente de viscosidad de 1la
solucion HAc/NaCl

B= Constante B del viscosimetro

0= densidad de la solucion HAc/NaCl a 25
°C.

t= tiempo requerido para que el fluido
atraviese la marca desde el menisco
superior al inferior.

La constante B determinada para el
viscosimetro fue de 2,22 x 10 mL/s?cm.
La viscosidad intrinseca, [n] se determind
con la Ecuacion 3 donde:

¢ = concentracion en gramos de soluto en
100 mL de solucion

Msp = Viscosidad especifica

n = viscosidad de la solucion

Mo = viscosidad del solvente puro.

. 2 L 1
Se confecciono un grafico de (Z lnnl) en
0

funcién de c, este tiene una dependencia
lineal con la concentracion a
concentraciones bajas, lo que permite
extrapolar a concentracién cero para hallar
el valor de la [n]. La viscosidad intrinseca

[n] del polimero se determin6 entonces
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extrapolando a concentracion cero la
gréfica de viscosidad reducida en funcion
de la concentracion en masa de las
soluciones (Figura 4). Este valor se
reemplazé en la ecuacion 4 para calcular
el peso molecular promedio
viscosimétrico del polimero, donde la
constante K y o son 1,81 x 10° y 0,93
respectivamente, en las condiciones
empleadas (densidad de la solucion a
25°C, coeficiente de viscosidad de la

solucion: 1.056 x 10°poise) (Kassai,

2007). En la Tabla Il se detallaron los

resultados obtenidos.

Sl
Il
o
~

Ecuacion 2

— T = Tim (A
[n]-hmnsp/c—lcl_r)ré( In )

c—0 c Mo
Ecuacion 3
[n] = KMv*
Ecuacion 4

Tabla Il. Determinacién de Peso Molecular del quitosan de langostino (Qhli1) por viscosimetria.
Table 11. Determination of Molecular Weight of shrimp chitosan (Qhli1) by viscometry.

C(g/mL) 6
(g/mL)
0 1,0032
1,00.10° 1,0329
3,00.10° 1,0339
5,00.10° 1,0345
7,00.10° 1,0356
9,00.10° 1,0360
1,10.10° 1,0368

t(s) n (poise) nsp/c
(mL/g)

4,742 1,06.10°

6,760 1,55.10° 4,68.10*?
11,73 2,04.10° 5,16.10%
22,83 2,54.10° 7,93.10%
39,91 3,03.10° 1,10.10%
49,54 3,52.10° 1,09.10*
73,80 4,02.10° 1,51.10%3

Debido a su alto peso molecular y a su
estructura lineal no ramificada, el quitosan
es un potente agente viscosante en medio
acido. El método viscosimétrico es uno de
los méas empleados en las determinaciones
de pesos moleculares de polimeros por su
exactitud y sencillez, y puede ser aplicado
a todo el rango de  masas

macromoleculares, exceptuando el caso de

macromoléculas  esféricas o  muy
ramificadas, debido a que en ellas la
viscosidad es independiente del peso
molecular. En la determinacion de la
viscosidad se emplean viscosimetros
capilares del tipo Ostwald, entre otros (De
la Paz et al, 2013). Para un fluido
incompresible fluyendo a través de un

capilar vertical, el flujo esta gobernado por
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la ley de Poiseuille. En soluciones
poliméricas  diluidas la viscosidad
intrinseca [n] es una medida del tamafio de
una molécula en solucién, dependiendo no
solo del tamafio de la macromolécula sino
también de su conformacion y de la
naturaleza del solvente. La [n] es una
propiedad que viene determinada por la
longitud y la conformacion de las cadenas
de quitosan, las cuales adquieren una
forma de hélice extendida cuando se
encuentran en solucién, y aporta
informacion sobre el peso molecular
promedio del polimero (Weinhold et al,
2009. La viscosidad de las soluciones de
quitosdn aumenta al incrementarse la
concentracion de esta, mientras que
disminuye al elevar la temperatura y el
grado de desacetilacion del producto
(Kassai, 2007). Se hallaron en bibliografia
valores de peso molecular de 2,39x10° y

3,1x10° g/mol para quitosan de langostino

1.400E+00

1.200E+00
1.000E+00

i

T 800E+00

~d

<3 600E+00

[%)

=

400E+00 :

200E+00

0.000E+00

0 0,002 0,004

(Pleoticus muelleri argentine) y cangrejo
(Ovalipes trimaculatus) respectivamente,
provenientes de Chubut, Argentina. Otros
autores reportaron un peso molecular
promedio de 4,40x10° g/mol para quitosan
de céscara de camaron (Penaeus
Vannamei) proveniente de Quito, Ecuador
(Dima et al, 2013), y de 5,54x10° g /mol
para quitosan de cascara de camaron
(Litopenaeus Vannamei) proveniente de
Lima, Peru (Rivera-Toapanta, 2013). La
fuente de Qi y los incontrolados procesos
de desacetilacion son los principales
factores que afectan las propiedades
finales del producto (Pacheco Lopez,
2010; Jauregui- Nongrados, 2015). El
peso molecular depende del proceso
mediante el cual el Qh ha sido extraido; en
general,  condiciones  severas de
temperatura y concentracion de reactivos
provocan un acortamiento de la cadena

(Tsaih y Chen, 2003).

o LT °
PRt
y =91084x +337,1
R?=0,916
0,006 0,008 0,01

Concentracion (g/mL)

Figura 4. Gréfica de viscosidad reducida en funcidn de la concentracion en masa de las soluciones de quitosan

para determinar el Mv de Qhly; por viscosimetria.

Figure 4. Graph of reduced viscosity as a function of the mass concentration of chitosan solutions to determine

the Mv of Qhl11 by viscometry.
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Porcentaje de Desacetilacion (DD) del
Qhlys

El contenido de grupos amino en el
quitosan representa la proporcion de
unidades de D-glucosamina con respecto
al ndmero total de unidades en el
biopolimero. Es una de las propiedades
mas importantes en la caracterizacién del
quitosan pues, dependiendo de su valor, el
polimero tendra diferentes aplicaciones.
Las propiedades fisicoquimicas del
quitosan se atribuyen en gran medida al
grupo amino, el cual a pH 6.4 0 menor se
encuentra protonado. El método utilizado
en este trabajo fue la titulacion
potenciométrica. Se realizé una curva de
titulacién, grafico de pH vs volumen de
NaOH, (Figura 5) y luego se busco la
diferencia entre los dos puntos de
inflexion que corresponden a la cantidad

de é&cido requerido para protonar los
grupos amino del quitosdn (Herndndez-
Cocoletzi et al, 2009). (Figura 6) EI DD se
determind de acuerdo a la Ecuacion 5,
donde (V2-V1) es la diferencia entre los
dos puntos de inflexion mencionados, M
es la molaridad de la solucion de NaOH,
w el peso en gramos de la muestra seca de
Qhlyy utilizada y 16,1 es un valor
relacionado con el peso equivalente del

quitosan (Parada et al, 2004).

%NH2 = 16,1 (%) M

Ecuacion 5

El grado de desacetilacion obtenido para
el Qhly fue de 78,45% y para el Qhc de
69,91% (Tabla I11).

Tabla I11. Resultados de la valoracion potenciométrica del quitosan comercial (Qhc) y de langostino (Qhly1)

Determinacion del % DD.

Table I11. Results of the potentiometric titration of commercial chitosan (Qhc) and shrimp chitosan. (Qhli1)

Determination of % DD.

Conc NaOH

M
Muestra (M)
Qhli 0,097
Qhc 0,098

(V2-v1) %DD

10 78,45

22 69,91
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Usualmente, en el caso del Qhc se
establece que el grado de desacetilacion se
encuentre comprendido entre el 60 y 95%
(Dima et al, 2013). El conocimiento de
este parametro estructural es fundamental,
ya que influye en la solubilidad,
hidrofilicidad,

cristalinidad e
biodegradabilidad  del

desacetilacion completa dificilmente se

densidad de carga,
incluso en la

quitosan. La

logra (Ramirez et al, 2016). Se argumenta
que la quitina natural posee un grado de
acetilacion de 0,66, es decir, que dos de

cada tres de sus unidades se encuentran

(=31

Y

0

acetiladas. Si bien existen a la fecha una
gran cantidad de métodos reportados para
estimar el DD de quitosan como
UV-Vis (Wu vy

Zivanovic, 2008), resonancia magnética

espectrofotometria

nuclear (RMN) (Fernandez-Megia et al,
2005), espectroscopia de infrarrojo (FTIR)
(Brugnerotto et al, 2001) y recientemente
espectroscopia Raman (Zajac et al, 2015),
la titulacion potenciométrica es uno de los
métodos mas simples utilizado por la
industria del quitosan debido a su bajo
costo en reactivos y equipamiento (Jiang
et al, 2003).

0 50 100

Volumen NaOH (mL)

Figura 5. Curva de titulacion potenciométrica del Qhli; y Qhc.
Figure 5. Potentiometric titration curve of Qhly1 y Qhc.
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1,5

ApH/AV

-0,5

Volumen NaOH (mL)

Figura 6. Determinacion de grupos NH; del Qhli1 y Qhc.
Figure 6. Determination of NH, groups of Qhly1 y Qhc.

Preparacion de los films

Se observa que los films obtenidos de Qhc
y Qhli1 son uniformes, homogéneos, sin
burbujas de aire en su superficie, delgados
y levemente amarillentos. En 48 h se
encuentran secos y se pueden retirar de la
placa de polipropileno con facilidad
presentando buena flexibilidad. Poseen un

espesor de aproximadamente 50 pum.

Indice de Hinchamiento en el Equilibrio
(Esw) de los films preparados

El indice de hinchamiento en equilibrio
(Esw) de los films fue calculado de
acuerdo a la Ecuacion 6, en soluciones
buffers a pH 4,0 y 7,0, a temperatura
ambiente, donde ws es la masa en
equilibrio de hinchamiento y wo la masa
inicial de los films. Los valores de
hinchamiento en el equilibrio para el Qhl1s
fueron de 590 % a pH 4 y de 670 % a pH

7 (Figura 7). A pH 4, el film de Qhlu
alcanzé un valor de hinchamiento méaximo
de aproximadamente un 600%, mientras
que el Qhc mostr6 un valor
significativamente mayor de alrededor de
1000 %. A pH 7 el valor maximo de
hinchamiento fue cercano a un 700% para
el film de Qhli1 y 800% para el film de
Qhc. De esta manera, se observé un alto
incremento en el hinchamiento a pH 4 para
el Qhc. Es importante destacar que tanto
los films de Qhc como de Qhli; fueron
estables a ambos valores de pH mostrando
un alto valor de hinchamiento y una rapida
disolucion en poco tiempo. El quitosan por
ser un hidrogel, tiene la capacidad de
absorber una gran cantidad de agua,
aumentando  considerablemente  su
volumen hasta alcanzar el equilibrio de
hinchamiento. La difusion incluye Ila

migracion de buffer en los espacios
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preexistentes o dindmicamente formados
entre las cadenas del hidrogel (Katime et
al, 2001). El hinchamiento del hidrogel
implica un aumento de la distancia de
separacion entre las cadenas del mismo.
Debido a las mdaltiples posibilidades de
aplicacion de los polimeros hinchables, el

mecanismo de difusion de solventes a

1200
1000

800

Indice de Hinchamiento %

pH 4

través de la red tridimensional de estos
materiales ha recibido considerable
atencion en los ultimos afios (Benitez et al,
2011).

Ws—Wq

Esw = x 100

o

Ecuacion 6.

600
400
200

0

pH7

Qhc azul
Qhly, rojo

Figura 7. indice de Hinchamiento en el equilibrio (Esw%) de los films de Qhc y Qhly; a diferentes pH.
Figure 7. Swelling Index at equilibrium (Esw%) of Qhc and Qhly; films at different pH.

Permeabilidad al vapor de agua

Se determing la velocidad de transmision
al vapor de agua (WVTR, Kg s'm?) a
partir de la ecuacion 7 y la permeabilidad
al vapor de agua (WVP, Kg m Palstm?)
a partir de la ecuacion 8.

WVTR = £
A

Ecuacion 7

(WVTR .e)

WVP = —————
Sp. (RH1—RH2)

Ecuacion 8

Donde F es flujo (pendiente del gréfico de
variacion de masa en funcion del tiempo)
(g/h), A es el area de trabajo (&rea de la
boca del recipiente m?), e corresponde al
espesor de los films (m), Sy es la presion
de saturacion (Pa) a la temperatura de
trabajo, RH;1 es la humedad relativa en la
camara de humedad, y RH corresponde a
la humedad relativa dentro de la celda de
trabajo. Los valores de permeabilidad para
los films preparados a partir de Qhli y
Qhc (Tabla V) mostraron un valor de
WVP, segln la Ecuacion 8, de 1,70 x10*2
(gmstPa?t) para el film de Qhls.
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Tabla IV. Valores de permeabilidad al vapor de agua y velocidad de transmision al vapor de agua para films

de quitosan comercial y quitosan de langostino.

Table IV. Water vapor permeability and speed of transmission to water vapor values for commercial chitosan

films and shrimp.

WVTR

(g/dia.m?)
Qhc 1710,6
Qhli1 815,6

La permeacion del vapor de agua a traves
de un film hidrofilico, esta relacionada con
la solubilidad y la difusion de las
moléculas de agua en la matriz polimérica.
Este parametro, resulta til para entender
el posible mecanismo de transferencia de
masa en los films. Las peliculas de
quitosan, tienden a retener el agua en su
estructura, lo cual conduce al
hinchamiento de la misma (Aldana et al,
2013). Para mejorar este inconveniente es
que se recurre al agregado de agentes
plastificantes (Trejo et al, 2001). A
diferencia de los materiales poliméricos
sintéticos hidrofobos, el WVP de las
peliculas preparadas a partir de
biopolimeros, depende de su espesor.
Otros autores atribuyen el efecto del
espesor a cambios en la estructura del film
ocasionados por el hinchamiento que
provoca el agua en el polimero (Bertuzzi

et al, 2002).

Espesor  WVP (x102

(micras) g/Pa.s.m)
5105
1,705

FTIR

El Qhli1 presentdé un patron de bandas
semejante al observado para el Qhc.
(Figura 8) Se obtuvieron las siguientes
bandas: una banda de absorcion
caracteristica a 3300 cm™, la cual
corresponde a las vibraciones de
estiramiento del grupo -OH. La banda de
absorcion caracteristica del grupo amino
(3260 cm™) se encuentra enmascarada por
la banda de absorcion amplia del grupo —
OH. En el espectro se observan también
bandas del estiramiento C-H a 2800 y
2900 cm™ y otras originadas por
estiramientos C=0 y N-H, caracteristicos
de grupos amida, entre 1.650-1.550 cm,
La banda caracteristica a 1600 cm™ se
relaciona con el grupo C=0 presente en un
grupo amida (1) y la banda de absorcion
relativa a deformaciones del grupo amino
La banda

centrada en 1300 cm™* (amida I11) surge de

se observa a 1500 cm™.

vibraciones del estiramiento del grupo
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metilo (C-H) presente en el grupo
acetamido (R-NHCOCHSz) residual que
debido a

incompleta de la quitina (Hernandez-

esta alli la desacetilacion
Cocoletzi et al, 2009). La banda observada
a 1100 cm se debe a la tension asimétrica
del

conjunto

grupo C-O-C, mientras que un
de

situadas en el rango de 1100 a 900 cm™

bandas caracteristicas

corresponden a la vibracion de la
estructura piranosica del quitosan. La
Espectroscopia Infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) es una de
las herramientas mas usadas para el
estudio de los polimeros. El método FTIR
es rapido y sensible, sus técnicas de
muestreo son féciles, la operacion del

equipo es simple, asi como el servicio y

mantenimiento (Brugnerotto et al, 2001).
de
son diferentes para cada

Dado que los niveles energia
vibracional
molécula (y sus isomeros), el espectro
FTIR se puede considerar como la huella
digital de cada molécula (Lopez Serrano
Ramos et al, 2015). Se basa en las
vibraciones de los atomos y grupos
funcionales en las moléculas a causa de su
interaccion con la radiacion emitida en la
del

electromagnético. El espectro se obtiene

region infrarroja espectro
haciendo pasar a través de la muestra una
radiacion de la longitud de onda adecuada
y determinando que fraccion de la energia
incidente es absorbida a causa de los

diferentes movimientos moleculares.

Y

3500 3000

MNimeno dae onda (ome')

2500

1@1" W

2000 1500 1000

Figura 8. Espectro FTIR del Qhc y el Qhly;.
Figure 8. FTIR spectrum of Qhc y el Qhl;.
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CONCLUSIONES

La fermentacion lactica para obtener
quitosan a partir quitina extraida de
residuos de langostino resulté un proceso
econdmico, efectivo y compatible con el
cuidado del medio ambiente, permitiendo
fundamentalmente disminuir la
generacion de residuos quimicos como
acidos y alcalis.

El tiempo Optimo para el proceso de
fermentacion fue de 11 dias dando un
mejor rendimiento de producto obtenido.
El Qhli;, extraido de cascaras de
langostino, mostré caracteristicas
estructurales (FTIR) comparables al
comercial lo que permitio la formacion de
films con propiedades comparables a los
obtenidos a partir del polimero comercial.
Los resultados fueron alentadores desde el
punto de vista de la sustentabilidad y el
cuidado del medio ambiente. Todo esto
representa un impacto socio-econémico
importante para el area del Golfo San
Jorge de la Patagonia ya que se

reutilizaron, un desecho de la industria
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RESUMEN

Las algas constituyen materias primas para importantes aplicaciones en diferentes procesos,
destacandose la industria alimentaria y la produccion de compuestos activos aplicables en
Salud. Undaria pinnatifida (Harvey) Suringar (Alariaceae) es un alga parda aloctona y
fuertemente invasora, originaria de Oriente, que habita nuestra regién. Ha sido descripta
como fuente de metabolitos interesantes con diferentes actividades bioldgicas. En base a los
antecedentes existentes, se plante6 la evaluacion del perfil metabodlico del alga, la
determinacion de los pigmentos constituyentes, y el analisis de la actividad antioxidante por
medio del DPPH y de la citotoxicidad por medio de la Artemia salina, a partir de extractos
obtenidos de la especie colectada en invierno en la region central del Golfo San Jorge. El
perfil quimico evidencio la presencia de flavonoides, taninos, esteroides y triterpenos. En el
analisis de pigmentos se destacaron cryptoxantina, zeaxantina, capsantina, fucoxantina,
caroteno, clorofila a y feofitina a. La actividad antioxidante del extracto de metanol se
correlaciona con los fenoles contenidos en dicho extracto; la citotoxicidad fue importante en
los extractos de hexano (rico en esteroides) y de cloroformo (rico en pigmentos). Los
resultados evidencian la potencialidad del recurso para su aplicacion en el desarrollo de
productos de interes farmacéutico, alimenticio y textil.

PALABRAS CLAVE: Undaria pinnatifida, actividad biologica, metabolitos bioactivos,

Golfo San Jorge, recursos renovables.
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ABSTRACT

Seaweeds constitute raw materials for important applications in different process, standing
out the alimentary industry and the production of active compounds applicable in Health.
Undaria pinnatifida (Harvey) Suringar (Alariaceae) is a brown seaweed, foreign, with strong
invasive characteristics, original from the East, that inhabits our region. It has been
descripted as a source of interesting metabolites with different biological activities. Because
of the antecedents existing, it was proposed to evaluate the metabolic profile of the seaweed,
determinate the constitutive pigments and the analysis of the antioxidant activity by the
DPPH method and the cytotoxicity by the Artemia salina method, in extracts obtained from
the individuals collected in winter, at the central region of the Golfo San Jorge. The chemical
profile showed the presence flavonoids, tannins, steroids and triterpenes. The pigment
analysis showed the presence of cryptoxanthin, zeaxanthin, capsanthin, fucoxanthin,
carotene, chlorophyll a and pheophytin a. The antioxidant activity in the methanol extract is
correlated with the phenols contained in it, the cytotoxicity was important at the hexane
extract (rich on steroids) and the chloroform extract (rich in pigments). The results evidence
the potentiality of the resource for it application in the development of products of interest
in pharmaceutical, alimentary and textile fields.

KEY WORDS: Undaria pinnatifida, biological activity, bioactive metabolites, Golfo San

Jorge, renewable resources.

INTRODUCCION

Los océanos son considerados una de las

moléculas bioactivas, las que pueden ser
aprovechadas por el hombre (Kim y Ta,

principales reservas de biodiversidad. En 2016). Las algas son especialmente

ellos habitan aproximadamente la mitad
de las especies que componen la
biodiversidad global, compartiendo un
ambiente competitivo muchas veces
agresivo no solo por sus propias
caracteristicas sino por efectos externos,
fundamentalmente contaminaciones de
diversa indole. Como parte de las
estrategias de  supervivencia  que
desarrollan para afrontar estas

condiciones, incluyen la sintesis de

interesantes desde este punto de vista;
existen numerosos antecedentes en los
cuales se describe su aplicacién en
distintos campos, entre ellos el campo
farmacéutico, mediante la produccion de
metabolitos con actividades bioldgicas
tales como antiproliferativa,
antibacteriana, antiviral, antioxidante y
antiinflamatoria (Garcia-Galaz et al,
2013). También son importantes desde el

punto de vista alimenticio al aportar a la
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dieta acidos grasos insaturados, y mas
recientemente, como materia prima para el
desarrollo de biodiesel, bioetanol vy
biopolimeros, como plasticos reciclables
(Suhaila et al, 2012; Rasul et al, 2017).
Una de las especies que habita el Golfo
San Jorge, es Undaria pinnatifida
(Harvey) Suringar (Alariaceae), un alga
parda aléctona interesante
fundamentalmente desde dos puntos de
vista. En primer lugar, es una especie
fuertemente invasora que en pocos afios se
arraigo en la region Patagonica tal como
ocurri6 en otras zonas del mundo
mostrando  una  gran  adaptacion
metabdlica; por otro lado, existe gran
cantidad de antecedentes del uso de la
misma que se remontan a la Medicina
Tradicional China. Es de origen asiatico, y
se cree que fue introducida
accidentalmente en nuestra region por
medio del agua de lastre de los buques,
documentadndose por primera vez en
cercanias de la ciudad de Puerto Madryn,
en 1992 (Dellatorre et al, 2014).

Se ha descripto que U. pinnatifida
biosintetiza diversos metabolitos, entre
ellos polisacaridos, lipidos, péptidos,
fenoles diversos, esteroides, terpenos
(Wang et al, 2018). Estudios previos
realizados en nuestro grupo de
investigacion con ejemplares colectados
en primavera en la costa de Comodoro

Rivadavia, evidenciaron un patron

semejante incluyendo una importante
proporcion de alginatos con destacada
bioactividad (Escobar Daza et al, 2016,
2019).

En este contexto, continuamos el estudio
de la especie que habita el Golfo San Jorge
a fin de profundizar el conocimiento de su
metabolismo y potenciales aplicaciones,
para posicionarla como un recurso natural
renovable de la region. Para ello en este
trabajo  describimos los resultados
obtenidos a partir de extractos exhaustivos
obtenidos de ejemplares de invierno.

MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares de Undaria pinnatifida
fueron colectados en la regién central del
Golfo San Jorge (-45,987688;
-67,588525), en Playa Bonita a 20 km al
sur de Comodoro Rivadavia, en forma
estacional. Un ejemplar de cada colecta
fue herborizado y depositado en el
Herbario Regional Patagonico, bajo los N°
HRP 7649, 7651, 7648, 7652, para
invierno, primavera, verano Yy 0tofio,
respectivamente. El resto del material
constituido por las frondas fue secado a
temperatura ambiente y al abrigo de la luz
solar, y reducido a polvo en un molinillo
de paletas provisto de un tamiz de malla
20. En el presente trabajo describiremos lo
correspondiente a la estacion invierno.

La extraccion fue exhaustiva y secuencial

con hexano, cloroformo y metanol; con
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agitacion por 9 dias y recambio de
solvente cada 3 dias. Se trabajo con una
proporcion de 1 kg de material molido / 2
| de solvente. Los productos extraidos se
recuperaron mediante  centrifugacion
refrigerada, se concentraron a presion
reducida en un evaporador rotatorio y se
secaron en estufa de vacio. Se obtuvieron
asi tres extractos de diferente polaridad.
Los extractos fueron analizados mediante
reacciones cualitativas usuales a fin de
determinar el perfil quimico.

Por otra parte, se analizaron los pigmentos
en todos los extractos mediante la
determinacion de perfiles cromatograficos
planares e instrumentales. En el primer

caso el sistema se realizé sobre Silicagel

G60r2s4 como  fase  estacionaria,
empleando como fase mdvil acetato de
etilo-diclorometano (1:4); se trabajo en
condiciones normales de temperatura,
presion y humedad. EIl revelado fue con
luz visible y luz UV a 365 nm. Para la
cromatografia instrumental se empled un
equipo HPLC-DAD (Waters Co), con una
columna de fase reversa C18 y un
gradiente con solvente A: MeOH-acetato
de amonio 0,5 M (80:20), solvente B:
acetonitrilo 90 % y solvente C: acetato de
etilo (Tabla 1). Se identificaron los
pigmentos por medio de la comparacion
de los espectros de absorcion de fuentes

bibliogréaficas (Wright y Jeffrey, 1997).

Tabla I. condiciones del sistema cromatografico instrumental para el andlisis de pigmentos.
Table I. conditions of the instrumental chromatographic system for pigment analysis.

Tiempo (min) Flujo (ml min 1) % A % B % C
0 1 100 0 0
4 1 0 100 0
18 1 0 20 80
21 1 0 100 0
24 1 100 0 0
29 1 100 0 0

La actividad antioxidante se evaluo en los
tres extractos por el método del DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidracilo),

determinado el % de inhibicion y la SCso
(capacidad de atrapamiento de radicales

libres 50%) cuando el porcentaje de
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inhibicion fue mayor a 50 (Choi et al, RESULTADOS

2002). También se determind la La colecta fue realizada en Playa Bonita,
citotoxicidad por el test de la Artemia en donde se evidencié una importante
salina y se calculo la DLso mediante el cantidad de ejemplares del alga en estudio
programa de Finney (Nunes et al, 2006). (Figura 1).
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Figura 1. Ubicacion geografica e imagen del sitio de colecta (Playa Bonita, Golfo San Jorge, Argentina);
secado de ejemplares de U. pinnatifida (Alariaceae) y detalle del ejemplar de herbario correspondiente a
invierno.

Figure 1. Geographic location and image of the collection site (Playa Bonita, Golfo San Jorge, Argentina);
drying of U. pinnatifida (Alariaceae) individuals and detail of the herbarium specimen corresponding to winter
season.

El screening quimico de los extractos triterpenos. En el extracto de hexano se
obtenidos a partir de las frondas destacaron los lipidos y los esteroides. La
correspondientes a la estacion invierno, Tabla Il muestra todos los resultados
evidenci6 la presencia marcada de obtenidos.

flavonoides, taninos, esteroides vy

Tabla Il. Perfil quimico determinado mediante reacciones cualitativas, de los extractos exhaustivos obtenidos
a partir de las frondas de U. pinnatifida colectada en invierno (EUpl-), en Playa Bonita, Golfo San Jorge,
Argentina.

Table Il. Chemical profile determined by qualitative reactions, from exhaustive extracts obtained from the
fronds of U. pinnatifida collected in winter (EUpl-), in Playa Bonita, Golfo San Jorge, Argentina.
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Reaccién / Grupo quimico EUplHex EUplIClorof EUpIMeOH
Molisch / carbohidratos - - -
Shinoda / flavonoides ++ +++ B

Vapores de I, / lipidos

+++ (mantiene en t)

++ (mantiene en t)

+ (mantiene en t)

K2Cr,07 / taninos +++ AH4F +
FeCls al 2 % / OH fendlicos + amarillo verdoso + verde grisaceo + amarillo
(1 y 2 OH adyacentes) (2 OH adyacentes) (OH aislado)

Borntrdger / quinonas

Liebermann — Burchard /

+++ verde azulado

++ verde y + pardo

+ verde y + pardo

esteroides y triterpenos .
(esteroide)

(esteroide y triterpeno) (esteroide y triterpeno)

Kedde / cardendélidos -

Dragendorff / alcaloides =

Rosenheim / leucoantocianos -

El anélisis de los pigmentos efectuado
mediante cromatografia planar (Figura 2
A) permiti6 determinar la presencia de
cryptoxantina, zeaxantina, capsantina y
fucoxantina, los que han sido descriptos
por su capacidad antioxidante; ademas,
desde el punto de vista industrial, pueden
ser aprovechados por su capacidad
tintérea. En el extracto metandlico no se

observé fucoxantina ni capsantina (este

altimo fue observado en los otros
extractos). Mediante el sistema de HPLC-
DAD utilizado se pudieron identificar:
caroteno, fucoxantina con restos de
xantofila, clorofila a y feofitina a. Otras
seflales observadas correspondian a
derivados de las clorofilas. La Figura 2 B
muestra el cromatograma y los espectros

de los compuestos identificados.
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Figura 2. Perfiles cromatograficos de los pigmentos de U. pinnatifida colectada en invierno (EUpl-), en Playa
Bonita, Golfo San Jorge, Argentina. A, perfil obtenido mediante cromatografia planar; B, perfil obtenido
mediante HPLC-DAD mostrando los espectros de absorcion de los principales pigmentos identificados.
Figure 2. Chromatographic profiles of U. pinnatifida pigments collected in winter (EUpl-), in Playa Bonita,
Golfo San Jorge, Argentina. A, profile obtained by planar chromatography; B, profile obtained by HPLC-DAD
showing the absorption spectra of the main identified pigments.

La actividad antioxidante resulto EUpIMeOH, con una inhibicién del 58,43

interesante para el extracto de metanol, % y una SCso de 651 pg/ml (Tabla I11).

Tabla Ill. Actividad antioxidante determinada mediante el ensayo del DPPH, de los extractos exhaustivos
obtenidos a partir de las frondas de U. pinnatifida colectada en invierno (EUpl-), en Playa Bonita, Golfo San
Jorge, Argentina.

Table I11. Antioxidant activity determined by DPPH test, of the exhaustive extracts obtained from the fronds
of U. pinnatifida collected in winter (EUpl-), in Playa Bonita, Golfo San Jorge, Argentina.

Extracto % de inhibicién SCso (g/ml)

EUplHex 38,55 -

EUplIClorof 35,50 -

EUpIMeOH 58,43 651
En cuanto a la evaluacion de la salina, los extractos EUplHex vy
citotoxicidad por el test de la Artemia EUpIClorof fueron los méas potentes, con
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una DLso de 97,8 y 1444 pg/ml,

respectivamente (Tabla V).

Tabla IV. Citotoxicidad determinada mediante el test de la Artemia salina. de los extractos exhaustivos
obtenidos a partir de las frondas de U. pinnatifida colectada en invierno (EUpl-), en Playa Bonita, Golfo San

Jorge, Argentina.

Table V. Cytotoxicity determined by the Artemia salina test from exhaustive extracts obtained from the fronds
of U. pinnatifida collected in winter (EUpl-), in Playa Bonita, Golfo San Jorge, Argentina.

% de organismos muertos a las 24 h

Extracto di d2 d3 d4 d5 DLso Intervalo de Confianza
(10 (100 (250 (500 (1000 del 95 %
pg/ml)  pg/ml)  pg/ml)  pg/ml)  pg/ml) Ho
EUplHex 19,3 8,3 - 93,5 100 97,8 57,9 - 154,7
EUplClorof 6,7 51,7 = = 66,7 144,4 77,9 - 275,8
EUpIMeOH 33 6,5 82,8 72,4 74,2 597,3 352,9 - 1156,2
DISCUSION propiedades semejantes (Hamid et al,

La actividad antioxidante resulto
interesante para el extracto de metanol,
EUpIMeOH, y este resultado guarda
relacion con la presencia de fenoles
observada en el extracto mediante el
screening quimico realizado (Tabla I1),
considerando que los fenoles poseen
capacidad atrapadora de radicales libres
(Chew et al, 2008). Por otro lado, si bien
algunos pigmentos también evidenciados
en el alga, como la fucoxantina, presentan
actividad antioxidante (Fung et al, 2013),
en este extracto no se encontraba presente,
lo cual permite suponer que en este caso la
actividad esta relacionada con los fenoles.
También han sido descriptos algunos

esteroles, como el fucoesterol, con

2015).

Los radicales libres y otros derivados
reactivos del oxigeno se producen en
algunas reacciones bioldgicas y juegan un
rol fisiolégico importante. Sin embargo,
estas especies reactivas constituyen
factores que participan directamente en
mecanismos fisiopatolégicos como la
aterosclerosis, diabetes, cancer, entre
otros; ello permite indicar que los
antioxidantes podrian resultar
beneficiosos frente a estas
complicaciones. Las algas marinas son
una fuente importante de sustancias
antioxidantes, las cuales constituyen
sistemas de defensa frente a las

condiciones ambientales a las que se
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hallan expuestas, sobre todo variaciones
en la intensidad luminica y en las
concentraciones de 02y CO2 a lo largo de
la columna de agua que desencadenan un
estrés  oxidativo. Por ello, estos
organismos constituyen una fuente
importante de antioxidantes para las
industrias alimentaria y farmacéutica
(Matsukawa et al., 1997).

En cuanto a la evaluacion de la
citotoxicidad por el test de la Artemia
salina, los extractos EUplHex vy
EUplClorof fueron los mas potentes, y
existe evidencia, que algunas moléculas
de naturaleza esteroidal poseen actividad
antiproliferativa (Kim et al., 2012; Garcia-
Galaz et al., 2012); en nuestro caso, si bien
los esteroides fueron determinados en
todos los extractos, se destacaron en el de
hexano (Tabla II).

Existen amplios antecedentes de U.
pinnatifida dada su distribucion global, en
los que se describe el perfil metabolico de
esta especie, en los cuales se destacan los
hidratos de carbono, lipidos, proteinas,
vitaminas,  aminoacidos, = minerales,
polifenoles, flavonoides, alcaloides y
esteroles, los cuales le otorgan una
importante  variedad de actividades
bioldgicas, fundamentalmente
antioxidante, antiinflamatoria,
antiproliferativa y antidiabética (Wang et

al., 2018).

Ha sido demostrada la actividad
antitumoral, antioxidante, antimutageénica,
antiproliferativa y antiangiogénica de
pigmentos tales como la fucoxantina
proveniente de Undaria pinnatifida, la
clorofila a del alga parda Fucus
vesiculosus y la feofitina a presente
también en algas verdes como
Enteromorpha prolifera (Pangestuti y
Kim, 2011). También se ha encontrado
que algunos lipidos derivados de acidos
grasos poliinsaturados, como el &cido
eicosapentaenoico y el acido
araquidonico, algunos esteroles como el
fucosterol y algunos terpenoides, poseen
actividad  antitumoral,  antioxidante,
antiinflamatoria y antiproliferativa (Li et
al., 2015).

En el presente trabajo resulta evidente que
los fenoles son al menos en su mayor
parte, responsables de la capacidad
antioxidante; mientras que los pigmentos
(fundamentalmente fucoxantina, feofitina
y carotenoides) y los esteroides, todos
descriptos por su actividad anticancer
comprobada, guardan relacion con la

citotoxicidad demostrada.

CONCLUSIONES

Los resultados observados para la especie
aloctona que habita la region patagonica,
colectada en invierno, sugieren una
potencialidad importante como fuente de

metabolitos de interés para la salud y la

140



Naturalia Patagénica Vol. 16 (2020) 132-142. Undaria pinnatifida: perfil metabélico, actividad biol4gica

alimentacion, posicionandola como un
recurso natural renovable para el
desarrollo de productos de mayor valor
agregado con un esperado impacto en la
produccion, el trabajo y la economia
regional, considerando la relacion
cotidiana de nuestra region con el mar. A
la vez, un aprovechamiento integral del
alga podra contribuir al control de su

expansion. Los estudios contindan a fin de
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RESUMEN
El mucilago de Opuntia es un fitoingrediente atractivo por su habilidad para retener agua y
modificar propiedades como viscosidad, elasticidad y textura. Los objetivos del trabajo
fueron evaluar las caracteristicas fisicoguimicas, la actividad antioxidante y la potencial
toxicidad de mucilagos obtenidos de Opuntia ficus indica para su posible uso en
fitocosmética. Las pencas fueron lavadas, despinadas, cortadas y secadas en estufa hasta
peso constante. Para la obtencion de los mucilagos, otra porcién de las pencas cortadas fue
licuada con agua tibia (1:6) y dividida en tres fracciones. La fraccion M1 fue macerada en
bafio termostatizado, la M2 fue sometida a agitacién a 6000 rpm, ambos procedimientos se
realizaron por 1 h a 80°C, se filtraron y precipitaron con etanol (1:3). La fraccion M3 partid
de la misma técnica de M1, con una centrifugacion previa a la precipitacion. Los productos
se secaron en estufa a 40 °C, se pulverizaron y caracterizaron por espectroscopia IR. Se
cuantifico el contenido de clorofilas y se determinaron los atributos de color (CIELAB). Se
calculd la capacidad de retencion de agua (CRA) y la solubilidad en distintos sistemas de
solventes. Por ultimo, se prepararon suspensiones (1% p/v) para medir pH, actividad
secuestrante de radicales libres con DDPH e irritabilidad in vitro mediante la técnica HET-
CAM. EI contenido de agua supero el 90%. Los rendimientos de extraccion fueron 1,15%
(M1), 1,18 % (M2) y 0,49% (M3). Los espectros IR mostraron bandas tipicas de
polisacaridos. El contenido de clorofila fue superior en M1, mientras que resulté mas bajo
en M3. La CRA para los tres mucilagos fue cercana a 1 g/g. M3 mostré mejor solubilidad
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en los distintos sistemas solventes. Todos los mucilagos presentaron un angulo de tono (h*)
amarillo-verdoso y alta luminosidad. Los valores de pH de las suspensiones estuvieron entre
5,07 y 6,50. Si bien todos mostraron capacidad antioxidante, M2 presentd la mayor actividad
de depuracion. Ninguno resultd irritante. La agitacion contribuyd a mejorar la actividad
antioxidante y la centrifugacién previa a la precipitacion aumento la solubilidad. Por lo tanto,
en futuras extracciones se implementara una combinacién de ambas técnicas.

PALABRAS CLAVE: antioxidante, capacidad de retencion de agua, color, espectro IR,

formulacién, polisacaridos.

ABSTRACT
Opuntia mucilage is an attractive phytoingredient due to its ability to retain water and modify
properties such as viscosity, elasticity and texture. The aims of this work were to evaluate
the physicochemical characteristics, the antioxidant activity, and the potential toxicity of
mucilages obtained from Opuntia ficus indica for its possible use in phytocosmetics. The
cladodes were washed, de-stoned, cut, and put into a stove to constant weight. To obtain the
mucilage, another portion of the cut cladodes was liquefied with warm water (1:6) and
divided into three fractions. The M1 fraction was macerated in a thermostatic bath, the M2
was stirred at 6000 rpm, both procedures were performed for 1 h at 80°C, filtered and
precipitated with ethanol (1:3). For the M3 fraction the same technique was used as for M1
but with a centrifugation before precipitation. The products were dried in an oven at 40 °C,
powdered and characterized by IR spectroscopy. Chlorophyll content was quantified and
color attributes (CIELAB) were determined. Water holding capacity (WHC) and solubility
in different solvent systems were calculated. Finally, suspensions (1% wi/v) were prepared
to measure pH, free radical scavenging activity with DDPH, and irritability in vitro by HET-
CAM method. The water content was over 90%. The extraction yields were 1.15% (M1),
1.18% (M2) and 0.49% (M3). IR spectra showed typical polysaccharide bands. The
chlorophyll content was higher in M1, while it was very low in M3. The WHC for the three
mucilages was close to 1 g/g. M3 showed better solubility in the different solvent systems.
All mucilages had a yellow-green tone angle (h*) and high brightness. The pH values of the
suspensions were between 5.07 and 6.50. Although all showed antioxidant capacity, M2
presented the highest radical scavenging activity. None of them were irritating. Agitation
contributed to improve antioxidant activity and centrifugation prior to precipitation
increased solubility. Therefore, a combination of both techniques will be implemented in

future extractions.
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polysaccharides.

INTRODUCCION

Opuntia ficus-indica (L.) Mill. f. ficus-
indica, comunmente conocida como
nopal, es una planta arbustiva
perteneciente a la familia Cactaceae. Sus
propiedades le son atribuidas desde antes
del descubrimiento de nuestro continente,
los nativos la usaban como alimento,
hierba medicinal, fuente de agua y como
barrera o cerca protectora (Ochoa y
Barbera, 2018). Es una de las Cactaceas
mas estudiadas debido a su gran
versatilidad de transformacion para el
consumo humano, su uso como forraje y a
sus posibilidades industriales, las cuales
hacen aun mas interesante su cultivo y
explotacion.

Los nopales contienen sustancias viscosas
generalmente conocidas como mucilago o
hidrocoloide, el cual contiene
principalmente dos polimeros naturales
orgénicos: la amilasa y la amilopectina
(Rodriguez Henao, 2017). La primera se
encuentra formando una cadena helicoidal
que, en solucién, tiene la capacidad de
formar peliculas delgadas que al secar
presentan alta rigidez (Masschelein-
Kleiner, 1995), la amilopectina como todo
compuesto de alto peso molecular,
presenta viscosidad elevada en estado

puro, pero es altamente soluble en agua.

Combinadas y encontrandose en solucion
acuosa, ambas pueden formar capas con
diferentes propiedades mecanicas. El
mucilago, en solucién acuosa, ofrece
caracteristicas de cohesion, las cuales han
sido aprovechadas para unir diferentes
materiales (Rodriguez Henao, 2017).

Se conoce que los principales compuestos
presentes en el mucilago de Opuntia ficus
indica son: L-arabinosa (24,6-42%), D-
galactosa (21-40,1%), L-ramnosa (7-
13,1%), D-xilosa (22-22,2%) y éacido D-
(8-12,7%)
2010). La proporcién de estos monoémeros

galacturénico (Martinez,
varia segun la edad de la planta, las
condiciones ambientales del cultivo, el
momento del dia donde se realiza su
recoleccion y la estructura empleada para
la extraccion del mucilago pudiendo ser el
fruto, la cascara o el cladodio. Debido a su
composicion, tiene una gran capacidad
para ligar o retener agua, de manera
similar a las pectinas, las gomas y algunos
polisacaridos de algas. A causa de esta
gran capacidad de absorcion de agua, el
mucilago puede encontrar aplicaciones
como aditivo en alimentos, cosméticos y
productos farmacéuticos, en los que puede
disolverse, dispersarse y formar coloides
(Del Valle et al, 2005; Abrajan Villasefior,
2008).
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Teniendo en cuenta las posibles
aplicaciones en la industria farmacéutica y
cosmética y, con el proposito de
revalorizar la flora de la provincia del
Chaco (Argentina), los objetivos de este
trabajo fueron evaluar las caracteristicas
fisicoquimicas, la actividad antioxidante y
la irritabilidad in vitro de mucilagos de
Opuntia ficus indica cultivadas en
localidades del sudoeste del Chaco, para
una  potencial aplicacion ~ como

fitoingrediente.

MATERIALES Y METODOS

Extraccion del mucilago: para la
extraccion de mucilago se utilizaron los
cladodios maduros frescos de plantas de
dos afios de edad recogidos por la mafiana.
Después del lavado y despinado, los
cladodios frescos se cortaron, se llevaron
a una licuadora con un volumen de agua
tibia (45 °C) y luego se dividieron en tres
fracciones. Las fracciones 1 (M1) y 3
(M3) se colocaron en un bafo
termostatizado a 80° C por una hora para
la liberacion de mucilago en el agua. La
fraccion 2 (M2) fue sometida a
maceracion a 80° C pero con agitacion
constante a 6000 rpm, durante una hora.
Posteriormente, los tres macerados se
filtraron al vacio, M1 y M2 directamente
se concentraron en estufa durante 24 horas
a 60 °C, mientras que el filtrado obtenido

para M3 fue centrifugado y el

sobrenadante fue llevado a estufa para su
concentracion. Finalmente, todos los
concentrados se trataron con etanol al 96
% para favorecer la precipitacion del
mucilago, el cual fue separado por
centrifugacion y secado en estufa para
obtener los mucilagos M1, M2 y M3 de

cada tratamiento.

Calculo del rendimiento de extraccion: se
calculo mediante la relacién de los gramos
de mucilago obtenidos por cada 100
gramos de cladodios frescos.

Evaluacion de la actividad antioxidante:
Se utilizd la técnica del radical DPPH®.
Previamente, se prepard una suspension al
1% de cada mucilago en agua y se los
mantuvo en agitacion durante una hora y
media. A 1 ml de la suspensiéon de
mucilago se le adicion6 750 pL de la
solucion del radical DPPH® (300 mM) y se
dejo en incubacion durante 2 horas.
Finalmente se leyo la absorbancia de cada
muestra a 514 nm en un espectrofotdmetro
UV-Vis (Shimadzu Ultimate 1800). La
actividad antioxidante fue expresada
como porcentaje (%) de depuracion del

radical usando la siguiente ecuacion:

(Absc - Absm)

% de depuracion (%) = 100 x hoe

Siendo Absc la absorbancia de la solucién

de DPPH sin antioxidante y Absm la
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absorbancia de la solucién de DPPH con
el mucilago.
Caracterizacion  quimica de  los
mucilagos: para identificar los grupos
funcionales de los mucilagos extraidos se
utilizé la espectroscopia IRTF en el rango
de 4000-400 cm? empleando un
espectrometro Nicolet Summit (Thermo
Fisher Scientific, USA).

Determinacion de pH: las mediciones
fueron realizadas usando un pH-metro
digital (Oakland) por inmersion del
electrodo en 50 ml de la suspension de

cada mucilago.

Determinacion de clorofila: A 0,1 g de
muestra de mucilago se le afiadio 5 ml de
metanol, se homogeneizo y
posteriormente se centrifugd durante 25
minutos. Luego se leyd el valor de
absorbancia a 663 nm y 646 nm. Los
calculos se realizaron con las férmulas
descritas a continuacion:

Clorofilaa: Ca = 2,21 Aesz — 2,81 Asse
Clorofila b: Cb = 20,13 Asss — 5,03 Ass3
Clorofila total: Ca + Cb
Los resultados se expresaron en mg de

clorofila por gramo de mucilago.

Determinacion del color: los mucilagos
deshidratados fueron tratados

mecanicamente con un mortero con la

finalidad de reducir el tamafio de sus
particulas y homogeneizar el material. La
evaluacion del color fue realizada
utilizando un espectrofotometro UV-
Visible con esfera integradora
(EVO600PC, Thermo Fisher Scientific,
USA). La escala de color CIELab fue
empleada para medir la luminosidad (L*)
y los pardmetros cromaticos (a* y b*),
utilizando un iluminante Des y un angulo
de observacion de 10°. Las medidas
fueron realizadas por triplicado. El croma
(C*) y el tono (h°) se calcularon a partir de
las coordenadas a* y b* utilizando un
convertidor de parametros de color en

linea (ColorMine.org)

Determinacion de la capacidad de
retencion de agua (CRA): cada muestra de
mucilago (0,5 g) se coloc6 en un tubo de
centrifuga y se registré su peso (tubo +
muestra). Se afladieron 50 mL de agua
destilada 'y las suspensiones se
mantuvieron a temperatura ambiente
durante 1 h con agitaciéon durante 5
segundos cada 15 minutos. Después de 20
minutos de centrifugacién a 5000 rpm, se
descartd el sobrenadante (liquido no
absorbido) y se incliné el tubo a un angulo
de 45° en un papel de filtro; luego de
escurrir durante 30 min se peso el tubo. La
CRA se registré y se calculo como la

relacion entre el peso del tubo al drenar el
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agua no retenida y el peso del tubo con el

mucilago seco.

Determinacion de la solubilidad: Se
trabajo con cuatro sistemas de solventes
de uso farmacéutico: agua-etanol (1:1),
agua-propilenglicol (2:1), agua-glicerina
(2:1) y aceite de almendras. Se pesaron
0,01 gr de cada muestra para 3 ml de cada
sistema solvente, se colocaron en tubos de
ensayo y se agitaron con agitador Vortex
durante 1 minuto, cada 30 minutos,
durante 3 h. Se observo el resultado a las
3 y 24 horas. Se seleccionaron estos
sistemas porque son componentes que se
usan en formulaciones farmacéuticas

topicas.

Determinacion de irritabilidad dérmica in
vitro para suspensiones de mucilagos de
O. ficus indica: Para este ensayo se realiz0
la prueba de HET-CAM (Harnoss et al,
2019). Se utilizaron huevos de gallinas
Gallus gallus domesticus suministrados
por un productor de la localidad de Juan
José Castelli (Chaco). Los huevos fueron
incubados durante 10 dias a 37° C con
65% de humedad y circulacion de aire. Al
noveno dia se controld la viabilidad de los
huevos con ayuda del ovoscopio. Pasado
este tiempo se procedié a la realizacion del
ensayo usando 200 pl de la suspension al
1% del mucilago y 200 pl de laurilsulfato
de sodio al 1% vy polietilenglicol (PEG),

como controles positivos y negativos,
respectivamente. Se utilizaron dos huevos
para cada uno. Los productos fueron
aplicados en la membrana corioalantoidea
para evaluar las lesiones de lisis,
hemorragia y coagulacion, a los 300
segundos. Se hall6 el potencial de
irritacion de los tres compuestos aplicando
la siguiente formula (Inocente Camones et
al, 2013):

I.I. = ((301-TH)/300) x 5) + ((301-

TL)/300) x 7) + ((301- TC)/300) x9)
Donde:
I.1. = Indice de irritacion, TH = Tiempo de
aparicion de hemorragia, TL = Tiempo de
aparicion de lisis y TC = Tiempo de

aparicion de coagulacion.

RESULTADOS

El contenido de agua de las pencas superd
el 90%. Los rendimientos de extraccion en
cada caso fueron 1,15% (M1), 1,18 %
(M2) y 0,49% (M3).

Los espectros IR se muestran en la Figura
1. Todos mostraron una banda entre 1300
y 1000 cm™ tipica de polisacéridos, y a
890 cm™ la correspondiente a uniones a-
glucosidicas (Cai, 2008). Presentaron
también una banda asociada con el
estiramiento del carboxilato simétrico y
antisimétrico, tipico de las sales de acido
carboxilico presentes en los mucilagos
comprendida entre 1423 y 1625 cm
(Rodriguez-Gonzalez et al, 2014).
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Figura 1. Espectros IR de los mucilagos obtenidos A) M1, B) M2 y C) M3.
Figure 1. IR spectra of the mucilages A) M1, B) M2 and C) M3.

El contenido de clorofila fue 58,9 pg/g
(M1), 11,58 pg/g (M2) y 5,07 pg/g (M3).
Los resultados del andlisis de color se
muestran en la Figura 2. Los valores de
luminosidad L* mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los
mucilagos obtenidos. El valor oscil6 entre
75 y 85,
considerando que la escala es de 0 a 100,

valores que son altos
por lo que los mucilagos tienden a ser
claros. En lo que concierne al valor de a*,
M1 y M2 tienden al verde, mientras que

M3 tiende al rojo. Los tres mucilagos

tuvieron un valor de b* positivo, lo que
muestra una tendencia al amarillo. En lo
que respecta al angulo de tono (h*) M1y
M2 se

correspondiente a los tonos amarillo-

encontraron en el area
verdosos, mientras que M3 mostrd un
valor en el rango del amarillo-rojizo. El
croma representa la saturacion relativa de
un color y comienza en 0, donde 0 indica
color insaturado (matiz) y 100 indica
pureza del color (brillo), por lo que M2

resulté ser el mas saturado.
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de 2 horas de reaccion, M2 present6 la

mayor actividad de depuracién con un

40,27% a una concentracion de 4 mg/ml.

:§ 30- Z
-
E 20 /
X 10- %

ok

M1
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Figura 3. Actividad depuradora del radical DPPH por parte de los tres mucilagos.

Letras iguales indicarian que no hay diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).
Figure 3. Figure 3: Scavenging activity of the DPPH radical by the three mucilages.

Equal letters would indicate that there are no statistically significant differences (p < 0.05).

En el andlisis de la CRA, los tres
mucilagos mostraron un valor cercano a 1
g de agua/g de mucilago seco, siendo para
M1 1,04, M2 0,97 y M3 0,99 g de agua/g
mucilago.

En la prueba con los sistemas de solventes,
M3 mostré mejor solubilidad en todos los
sistemas.

En el ensayo HET-CAM como prueba in
vitro de irritabilidad dérmica, los
mucilagos no mostraron signos de lisis,
coagulacion o hemorragia en el tiempo del

ensayo al igual que el PEG usado como

control negativo. El lauril sulfato de sodio,
mostré un indice de irritacion de 11,09,

siendo un irritante severo.

DISCUSION

Los rendimientos de extraccion de las
fracciones M1 y M2 fueron cercanos al
1,2%, similar al obtenido por Dick et al
(2019) y mayores a los informados por
Espino-Diaz et al (2010). Estos valores,
expresados con respecto al peso en fresco,
resultaron inferiores a los obtenidos por

Sepulveda et al (2007), que obtuvieron un
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1,5% para el mucilago de O. ficus indica.
Esta variacion observada en los
rendimientos puede explicarse tanto por
las diferencias relativas al material vegetal
utilizado para la extraccion (condiciones
de cultivo, estado de desarrollo, etc.),
condiciones climéticas en el momento de
la recogida de los cladodios (invierno, frio
y lluvia), asi como por el método aplicado
para el aislamiento del mucilago
(procedimientos de separacion,
purificacion y secado) (Dick et al, 2019).
Sin embargo, comparando el rendimiento
de los tres mucilagos obtenidos en nuestro
laboratorio, el porcentaje de extraccion de
M3 fue mucho menor, probablemente
debido a las modificaciones en el proceso
de extraccion  original, el cual
evidentemente influye negativamente en
el resultado.

El objetivo de modificar el procedimiento
original de extraccion (M1), fue obtener
un producto lo més blanco posible, lo cual
se analiz6 evaluando los parametros de
color de los tres mucilagos. Las hipétesis
que se tenian para justificar el aspecto
heterogéneo y verdoso del mucilago
obtenido por el método tradicional eran
que se debia a la presencia de la clorofila
0 a una oxidacion enzimatica de los
polifenoles presentes en la penca. Por eso
se estudid la conveniencia de adicionar
algunos pasos mas al proceso. Los valores

negativos de a* y los valores positivos de

b* son caracteristicos del color verde-
amarillo debido al contenido de clorofila
del mucilago en M1y M2. Esto se condice
con los resultados obtenidos en el
contenido de clorofila de los tres
mucilagos, donde M1y M2 fueron los que
presentaron mayor cantidad del pigmento
verde. Dicha observacion nos permite
inferir que la incorporacion de la
centrifugacion, como paso previo en la
precipitacion del mucilago M3, ayuda en
la obtencion de un polvo mas homogéneo,
claro y con menor tendencia al verde por
la separacion de la clorofila del mucilago.
Al observar los resultados de la actividad
antioxidante, M2 fue el mas activo. Esto
demuestra que la agitacion favoreceria la
extraccién de componentes con actividad
antioxidante. Los resultados para este
mucilago son cercanos a los obtenidos por
Bayar et al (2016) quiénes obtuvieron
50% de depuracion con 4,6 mg/mL de
mucilago, pero inferiores a los hallados
por Messina et al (2020). Estas diferencias
podrian deberse a la metodologia de
extraccion usada, la edad de los cladodios
y a la época de recoleccion de los mismos.
La actividad secuestradora de radicales
libres se da porque los carbohidratos
también tienen actividad antioxidante,
debido a sus grupos reductores
(Kardosova & Machova, 2006), los cuales
son capaces de contrarrestar los radicales
libres (Salehi et al, 2019). Esto también
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puede deberse a la composicion quimica
de las células mucilaginosas, entre ellas,
carotenos y componentes fenolicos. Estos
posiblemente tienen un efecto sinérgico
entre los compuestos bioactivos que
conforman al mucilago de nopal (Luna-
Sosa et al, 2019; Messina et al, 2020). El
intento de purificacion del mucilago para
obtener un polvo mas homogéneo influiria
negativamente en esta actividad bioldgica,
probablemente por el efecto antioxidante
que tiene la clorofila y que podria
contribuir  potenciando la actividad
secuestradora de radicales (Pérez-Galvez
et al, 2020).

Como se menciond al inicio, el mucilago
es un polisacarido que contiene una
estructura molecular de hasta 30.000
azucares diferentes, con residuos de
arabinosa, galactosa, acido galacturénico,
ramnosa y Xxilosa (Medina-Torres et al,
2006, Ginestra et al, 2009). Debido a la
alta concentracion de grupos hidroxilos, el
polisacarido se hidrata formando puentes
de hidrégeno, forma una red
tridimensional en contacto con el agua,
atrapandola y dando lugar a soluciones
con alta viscosidad. Esta caracteristica
hidrocoloide es tan particular en los
mucilagos que posee una medida propia,
el indice de Hinchamiento o CRA, que es
usado como referencia para los controles
de calidad (Servan Alcantara, 2018). La

CRA influye en la formacion de

soluciones viscosas que pueden facilitar
los procesos industriales. Analizando la
CRA, los tres mucilagos mostraron
valores menores a los informados por
otros autores para otras especies de
Opuntia (Monrroy et al, 2017). La
diferencia podria deberse al contenido de
oxalato de calcio en los mucilagos. El i6n
calcio existe en el mucilago del cactus
como oxalato de calcio y tiene un fuerte
efecto en la conformacion molecular que a
su vez conduce a una mejora en la
capacidad de retencion de agua del
mucilago  (Gebresamuel &  Gebre-
Mariam, 2012). El contenido de calcio
aumenta con la edad de los cladodios
(Sepulveda et al, 2007). En este ensayo se
usaron cladodios jovenes, lo cual puede
ser la causa de las discrepancias con los
otros resultados informados. En proximos
estudios se prevé el uso de cladodios con
mas de 2 afios de edad y el analisis del
contenido de calcio para mejorar la CRA
y tener mayor informacion de este
parametro.

Cuando los hidrocoloides presentan carga
son sensibles a los cambios de pH o a la
concentracion de electrolitos. En este
caso, si el mucilago posee restos de acido
galacturonico, la interaccion de los grupos
acidos con las moléculas presentes en el
medio podria ser otro factor que afecte la
CRA y en consecuencia la solubilidad
(Abrajan Villasefior, 2008).
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Los resultados de pH ligeramente acidos
coinciden con los encontrados por Leon-
Martinez et al (2011). Segun el valor
hallado por diferentes investigadores, los
cladodios se indicaron como un 6rgano de
la planta con pH bajo (Samia El-Safy,
2013). Stintzing & Carle (2005) afirmaron
que el jugo de los cladodios tenia
tipicamente un pH de 4,6. Gebresamuel &
Gebre-Mariam (2012) reportaron valores
de pH entre 557 y 6,43 en diferentes
concentraciones (1-12%) de dispersiones
del mucilago de O. ficus indica. La acidez
del mucilago se explicaria por la presencia
de &cidos glucuronicos (Vargas Mamani et
al, 2019). Si bien los valores de pH de las
suspensiones de mucilagos  fueron
ligeramente &cidos resultan aceptables
para una formulacion cosmética pues los
valores son cercanos al pH de la piel (4,5-
5,5).

De acuerdo con Vargas Mamani (2019) el
mucilago es mas soluble en agua y
soluciones 4cidas debiles, pero en
solventes organicos y alcoholes provocan
deshidratacion del mucilago por lo que lo
precipitan. Este podria ser el motivo por el
cual los mucilagos no se solubilizaron en
la mezcla agua-etanol (1:1) y tampoco en
aceite de almendras. EI mucilago M3 fue
el mas purificado, presentando mejor
solubilidad en los distintos sistemas
hidrofilicos evaluados. No alcanzo a

solubilizarse completamente, pero se

observd que M3 se hidratd, gelificando y
modificando la viscosidad del medio. Este
comportamiento  coincide con lo
expresado en el trabajo de Kalegowda et
al, (2016), quienes estudiaron el mucilago
de Opuntia dillenii y encontraron que en
agua fria forma soluciones viscosas. La
mayoria de los trabajos expresan que los
mucilagos en general son solubles en agua
caliente (Kalegowda et al, 2016; Vargas
Mamani, 2019). Posiblemente, haber
estudiado la solubilidad a temperatura
ambiente (27 °C) haya sido un factor
influyente en la limitada solubilidad, a su
vez, la presencia de clorofila y otras
moléculas pudieron haber afectado la
solubilidad de M1y M2.

En lo que concierne a los resultados del
estudio de irritabilidad in vitro, la ausencia
de signos de hemorragia, lisis vy
coagulacién darian un indicio de la
seguridad de los mucilagos como
fitoingredientes en formulaciones
dermatoldgicas. Esta propiedad de los
mucilagos se suma a su calidad para su uso
como excipiente farmacéutico debido a su
naturaleza menos acida (Gebresamuel &

Gebre-Mariam, 2012).

CONCLUSIONES

Los tres mucilagos presentaron bandas
caracteristicas en el espectro IR y CRA
similares. Los valores de pH fueron

aceptables para una  formulacién
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cosmética. La agitacion contribuyd a
mejorar la actividad antioxidante y la
centrifugacion previa a la precipitacion
aumentd la solubilidad. Por lo tanto, en
futuras extracciones se implementara una
combinacion de ambas técnicas para
seleccionar la mas apropiada.

Los mucilagos son prometedoras matrices
naturales biodegradables con aplicaciones
atiles en varios campos, especialmente en
las industrias farmacéutica y cosmeética.
Su baja toxicidad y biocompatibilidad

ofrecen varias ventajas sobre los
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RESUMEN
La Anticoncepcion Hormonal de Emergencia (AHE), también conocida como “la pastilla
del dia después”, consiste en el uso de una alta dosis hormonal dentro de los 5 dias de una
relacion sexual no protegida para prevenir un embarazo no planificado. La falta de
informacion acerca de la AHE provoca que muchas veces sea mal utilizada, y no se conozca
las consecuencias que esto pueda ocasionar. El objetivo de nuestro trabajo fue evaluar el
grado de conocimientos de alumnas de la UNPSJB sobre AHE y promocionar el uso
adecuado de este grupo de medicamentos. Para tal fin se disefi6 una encuesta y se administro
a 329 alumnas de la UNPSJB durante los meses de octubre y noviembre de 2018. Los
resultados indicaron que: el 95,88 % conoce el método AHE y el 53,79 % admite haberlo
utilizado alguna vez, el 41,8 % lo utiliz6 una vez por afio, mientras que el 32,2 %; el 12, 99
%y el 6,21 % lo utilizaron 2, 3 y 4 veces en un afio. El 54,8 % afirmo haberlo usado luego
de una relacion sexual sin proteccion, el 28,81 % por rotura de preservativo, el 12,42 % por
toma incorrecta de anticonceptivos orales, el 2,82 % como método anticonceptivo y el 1,13%
por abuso sexual. El 55,4 % sefial6 que se lo recomendo un familiar o amigo; solo el 29,3 %
lo indico un profesional de la salud. El 88,7 % lo adquiere en la farmacia. El 37,1 %
manifesto haber experimentado alteraciones en el ciclo menstrual, un 9 % nauseas y un 8,5

% dolor de cabeza. ElI 88 % no considera la AHE como un método de anticoncepcion
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habitual. Se pudo observar que si bien el grupo encuestado en su mayoria conoce el método
AHE y sabe cuando utilizarlo; continda siendo importante promover el correcto uso del
mismo Yy la prevencion de enfermedades de transmision sexual.

PALABRAS CLAVE: anticoncepcion hormonal de emergencia, alumnas universitarias,

prevencion

ABSTRACT

Hormonal Emergency Contraception (EHC), also known as "the morning-after pill", consists
of the use of a high dose of hormones within 5 days of unprotected sexual intercourse to
prevent an unplanned pregnancy. The lack of information about the EHC causes that it is
often misused, and the consequences that this may cause are not known. The objective of
our work was to evaluate the degree of knowledge of UNPSJB students about EHC and
promote the appropriate use of this group of drugs. To this end, a survey administered to 329
UNPSJB female students during the months of October and November 2018 was designed.
The analyzed results indicated that 95.88% said they know the EHC method and 53.79%
admitted having used it at some time, 41.8% used it once a year, while 32.2%, 12. 99% and
6.21% used it 2, 3 and 4 times in a year. 54.8% claimed to have used it after unprotected
sexual intercourse, 28.81% due to condom breakage, 12.42% due to incorrect use of oral
contraceptives, 2.82% as a contraceptive method and 1.13% for sexual abuse. 55.36% said
it was recommended by a family member or friend; only 27.36% indicated it by a health
professional. 88.7% buy it at the pharmacy. 37.08% stated having experienced alterations in
the menstrual cycle, 9% nausea and 8.47% headache. 88% do not consider EHC as a regular
contraception method. It was observed that although the majority of the surveyed group
knows the EHC method and knows when to use it, it is still important to promote its correct
use and the prevention of sexually transmitted diseases.

KEY WORDS: hormonal emergency contraception, university female students, prevention

INTRODUCCION

La Anticoncepcion Hormonal de
Emergencia (AHE), también conocida
como “la pastilla del dia después”,
consiste en el uso de una alta dosis
hormonal dentro de los 5 dias de una

relacion sexual no protegida para prevenir

un embarazo no planificado (OPS;
OMS,2014) En la actualidad en Argentina
se utiliza levonorgestrel en una dosis de
1,5 mg por via oral (en dosis Unica 0 en 2
dosis de 0,75 mg con un intervalo de 12 h).
En 1998, la Organizacion Mundial de la

Salud declar6 el levonorgestrel como
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medicamento esencial (Serra-Torres et al,
2007). En relacion al mecanismo de
accion del levonorgestrel se considera que
es multiple, ya que en funcién del
momento del ciclo en que se administre
puede inhibir o retrasar la ovulacion,
alterar el transporte de los
espermatozoides, e interferir con la
fertilizacion (Croxato et al, 2001; Suarez
et al, 2010; Pelaez Mendoza, 2011).

La AHE a diferencia de otros métodos
anticonceptivos de  uso  regular
(anticonceptivos orales, parches
transdérmicos, anticonceptivos
inyectables, implante dérmico, anillo
vaginal, DIU hormonal), debe usarse
Unicamente como método de emergencia.
Se considera que una situacién es de
emergencia siempre que haya habido una
relacion sexual sin proteccion en los
siguientes casos: Relacion sexual sin un
método anticonceptivo, o falla potencial
del método anticonceptivo (ruptura,
deslizamiento o wuso incorrecto del
preservativo; expulsion completa o parcial
del DIU; olvido en la toma de pildoras
anticonceptivas orales; retraso en la
inyeccion de un anticonceptivo de
depdsito; cuando el parche transdérmico
(o el anillo vaginal) se ha desplazado, ha
habido un retraso en su colocacion o se ha
extraido antes de lo debido; el diafragma
se ha desplazado, roto o se ha extraido

antes de lo debido; una tableta (o pelicula

espermicida) no se ha derretido antes de la
relacion sexual); a ocurrido una agresion
sexual y la mujer no esta protegida por un
método anticonceptivo eficaz (OPS;
OMS, 2014). Es importante destacar que
la AHE no protege contra el contagio de
enfermedades de transmision sexual.
Existe escasa informacién sobre el
conocimiento y el uso de la AHE, en
consecuencia, no se utiliza este método
correctamente (Peldez Mendoza, 2011),
por este motivo el objetivo de este trabajo
fue evaluar el grado de conocimientos que
tienen las alumnas de diferentes carreras
de la Universidad Nacional de Ia
Patagonia San Juan Bosco sobre AHE y
educar sobre su uso adecuado.

MATERIALES Y METODOS

Se llevo a cabo un estudio transversal y
descriptivo. Para tal fin se disefid el
instrumento de recoleccion de datos que
consisti6 en una encuesta con 15
preguntas, cerradas con opcién para
marcar, divididas en dos apartados. El
primer apartado permitié recolectar datos
personales tales como edad y método
anticonceptivo utilizado; y el segundo
apartado eran preguntas destinadas a
explorar el uso de la AHE y su
conocimiento por las estudiantes: uso
correcto, indicaciones, efectos adversos,
lugar de adquisicion. La encuesta se aplico
a 329 alumnas de la UNPSJB. Los datos

3
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fueron tomados entre los meses de octubre
y noviembre de 2018. Se analizaron los
resultados y en base a ellos se confecciond
material educativo (folletos). EI material
educativo fue entregado a los estudiantes
de la UNPSJB.

34-41

RESULTADOS

Se llevaron a cabo 329 encuestas sobre el
conocimiento de la utilizacion de la
anticoncepcion hormonal de emergencia
en alumnas de la Universidad Nacional de
la Patagonia San Juan Bosco.

El 75 % de las alumnas encuestadas
presentaron una edad entre 18 y 25 afios
(Figura 1).

41-50

3% T—0u0 _— 2%
\

26-33_—7
20%

18-25
75%

Figura 1. Distribucién por edad de las alumnas encuestadas.

Figure 1. Age distribution of the respondents.

Los métodos anticonceptivos mas
utilizados por las estudiantes fueron el
preservativo masculino y los

anticonceptivos orales, sin embargo, el 1,9

Meétodo natural

8,57 % \1’9',’/"

Preservativo
masc + mujer
36% N
Ligadura de
trompas
1%

Figura 2. Métodos anticonceptivos utilizados.
Figure 2. Contraceptive methods used.

% manifesto que no utiliza ninguin método
y el 857 % utiliza el método natural
(Figura 2).

Preservativo
24% .
Preservativo

femenino
Anillo 1%
1%
Anticonceptivos
orales...
Inyectables Parches
2% 1%
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El 95,88 % manifestd conocer el método el 32,2 %, el 12, 99 % y el 6,21 % lo
AHE (Figura 3) y el 53,79 % admitio utilizaron 2, 3y 4 veces en un afio (Figura
haberlo utilizado alguna vez (Figura 4). 5).

En cuanto a la frecuencia de su uso, el 41,8

% lo utiliz6 una vez por afio, mientras que

NO
4,2 %

Sl
95,8 %
Figura 3. Conocimiento de la Anticoncepcion Hormonal de Emergencia.
Figure 3. Knowledge of Emergency Hormonal Contraception.
No
46.3% .
G Si
53,7%

Figura 4. Utilizacion de la Anticoncepcion Hormonal de Emergencia.
Figure 4. Utilization of the Emergency Hormonal Contraception.
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Figura 5. Frecuencia de uso de la Anticoncepcion Hormonal de Emergencia.
Figure 5. Frecuency of the use of the Emergency Hormonal Contraception.

Respecto a los motivos que llevaron al
empleo del método, el 54,8 % afirmo
haberlo usado luego de una relacion

sexual sin proteccion, el 28,81 % por

rotura de preservativo, el 12,42 % por

Violacion

1,13% \

Toma /
incorrecta de

ACO
12,4 %

Rotura
Preservativo
28,8 %

toma incorrecta de anticonceptivos orales,
el 2,82 % como método anticonceptivo y

el 1,13% por abuso sexual (Figura 6).

Mét. ACO
2,82%

Relacion
sexual sin
ACO
54,8 %

Figura 6. Motivos que llevaron al empleo de la Anticoncepcion Hormonal de Emergencia.
Figure 6. Reasons that led to employment of the Emergency Hormonal Contraception.

En relaciéon a la fuente de obtencion, el
55,4 % sefial6 que se lo recomend6 un

familiar o amigo; solo el 29,3 % lo indic6
un profesional de la salud (Figura 7).
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Medios
5,1%
Publicidades
1,7%

Figura 7. Fuente de la informacién.
Figure 7. Source of information.

El 88,7 % lo adquiere en la farmacia
comunitaria, el resto en centros de salud.
En cuanto a los efectos adversos, el 37,1
% manifestd haber experimentado
alteraciones en el ciclo menstrual, un 9 %
nauseas y un 8,5 % dolor de cabeza
(Figura 8).

Néauseas
9,0%

Ninguno/_

38,6 %

Figura 8. Efectos adversos.
Figure 8. Adverse effects.

Internet
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Meédico
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__——Familiar/amigo
55,4%

El 88 % no considera la AHE como un
método de anticoncepcion habitual
(Figura 9).

En funcion de estos resultados se

realizaron folletos informativos.

Dolor de cabeza
. 85 %
Hinchazon/
Sensibilidad
en
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nc_——__
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Figura 9. Consideracién como método anticonceptivo habitual.
Figure 9. Consideration as a regular method of contraception.

DISCUSION

Los resultados evidenciados en nuestro
estudio acerca del conocimiento Yy
frecuencia de uso de la AHE por parte de
las estudiantes que participaron son
comparables respecto a otras poblaciones
estudiadas (Gémez et al, 2010; Lopez et
al, 2010; Cardenas Garcia et al, 2014).
Los resultados indican que las estudiantes
conocen la existencia del método; pero el
46,3 % no lo utilizan, esto podria deberse
a que utilizan bien el método
anticonceptivo, por la buena informacién
que tienen acerca de cémo utilizar la AHE
y conocen los riegos que esta practica
conlleva.

Las razones principales por la que
utilizaron la AHE fueron por una relacién
sexual desprotegida y el uso incorrecto o
la falla del método anticonceptivo. Resulta
importante destacar que un 2,82 % de las
estudiantes manifestaron usarlo como

método anticonceptivo de uso regular, a

pesar de este bajo porcentaje, resulta
necesario educar a las estudiantes sobre la
existencia de métodos anticonceptivos
mas seguros que pueden utilizarse de
manera regular. La Organizacion
Panamericana de la Salud sefiala que la
anticoncepcion de emergencia debe ser
difundida enfatizando en que no sea
utilizada como método anticonceptivo
regular (OPS; WHO, 2005).

Cuando indagamos la fuente de obtencion
de la AHE,

demostraron que la informacién les llega

nuestros  resultados

sobre todo por recomendacion de
familiares o amigos, y en menor medida
del personal de salud, coincidiendo esto
con Gomez et al (2010) y Ojeda Vela et al
(2018).

Se destaca la presencia de efectos
adversos en un porcentaje de la poblacion
en estudio los cuales también han sido
descriptos por otros autores (Ministerio de
Salud, 2017)
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Para continuar con la promocion del
correcto uso de este método, se realizaron
folletos informativos los cuales fueron
entregados en distintas campanas de
concientizacion organizadas por el grupo
de trabajo en la UNPSJB.

CONCLUSIONES

La mayoria de las alumnas encuestadas
conoce el método de AHE y lo utiliza de
forma adecuada. Existe predominio de
consejo no profesional. Se continuara
trabajando en la concientizacion del uso

adecuado del método de AHE y la
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RESUMEN

Las especies introducidas que logran
establecerse con éxito en un nuevo habitat
presentan ciertos rasgos de su historia de
vida que las hacen muy eficientes y fuertes
competidoras, favoreciendo su expansion.
Entre estos rasgos se destacan:
mecanismos reproductivos que
promuevan una alta tasa reproductiva, una
rapida madurez reproductiva, un largo
periodo de oviposicion, una alta
fecundidad, una rapida dispersion, una
fuerte resistencia a condiciones adversas,
una alta tolerancia a la heterogeneidad
ambiental y un uso eficiente de los
recursos del nuevo habitat, entre otras

(Johnston et al, 2009, Zhan et al, 2015).

El  opistobranquio  Pleurobranchaea
maculata es una especie invasora que
actualmente se encuentra en expansion a
lo largo de la costa Argentina. Desde su
ingreso en 2009, ha sido reportado desde
Mar del Plata, provincia de Buenos Aires,
hasta Bahia Camarones, provincia de
Chubut (Farias et al, 2015). La amplia
distribucion de la especie, asi como la gran
abundancia que se observa en adultos y
puestas, sugiere que la especie presenta
una capacidad invasora exitosa (Battini et
al, 2019). De este modo, es posible que
ciertas caracteristicas de la biologia
reproductiva y de la ecologia tréfica de P.
maculata favorezcan su establecimiento y

expansion a lo largo de la costa Argentina.
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Esta Tesis se propone como objetivo
general estudiar la biologia reproductiva y
la ecologia tréfica del opistobranquio P.
maculata en Golfo Nuevo, Chubut. Para
ello se plantearon tres objetivos
especificos: 1- Estudiar el
comportamiento y mecanismos
reproductivos de P. maculata, asi como la
estacionalidad y madurez reproductiva y
relacionar el ciclo reproductivo con
variables ambientales. 2- Describir las
masas ovigeras 'y el desarrollo
embrionario hasta la eclosion. Estimar la
fecundidad individual y evaluar el efecto
del fotoperiodo sobre la oviposicion de P.
maculata asi como el efecto de la
temperatura  sobre el  desarrollo
embrionario. 3- Describir la dieta y la
trama trofica de P. maculata mediante
técnicas directas e indirectas.

Los muestreos fueron realizados en el
Golfo Nuevo, en sitios cercanos a la
ciudad de Puerto Madryn, Chubut,
Argentina. La biologia reproductiva de la
especie se estudid mediante un enfoque
multiple de observaciones directas a
campo y experiencias en acuarios, sumado
a técnicas histologicas clésicas, ademas de
microscopia Optica y electrénica de
barrido (MEB), de modo de comprender
aspectos de su ciclo de \vida.

Complementariamente, mediante la
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técnica de TUNEL (del inglés TdT-
mediated dUTP-biotin nick end-labeling),
se identificaron los tipos celulares que
sufren apoptosis durante la
gametogénesis. El estudio del periodo de
oviposicion, estructura de la masa ovigera
y del desarrollo embrionario fue abordado
a través de observaciones a campo,
microscopia Optica y experiencias en
acuario. Mientras que la ecologia tréfica
de P. maculata fue descripta mediante
observaciones de alimentacion in situ y
estudios de contenido estomacal en dos
sitios de muestreos (técnicas directas),
complementando con analisis de is6topos
estables de §**C y 8'°N de individuos que
habitan zonas costeras y profundas
(técnicas indirectas).

El estudio del ciclo gametogénico
evidencia que P. maculata es una especie
hermafrodita con una  estrategia
reproductiva semélpara y un ciclo
reproductivo anual. Durante los meses de
febrero y marzo se observé una
coexistencia de individuos inmaduros
(ausencia de acinos en sus gonadas) con
individuos cuya gonada se encuentra en
deterioro (post-reproductivos),

observandose  raramente  individuos
maduros (acinos espermatogénicos 'y

oogénicos maduros) (Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje promedio de individuos que presentan los acinos espermatogénicos (A) y los acinos
0ogénicos (B) maduros, inmaduros o post-reproductivos a lo largo del afio comprendido entre los meses de
octubre 2015 a septiembre 2016.

La mayor actividad gametogénica ocurrid condicen con el inicio del periodo de
entre julio y enero, observandose ademas oviposicion (julio) asi como en la
en dicho periodo un aumento en el nimero frecuencia de masas ovigeras, con un
de masas ovigeras en el campo. Los méaximo de puestas encontradas en enero

aumentos naturales en el fotoperiodo (Figura 2).

N° total de Puestas Fotoperiodo Temperatura media mensual
30 - r 20
25 |46

20 4

Numero de puestas
Fotoperiodo (hs luz)/
Temperatura (°C)

Meses

Figura 2. Nimero de masas ovigeras de Pleurobranchaea maculata encontradas en campo a lo largo del afio
comprendido entre mayo 2018 y abril 2019; se muestran también el fotoperiodo y temperatura del agua de mar
para el mismo periodo.
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Las masas ovigeras de P. maculata
consisten en una matriz gelatinosa
transparente en forma de cilindro (Figura
3), dentro de la cual se encuentran
distribuidas de manera periférica las
ovicapsulas. Cada una de estas contienen
en promedio tres huevos/embriones. En
ambos extremos de las puestas se
observaron capsulas vacias. EI numero de
masas ovigeras estimadas por individuo en
experimentos en acuarios fue de cinco
puestas anuales con un promedio de
101.842,07 embriones por masa ovigera,
evidenciando una alta fecundidad anual
para la especie. El desarrollo embrionario
concluye con la eclosion de una larva
planctotréfica, lo que podria facilitar la

dispersion y colonizacion de nuevos
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habitats. A su vez, se observo un aumento
en la talla de eclosion al aumentar la
temperatura del agua (ANOVA: Fo21 =
4,4; p <0,01), mientras que el tiempo total
de desarrollo embrionario disminuyé ante
el aumento de la temperatura (ANOVA:
F223=96,29; p <0,01), resultando exitoso
dentro de un rango térmico similar a las
fluctuaciones del agua de mar observadas
en el sitio de estudio. Los huevos de las
masas ovigeras expuestas a temperaturas
extremadamente bajas y altas (5 y 22 °C)
no completaron el desarrollo embrionario.
Estos limites de tolerancia térmica durante
el desarrollo embrionario sugieren que la
especie podria continuar ampliando su

rango de distribucion hacia el sur al menos

a lo largo del Golfo San Jorge.

Figura 3. Individuo y masa ovigera de Pleurobranchaea maculata en su nuevo habitat (Golfo Nuevo, Chubut).
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Adicionalmente, el comportamiento de
cépula de P. maculata combiné una etapa
de transferencia interna de fluidos en la
abertura genital femenina seguida de una
etapa de transferencia hipodérmicas post-
copulatorias. Esta combinacién particular
de modalidades reproductivas no ha sido
registrada previamente para otras especies
de opistobranquios y podria representar
una estrategia adaptativa de seleccion
sexual (aumentando la produccion de
huevos, reduciendo la producciéon de
esperma, inhibiendo siguientes copulas
y/lo favoreciendo el almacenamiento
espermatico en la pareja de cépula, entre
otros).

Los estudios dietarios mediante métodos
directos e indirectos, revelaron que la
especie incluye frecuentemente algas en
su dieta, siendo el primer registro para este
género, el cual era considerado
exclusivamente carnivoro.

Adicionalmente, el mayor porcentaje de
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Los resultados de esta Tesis brindan
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de la biologia reproductiva y ecologia
tréfica de P. maculata, que contribuyen a
explicar el éxito de establecimiento y

expansion a lo largo de la costa Argentina.
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RESUMEN

El estudio de la demografia permite
entender los cambios que las poblaciones
experimentan a traves del tiempo. Dicho
conocimiento permite gestionar y manejar
los recursos bioldgicos y desarrollar
estrategias de conservacion.

Las areas donde se distribuye una gran
diversidad de especies constituyen sitios
de considerable importancia y valor para
la creacion de areas naturales protegidas,
destinadas a la conservacion de dicha
biodiversidad. Si las areas protegidas se
encuentran en zonas accesibles al pablico,
brindan la posibilidad de observar a los
animales en su medio natural, interés que

crece dentro de la sociedad, lo que ha

favorecido el uso turistico de las mismas.
La colonia patagdnica del elefante marino
del sur (Mirounga leonina) constituye un
ejemplo de esta situacion: la gran mayoria
de los individuos de esta poblacién se
distribuye a lo largo de todo el frente
costero de Peninsula Valdés (Figura 1),
area natural protegida de la provincia del
Chubut (Argentina) y Patrimonio Natural
de la Humanidad (UNESCO, 1999),
donde junto a otras especies forman parte
de un paisaje con interés turistico y
recreativo. Su biodiversidad ha permitido
que el avistaje de fauna se convierta en la
principal actividad turistica y econémica

de Peninsula Valdés.
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Figura 1. Localizacion de los sitios estudiados en Peninsula VValdés y areas adyacentes

Las actividades turisticas y recreativas no
se restringen Unicamente a Peninsula
Valdés, sino que también se desarrollan en
areas adyacentes a la misma, por ejemplo,
en Punta Ninfas, Punta Ledn, Bajo los
huesos e Isla Escondida (Figura 1). Si bien
dichas areas aledafias forman parte de
Reservas de Biosfera, estan incluidas en la
zona de amortiguacion (en los tres
primeros casos) y en la zona de transicion
(Isla Escondida) de sus respectivas
reservas, que, hasta el momento, no
presentan un plan de manejo.

Entre 1982 y 2001 se registraron cambios

en la abundancia y distribucion del

elefante marino en Peninsula Valdés,
donde se desarrollan excursiones guiadas
0 visitas con vehiculos propios para
observarlo. A este hecho se suma el
creciente turismo y el desarrollo de
actividades  recreativas en  areas
adyacentes a la peninsula, en las que existe
un aumento en el nimero de elefantes
marinos. Este contexto motivd a
desarrollar este estudio a partir del
concepto de sistema socio — ecoldgico
(SSE),

dimensiones sociales y naturales del

con el fin de vincular las

ecosistema costero marino de Peninsula
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Valdés y zonas adyacentes, y alcanzar una
mejor comprension de sus interrelaciones.
Bajo la concepcién de SSE y considerando
que se desarrolla una actividad turistica en
torno al elefante marino, con una
tendencia y distribucion cambiantes, el
presente estudio tuvo como objetivo
general: evaluar los aspectos relacionados
a la distribucion y abundancia del elefante
marino en Peninsula Valdés y zonas
adyacentes  (dimension  natural), e
integrarlos con las necesidades y
caracteristicas de la actividad turistica
(dimension  social) para  formular
recomendaciones que permitan el
desarrollo de un turismo sustentable. Los
objetivos especificos fueron: 1) conocer la
abundancia, estructura social reproductiva
y distribucion del elefante marino del sur
durante la temporada reproductiva 2015,
en Peninsula Valdés y zonas adyacentes,
2) describir cambios de distribucién vy
estructura social reproductiva asociados a
la colonia del elefante marino, durante el
periodo 2001 — 2015, 3) conocer cOmo se
organiza la actividad de avistaje de fauna
en Peninsula Valdés, 4) evaluar los
intereses de turistas y guias de turismo, y
su percepcion acerca del avistaje de
elefantes marinos en Peninsula Valdés, y
5) sugerir recomendaciones que integren
tanto la actividad turistica como la

proteccion de los elefantes marinos.
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La recoleccion de datos se llevo a cabo a
través de: 1) censos terrestres de elefantes
marinos en Peninsula Valdés y zonas
adyacentes, durante el periodo 2001 —
2015, en la primera semana del mes de
octubre  (pico de la temporada
reproductiva), 2) entrevistas estructuradas
realizadas a los turistas durante las
excursiones regulares, en los afios 2014,
2015y 2016, y 3) un taller de trabajo con
guias de turismo.

En el afio 2015, se censaron 29.122
elefantes marinos (14.592 hembras,
11.414 crias, 1.747 machos, 1.322 crias
destetadas y 47 juveniles), el 92%
distribuido en Peninsula Valdés, donde la
mayor concentracion de individuos fue
hacia el sudeste, segun las herramientas de
estadistica espacial utilizadas (centro
medio y elipse de desviacion estandar). El
8% restante se localiz6 fuera de la
peninsula, especificamente en Punta
Ninfas, Punta Leon, Bajo los huesos, Isla
Escondida y Dos Pozos. Mediante la
elipse se diferenciaron, en todo el rango de
distribucion, los limites georeferenciados
de tres zonas con diferentes densidades de
elefantes marinos. Dentro de Peninsula
Valdés, zona norte (desde Punta Buenos
Aires hasta la porcion inicial de Caleta
Valdés) y zona ndcleo (desde Caleta
Valdés hasta Morro Nuevo), cuyas
densidades fueron 34 y 215 elefantes

marinos por kilometro lineal de costa
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(elefantes marinos/km), respectivamente.
Fuera de Peninsula Valdés, la zona sur
incluy6 a Punta Ninfas, Punta Ledn, Bajo
los huesos, Isla Escondida y Dos Pozos.
Las densidades fueron: 41 elefantes
marinos/km en el sector Puntas Ninfas —
Punta Leon, 26 individuos/km entre Punta
Ledn y Bajo los huesos, 25 individuos/km
en Isla Escondida y 14 individuos/km en
Dos Pozos. Los dos ultimos sitios
representarian ~ areas nuevas  de
distribucién, porque hasta el momento no
hay datos publicados sobre presencia
previa de elefantes marinos, como
tampoco se hallaron restos de esta especie
en el registro arqueoldgico. Durante la
temporada 2015, se observd que la
proporcidn de hembras y machos respecto
al total de elefantes marinos contados fue
diferente en cada sector ()(2 005:4= 241,04,
p <0,0001). Fuera de Peninsula Valdés, la
proporcién de hembras fue menor que en
la peninsula (en Dos Pozos, el 41% fueron
hembras y en Peninsula Valdés las
hembras representaron el 50%), y la
proporcién de machos fue mayor (20% en
Dos Pozos y 5% en la peninsula). La
forma de agrupamiento de los machos
vari6 segiin el sector de costa ()2 00s: 4 =
43,69, p <0,0001). En Peninsula Valdés y
en los sectores Punta Ninfas — Punta Ledn
y Punta Ledn - Bajo los huesos, la mayoria
de los machos estuvieron agrupados (77,

65 y 65%, respectivamente), en lIsla
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Escondida la proporcion de machos
agrupados y no agrupados comenzé a
equipararse (55% agrupados y 45% no
agrupados o solitarios), mientras que en
Dos Pozos el 64% eran machos solitarios.
Entre 2001 y 2015 se observaron cambios
en la distribucion del elefante marino en
Peninsula Valdés. En la zona norte, el
nimero total de elefantes marinos
disminuyd de 4.309 individuos en 2001 a
3.366 en el afio 2015 (disminucion del
22%) y al comparar el nimero de animales
distribuidos en segmentos de 2 km, se
observaron diferencias significativas entre
afnos (Prueba pareada de Wilcoxon: T =
1690.5, p = 0,004). Contrariamente, en la
zona nucleo el numero total de elefantes
marinos vario de 20.900 en 2001 a 23.341
individuos en 2015, sin diferencias
significativas entre afios respecto al
namero de elefantes marinos distribuidos
en 2 km. Durante el periodo 2001-2015, se
detectaron cambios en la estructura social
reproductiva a pesar de ser un periodo de
relativa estabilidad poblacional. Dichos
cambios fueron diferentes segun la zona:
A) en la zona norte, hubo una disminucion
anual en el nimero de machos (Pendiente
regresion lineal = -0,02, p = 0,007) y de
crias (Pendiente regresion lineal = -0,01, p
= 0,001), B) en la zona nacleo el nimero
de machos se mantuvo relativamente
constante (Pendiente regresion lineal = -

0,002, p = 0,46) y el nimero de crias
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increment6 (Pendiente regresion lineal =
0,01, p=0,0001),y C) en la zona sur (sélo
se incluy6 a Punta Ninfas y Punta Leon)
no se observaron diferencias significativas
en el numero de machos (Pendiente
regresion lineal = -0,02, p = 0,08) y el
numero anual de crias aumentd (Pendiente
regresion lineal = 0,02, p = 0,01). Los
cambios de distribucion del elefante
marino dentro de Peninsula Valdés y su
expansion por fuera de la misma en
direccion sur, podrian ser promovidos por
la interaccion conjunta de la competencia
intraespecifica e interespecifica. Dichos
factores podrian afectar el éxito
reproductivo de los individuos, haciendo
que se dispersen hacia otros sitios, y en el
caso del establecimiento en nuevas areas,
los individuos mas jovenes podrian ser el
componente fundador.

En las zonas norte, nucleo y sur,
caracterizadas por su tendencia vy
estructura social, se llevan a cabo
excursiones regulares para realizar el
avistaje de fauna. Los resultados
demostraron que el guia de turismo tiene
en cuenta diversos factores para organizar
dichas excursiones dentro de Peninsula
Valdés (horario del avistaje embarcado de
ballenas, sitio para almorzar, estado de la
marea, fauna presente segun la época del
afio) y que priorizan el avistaje de
ballenas, siendo el elefante un recurso

turistico secundario. En cambio, durante
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las excursiones regulares en Punta Ninfas
e Isla Escondida (fuera de Peninsula
Valdés) el elefante marino adquiere
protagonismo. Otro resultado que surge
del estudio es que durante las excursiones
regulares los guias de turismo le dan
mayor relevancia a teméticas vinculadas
con la biologia del elefante marino, y no
tanto a los aspectos sobre su conservacion
y la del ambiente marino.

Tanto turistas como guias de turismo
manifestaron que el avistaje de fauna es el
principal motivo de la visita a Peninsula
Valdés y que las especies mas
convocantes son la ballena y el pingtino,
mientras que el elefante marino tiene un
lugar secundario dentro de las
expectativas de los turistas. A pesar de
esto, la experiencia de observar a estos
animales en su habitat fue, en general,
satisfactoria para los turistas, y la especie
gener6 en ellos asombro, interés en
conocer mas sobre su biologia vy
comportamiento, y es percibido como un
animal atractivo. Los turistas indicaron
estar satisfechos con la informacion
recibida, el nUmero de personas durante el
avistaje y con la duracion de dicha
actividad en Caleta Valdés y en Punta
Delgada, ambos accesos ubicados en la
zona nucleo. Sin embargo, expresaron
mayor satisfaccion en Punta Delgada con
la cantidad de elefantes marinos y con la

distancia de observacion en relacién a
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Caleta Valdés. Turistas y guias
coincidieron que la observacion de
elefantes marinos en Punta Ninfas e Isla
Escondida fue satisfactoria. Se destaca
que el grado de satisfaccion de los turistas
durante el avistaje de fauna esta
influenciado por aspectos vinculados con
la especie en cuestion y por factores
contextuales, informacion relevante para
planificar las actividades turisticas y
maximizar la satisfaccion del turista,
haciendo que éste recomiende y/o repita
su experiencia. Por otro lado, se
elaboraron recomendaciones para mejorar
la experiencia de avistaje del elefante
marino, basadas en las sugerencias e
intereses de turistas y guias, que, en
general, se relacionaron con los servicios
ofrecidos, infraestructura, informacion
brindada y capacitaciones. Se plasmaron
los resultados del dominio biofisico y
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social en el marco de un sistema socio —
ecologico para analizar la informacion ya
obtenida bajo una mirada
interdisciplinaria. Esto permitié
identificar faltantes de informacion y
adaptar el sistema a nuevas presiones que
afectan a los elefantes marinos. De este
modo, se podrd compatibilizar la
proteccion del elefante marino y el
desarrollo turistico, aplicando un enfoque
novedoso para el manejo del sistema, que
tantas implicancias tiene para la economia
local. En este sentido, esperamos que este
estudio sea un aporte para alcanzar dicho

objetivo.

PALABRAS CLAVE: avistaje de fauna,

conservacion,  distribucion  espacial,
elefante marino del sur, Peninsula VValdés,

percepciones en turismo.
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RESUMEN
Todos los sistemas marinos costeros son
vitales tanto desde una perspectiva
ecolégica como por sus aportes
socioeconomicos (Harley et al, 2006). En
la Argentina el sistema costero Patagonico
alberga una gran biodiversidad de
invertebrados marinos, que son el sustento
trofico de aves y otros vertebrados
marinos (Yorio et al, 1998; Rechimont,
2011). Dentro de los

intermareales, se encuentran ensambles de

sistemas

invertebrados que se exponen a un
gradiente de condiciones fisicas durante
cada ciclo de marea (Denny y Wethey,
2001). Las poblaciones de gasterépodos
que tienen una distribucion tanto
intermareal como  submareal, se

encuentran expuestos a diferentes tipos de

estrés ambiental modelando distintas
respuestas adaptativas. Sin embargo, el
calentamiento climatico global a través de
las modificaciones predichas en las
condiciones fisicas, tales como la
acidificacion y el aumento de la
temperatura del mar, pueden afectar a los
invertebrados marinos (Haugan, 1997;
Feely et al, 2004; Roessing et al, 2005;
Harley et al, 2006; Guinottea y Fabry,
2008; Collins et al, 2013). Numerosos
organismos marinos presentan variaciones
de forma y tamafio para hacer frente a
estas presiones ambientales (P6hlmann et
al, 2011; Marquez, 2015).
Fisioldgicamente también pueden
desarrollar defensas contra perturbaciones
fisicas, un ejemplo estd dado por las
proteinas de choque térmico (Heat shock
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protein, Hsp por sus siglas en inglés)
(Parsell y Lindquist, 1993; Tomanek y
Zuzow, 2010). Particularmente las Hsp70
son un grupo conservado que actlian como
chaperonas manteniendo la estabilidad
molecular de las proteinas celulares
(P6lmann et al, 2011). Cada organismo
expuesto a estrés sintetiza rapidamente
proteinas de choque térmico, las cuales
pueden condicionar su distribucion en el
intermareal (Somero, 2002; Tomanek y
Zuzow, 2010; Péhlmann et al, 2011). Para
poder evidenciar y predecir el grado de
estrés fisico y la tolerancia a escenarios
futuros que tendrian los moluscos con
distribuciones intermareales y
submareales de Patagonia, se planted el
siguiente objetivo general: estudiar las

respuestas morfométricas y fisioldgicas de
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dos especies de gasterépodos marinos que
habitan sitios con distintos grados de
estrés fisico ambiental en costas de
Norpatagonia Argentina y evaluar las
potenciales variaciones morfométricas y
fisioldgicas a temperaturas que simulen un
escenario de cambio climético global. Se
seleccionaron  dos  especies  que
cumplieran roles ecolégicos diferentes, de
amplia distribucién y facil manipulacion.
Se trabajo con una especie herbivora de
desarrollo indirecto Tegula patagonica y
otra carnivora de desarrollo directo
Trophon geversianus. Se realizaron
muestreos estacionales en el inter (IN) y
submareal (SUB) de tres localidades
dentro de un gradiente latitudinal (Figura
1).

181



Naturalia Patagénica Vol. 16 (2020) 180-189. Tesis de Doctorado.

- 7
o
[ Costa sur Golfo Nuevo
~ -
' \
.

0 250 Km

Figura 1. Localizacion geogréfica de los sitios de muestreo de cada localidad: Punta Este, Punta Loma y
Ambrossetti en la Costa Sur del Golfo Nuevo (GN). Playa Bonita, Cangrejales y Santa Isabel en la Costa Sur
Desembocadura Rio Chubut en Rawson (RW). Elola, Algueros y Caleta Carolina en la Costa Norte de Cabo

Dos Bahias en Bahia Camarones (BC).

Figure 1. Sampling sites: Punta Este, Punta Loma and Ambrossetti on the South Coast of Golfo Nuevo (GN).
Playa Bonita, Cangrejales and Santa Isabel on the South Coast of Chubut River in Rawson (RW). Elola,
Algueros and Caleta Carolina on the North Coast of Cabo Dos Bahias in Bahia Camarones (BC).

Inicialmente, se analizO el estrés
ambiental dentro y entre localidades,
asociando las caracteristicas ambientales
encontradas a la latitud y la geomorfologia
de las costas donde se realizaron las
mediciones.

Posteriormente, se estudié el patron de
variacion morfoldgica de las especies,
mediante el uso de morfometria
geométrica y clasica. Se compard la
variacion en la micro escala (inter y
submareal) y macroescala (entre los sitios
en un gradiente latitudinal) geografica.
Complementariamente, se determino el
grado de estrés fisioldgico basal presente
en los ejemplares de cada sitio,
determinando la expresion de proteinas

Hsp70 mediante la técnica de Western

blot. Finalmente, se selecciono la especie
de desarrollo directo que se encuentra en
abundancia tanto en el intermareal como
en el submareal (T. geversianus), para
evaluar experimentalmente los efectos
fisiolégicos y morfolégicos en un
escenario de calentamiento climatico. Para
eso, por un lado se trabaj6 con adultos del
intermareal (IN) y submareal (SUB),
determinando la tasa de sintesis de Hsp70
frente al incremento de temperatura
esperado para el 2100. Por otro lado, se
recolectaron ovicapsulas del SUB y se las
expuso a distintas temperaturas para
evaluar el cambio de forma de la concha al
eclosionar. Se encontraron diferencias
significativas en el nivel de estrés fisico
localidades  relacionadas

entre las
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principalmente con la latitud y la
geomorfologia de cada costa en términos
de exposicion al estrés. La localidad de
mayor estrés fisico fue la costa expuesta a
mar abierto, ubicada en una latitud media.
Analizando la forma de la concha, se
encontr6 que T. geversianus presenta
menor variacion que T. patagonica, pero

estructurada en funcion al sitio y los
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niveles de donde provenian los individuos.
En cada caso, la influencia de las escalas
fue diferente, T. geversianus mostré una
gran separacion en forma en una micro
escala (inter y submareal), corroborando
la presencia de dos ecomorfotipos para
esta especie en la costa sur del Golfo
Nuevo y ampliando su presencia a las

otras localidades muestreadas (Figura 2).

de Mahalanobis

Distancia

SIIN  PL-SUB AM-SUB PESUB CGAIN

AM-IN PLAN PEAN AL-SUB AL-IN

Figura 2. Trophon geversianus: Analisis de conglomerado jerarquico UPGMA sobre las distancias de
Mahalanobis, con los componentes principales de todos los sitios. El criterio de corte (p<0,05) se indica con
una linea horizontal. Abreviaturas: Sl: Santa Isabel, PL: Punta Loma, AM: Ambrossetti, PE: Punta Este, CG:

Cangrejales, AL: Algueros.

Figure 2. Trophon geversianus: UPGMA hierarchical cluster analysis over Mahalanobis distances, with
principal components from all sites. The cutoff criterion (p <0.05) is indicated by a horizontal line.
Abbreviations: SI: Santa Isabel, PL: Punta Loma, AM: Ambrossetti, PE: Punta Este, CG: Cangrejales, AL:

Algueros.

A macroescala se encontré un patrén de
variacion latitudinal, evidencidndose una
menor Vvariaciéon en forma entre los

submareales. En cambio, T. patagonica no

presento diferencias a microescala y si a
macroescala, aunque sin un patron
latitudinal (Figura 3).
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Distancia de Mahaianobis
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Figura 3. Tegula patagonica: Analisis de conglomerado jerarquico UPGMA sobre las distancias de
Mahalanobis, con los componentes principales de todos los sitios. El criterio de corte (p<0,05) se indica con
una linea horizontal. Abreviaturas: CC: Caleta Carolina, PL: Punta Loma, AM: Ambrossetti, CG: Cangrejales,

PE: Punta Este.

Figure 3. Tegula patagonica: UPGMA hierarchical conglomerate analysis over the Mahalanobis distances,
with the principal components of all sites. The cutoff criterion (p <0.05) is indicated by a horizontal line.
Abbreviations: CC: Caleta Carolina, PL: Punta Loma, AM: Ambrossetti, CG: Cangrejales, PE: Punta Este.

En el analisis fisiologico, se encontré un
perfil de expresion de Hsp70 diferencial
entre las dos especies estudiadas. Para T.
geversianus, el factor de estrés entre
niveles fue determinante en la expresion

de Hsp70, registrandose los valores mas

elevados en el IN. Al comparar la
expresion de Hsp70 entre distintos
intermareales en diferentes épocas del
afio, se  encontraron  diferencias
significativas entre las localidades,
observando una menor expresion de
Hsp70 en los individuos obtenidos de la

localidad de menor estrés (Figura 4).

184



Naturalia Patagénica Vol. 16 (2020) 180-189. Tesis de Doctorado.

Trophon geversianus

2.0 b
ab

ot |

™~

=

e

o

-

(=9

w

=

GN RW BC

Figura 4. Niveles de expresion Hsp70 en génada de Trophon geversianus, sobre muestras recolectadas en el
IN durante las temporadas de verano e invierno en GN, RW'y BC. Los graficos resumen la expresion de Hsp70
en 3-5 muestras independientes (media+DS). Letras distintas hacen referencia a diferencias significativas entre
las medias de las localidades, con un p<0,05 correspondiente a una prueba a posteriori de Tukey.

Figure 4. Hsp70 expression levels in Trophon geversianus gonad, on IN samples collected during the summer
and winter seasons in GN, RW and BC. The graphs summarize the expression of Hsp70 in 3-5 independent
samples (mean + SD). Different letters refer to significant differences between the means of the localities, with
a p <0.05 corresponding to a Tukey a posteriori test.

Por el contrario, para T. patagonica no se manera distinta entre los intermareales en
observaron diferencias de expresion de una macro escala, aunque sin un patrén
Hsp70 entre niveles. Solo respondio de latitudinal (Figura 5).
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Figura 5. Niveles de expresion Hsp70 en génada de Tegula patagonica, sobre muestras recolectadas en el IN
durante las temporadas de verano e invierno en GN, RW y BC. Los graficos resumen la expresion de Hsp70
en 3-5 muestras independientes (mediatDS). Letras distintas hacen referencia a diferencias significativas entre
las medias de las localidades, con un p<0,05 correspondiente a una prueba a posteriori de Tukey.

Figure 5. Hsp70 expression levels in Tegula patagonica gonad, on IN samples collected during the summer
and winter seasons in GN, RW and BC. The graphs summarize the expression of Hsp70 in 3-5 independent
samples (mean + SD). Different letters refer to significant differences between the means of the localities, with
a p <0.05 corresponding to a Tukey a posteriori test.
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Finalmente, en las experiencias que
simularon un escenario de calentamiento
climético, los resultados sugieren que
frente al incremento de 4 °C en la
temperatura del agua, los ejemplares de T.

geversianus gque habitan el IN tendrian una
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fisiolégicamente a dicho incremento,
frente a los individuos que habitan en el
SUB. Por otro lado, se encontr6 que T.
geversianus presenta plasticidad
fenotipica en la etapa de juveniles frente a

variaciones en la temperatura del agua

mayor  capacidad de responder (Figura 4).
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Figura 6. Grafico de dispersion entre los dos primeros componentes principales (CP1 vs CP2). Las elipses
representan el 90% de confianza alrededor de la forma media de los tratamientos. Entre paréntesis se encuentra
el porcentaje de la variacién explicada por cada eje. Los graficos inferiores representan los extremos de
variacion con un factor de escala de -0,15 y 0,15 respectivamente. En ambos casos se muestra la deformacion
en color en comparacion a la forma consenso de poligono celeste. Abreviaturas: TC: Tratamiento Control, T1:
Tratamiento uno.

Figure 6. Dispersion plot between principal components 1 and 2 (CP1 vs CP2). The ellipses represent the 90%
of confidence around the mean shape of the treatments. In parentheses is the percentage of the variation
explained by each axis. The lower graphs represent the extremes of variation with a scale factor of -0.15 and
0.15 respectively. In both cases the deformation is shown in color compared to the consensus form of a celestial
polygon. Abbreviations: TC: Control Treatment, T1: Treatment one.

Discutiendo los resultados obtenidos, las que se encuentran expuestos y al sitio

postulamos que los  gasteropodos de donde provienen. En el caso de T.

estudiados presentan diferentes geversianus se encontraron diferencias

adaptaciones al estrés ambiental, tanto en su morfologia como en su

relacionadas con las condiciones fisicas a fisiologia en una micro escala geografica.
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Debido a que el tamafio corporal de los
gasteropodos influye en el equilibrio
térmico (Helmuth, 1998), se relaciond la
variacion intraespecifica de las tallas con
el grado de tolerancia a elevadas
temperaturas. Ademas, la variacion en la
forma de las conchas de los ejemplares
gue habitan en los intermareales y
submareales muestreados, indicaron una
separacion en dos ecomorfotipos. A su
vez, analizando la respuesta fisioldgica a
la variacion de la temperatura, también se
encontraron  diferencias  entre  los
organismos del IN y SUB. Los individuos
del IN presentaron un nivel elevado de
proteinas Hsp70, en cada sitio muestreado,
independientemente de la estacion, en
contraste a los ejemplares del SUB.
Cuando se compard la expresion de dicha
proteina en una macroescala, la diferencia
dependio de la localidad. Por otra parte, T.
patagonica no presentd variacion en la
forma de la concha frente a un estrés
diferencial entre los niveles, asi como
tampoco diferencias latitudinales. Al
encontrarse distribuida en el IN bajo y el
SUB, la ausencia de diferenciacion entre
los niveles puede presentar dos vias de
explicacion. Primero puede deberse a que
los individuos presentes en el IN sean de
origen SUB o0 debido a que su
reproduccion es mediante la presencia de
larvas y con fecundacion externa, por lo

que existe mayor flujo de genes entre los
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ejemplares de los distintos niveles. A su
vez, la expresion de las proteinas Hsp70
en T. patagonica entre los niveles IN y
SUB no mostré diferencias, solamente el
grado de estrés ambiental entre los
intermareales fue el factor determinante en
la expresion de dicha proteina. Esto seria
un indicador, de que las pocas horas que
los individuos de esta especie pasan
expuestos en el IN, no son suficientes para
que la diferencia en el gradiente fisico con
el SUB demande cambios morfoldgicos o
fisiologicos significativos. Finalmente, en
los experimentos realizados para
determinar la tolerancia de T. geversianus
a escenarios térmicos de cambio climatico
futuro, se pudo determinar que los
ejemplares que se encuentran expuestos
frecuentemente a condiciones de estrés
tienen una defensa térmica mas efectiva.
Complementariamente, analizando los
potenciales cambios en la forma de la
concha en embriones debidos a los
potenciales efectos del calentamiento
climatico, se encontr6 que T. geversianus
presenta plasticidad fenotipica frente al
incremento de temperatura. Asimismo, T.
geversianus, presento variaciones
fisiolégicas y morfolégicas diferenciales
entre los niveles IN y SUB. Dichas
variaciones, podrian ser la respuesta a su
abundancia en ambientes con distintos
niveles de estrés como los intermareales

presentes a distintas latitudes. En
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contraposicion, T. patagonica mostroé una
defensa antiestrés deficiente en términos
fisiologicos y morfoldgicos estudiados.

Demostrando que su distribucién en la
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RESUMEN

El "Ciprés de la Cordillera™ [Austrocedrus
chilensis (D.Don) Pic. Ser. et Bizzarri] es
una conifera nativa del Bosque
Subantartico de Chile y Argentina, que
pertenece a la familia de las Cupresaceas
(subfamilia Callitroideae tribu
Libocedreae). Su area de distribucion se
encuentra a ambos lados de la Cordillera
de los Andes, entre Neuquén y Chubut del
lado argentino. Desde un punto de vista
econdmico reviste gran importancia por la
calidad de su madera, muy apreciada tanto
para la construccion como para la
fabricacion de muebles. Mientras que
ecoldgicamente tiene un alto valor porque
es una especie capaz de formar bosques en

la zona ecotonal y adentrarse en la estepa.

Sin  embargo su rol ecolégico vy
socioeconémico se ve negativamente
afectado por una enfermedad que causa el
debilitamiento de las raices y la muerte de
los arboles. Esta enfermedad afecta a los
bosques de ciprés de la cordillera desde
hace varios afnos, y se observa en muchos
sitios a lo largo de su area de distribucion.
Phythopthora austrocedri es un patdégeno
exotico causante primario de la
enfermedad de A. chilensis. El sintoma
distintivo de la afeccion por P. austrocedri
en arboles naturalmente infectados es una
lesién necrdtica que se extiende desde las
raices muertas hacia el tronco, pudiendo
alcanzar hasta 1 metro de altura por
encima del suelo. La necrosis afecta al

cambium, al floema'y a la albura. Conocer
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los cambios y alteraciones de los tejidos de
conduccion afectados por P. austrocedri
en el ciprés de la cordillera, como asi
también como es el desarrollo del
patdgeno en dichos tejidos, son aspectos
fundamentales para el entendimiento de la
histopatologia de la enfermedad. El
presente trabajo se propuso como objetivo
general contribuir al conocimiento del
mecanismo de accién de Phytophthora
austrocedri en la patologia del ciprés de la
cordillera y de la respuesta defensiva del
arbol. Los objetivos particulares fueron
los siguientes: a) estudiar y describir los
tejidos de conduccién afectados por P.
austrocedri, b) analizar y describir las
alteraciones, dafios y/o malformaciones
estructurales y funcionales producidas por
el patdgeno, c) relacionar las alteraciones
observadas con la sintomatologia del “Mal
del Ciprés” y con posibles respuestas
defensivas. En esta investigacion se

seleccionaron arboles infectados
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naturalmente con P. austrocedri y se
inocularon artificialmente arboles jovenes
para el estudio de los tejidos de
conduccion. ElI cambium, el xilema y el
floema afectados por P. austrocedi de
todos los arboles en estudio fueron
analizados y descriptos con microscopia
Optica (MO) aplicando diferentes técnicas
de histoquimica, y también con
microscopia electronica de barrido
(MEB). Se analizaron y describieron las
alteraciones, dafios y/o deformaciones
celulares y funcionales producidas por el
patdbgeno, como asi también se
relacionaron las alteraciones observadas
con posibles mecanismos de defensay con
la sintomatologia del MDC. Se determiné
que el primer tejido afectado por el
patogeno es el cambium vascular, con una
necrosis general del mismo que luego se
extiende al floema y por Gltimo afecta al

xilema (Figura 1).
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Figura 1. Seccion transversal del tallo de planta de Austrocedrus chilensis de 8 afios de edad, inoculada con
Phythophthora austrocedri montaje en agua: (a) Necrosis generalizada del cambium vascular, caracterizada
por su color marrdn, se observa micelio sobre la zona de inoculacién. (b) Detalle del cambium sano, con células
de paredes amarillo hialina, rectangulares y turgentes. (c) Detalle del cambium afectado mostrando las paredes
celulares necrosadas de color marrén y deformadas. También se observa el inicio de la necrosis sobre el tejido
floematico, con un frente uniforme delimitado por los radios parenquimaticos (Rd). Mi=micelio; CN=cambium
necrosado; CS=cambium sano; F=floema; X=xilema; Rd=radios parenquimaticos.

Figure 1. Cross section of the 8-year-old Austrocedrus chilensis plant stem, inoculated with Phythophthora
austrocedri mounting in water: (a) Generalized necrosis of the vascular cambium, characterized by its brown
color, mycelium is observed over the inoculation area. (b) Detail of the healthy cambium, with cells with
hyaline yellow, rectangular and turgid walls. (c) Detail of affected cambium showing deformed brown necrotic
cell walls. The onset of necrosis is also observed on the phloem tissue, with a uniform front delimited by the
parenchymal rays (Rd). Mi = mycelium; CN = necrotic cambium; CS = healthy cambium; F = phloem; X =
xylem; Rd = parenchymal ray.

La reprogramacion de las células floema, y una translocacion y/o
cambiales origina canales resiniferos disminucion del almidén en los radios
traumaticos, bolsones de resina en el xilematicos y células subsidiarias de los
floema, deformacion de radios vy canales resiniferos. La produccién de
traqueidas y produccién de trabéculas en resina fungistatica de los canales
elementos conductores del xilema, como resiniferos traumaticos es considerada
posibles  mecanismos de  defensa también como una respuesta quimica del
inducidos. Dentro de las modificaciones arbol frente al ataque del patdgeno. Por
quimicas se observ6 una mayor otra parte se registré el mecanismo de
acumulacion de compuestos fendlicos en desarrollo de P. austrocedri en ambos
células parenquimaticas y fibras del tejidos de conduccion (Figura 2).
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Figura 2. Seccion longitudinal radial del floema de &rbol adulto de Austrocedrus chilensis de 30cm de didmetro
infectado naturalmente con Phythophthora austrocedri, técnica de splitting para MEB. Desarrollo de hifas de
P. austrocedri en el tejido floematico. (a) Zona media de la lesion, desarrollo, ramificaciones y avance de P.

austrocedri en sentido axial dentro de las células cribosas.

Figure 2. Radial section of the phloem of an adult Austrocedrus chilensis tree, 30cm in diameter, naturally
infected with Phythophthora austrocedri, splitting technique for SEM. Development of hyphae of P.
austrocedri in phloem tissue. (a) Middle zone of the lesion, development, ramifications and advance of P.

austrocedri in an axial direction within the sieve cells.

Los resultados alcanzados en el presente
estudio permitieron proponer el primer
modelo histolégico de la afeccion y
desarrollo de P. austrocedri en los tejidos
de conduccion del ciprés y relacionarlo
con la sintomatologia de la enfermedad. A
pesar de ello, los mecanismos por los
cuales se desencadenan estas diferentes
respuestas en los tejidos de conduccion

frente al ataque flngico son aun

desconocidos. EI modelo histologico aqui
planteado serd de gran utilidad para
conocer y comprender estos mecanismos
de defensa, y los de resistencia natural
frente a este patdgeno, y de esta forma
avanzar en la formulacion de productos y
metodologias concretas para el control de
la enfermedad.

PALABRAS CLAVE: Ciprés, Xilema,
Floema, Histologia, Phythophthora
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Undaria pinnatifida (Alariaceae) es un
alga bentdnicas, aldctona de la costa
patagonica argentina, que pertenece a la
Clase Phaeophyceae, Division
Heterokontophyta, Cromophyta 0
Chromista, es un género heteromdrfico,
alternando entre una fase gametofitica
microscépica y una fase esporofitica
macroscaépica. Es marcadamente anual en

su rango nativo de distribucién (China,

Corea y JapoOn), aunque en algunas
regiones donde ha invadido, como las
costas del norte de la Patagonia Argentina
0 las de Nueva Zelanda, el ciclo parece ser
menos definido, y el reclutamiento y
posterior desarrollo de los esporofitos
puede ocurrir durante todo el afio.

En Argentina los primeros ejemplares
macroscopicos se detectaron por primera
vez en 1992 en el Golfo Nuevo (Chubut,
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Patagonia Argentina), donde su ingreso
fue atribuido al transporte por medio del
agua de lastre de buques internacionales
(Piriz 'y Casas, 1994). Desde su
introduccidn en las costas patagonicas, U.
pinnatifida se dispers6 relativamente
rapido dentro de los limites del Golfo
Nuevo y las poblaciones aumentaron su
densidad. Esto podria haber generado un
area "donante” desde la cual la especie se
pudiera propagar hacia el sur y norte del
area de introduccién. En la primavera de
2008 fue detectada en Comodoro
Rivadavia, centro del Golfo San Jorge, a
439 km al sur del Golfo Nuevo,
observandose los primeros ejemplares
maduros, de escasa poblacion (experiencia
personal en investigaciones previas al
trabajo de tesis).

La temperatura es uno de los factores
ambientales que esta relacionado con el
desarrollo de las diferentes fases de su
ciclo de vida, permitiendo en las costas de
Argentina un reclutamiento constante a lo
largo del afio.

Las macroalgas se han utilizado desde la
antigliedad en el tratamiento de diversas
enfermedades y se han empleado como
apositos y unglientos.

Estos organismos son abundantes en las
zonas intermareales, habiendo
desarrollado diferentes habilidades vy
capacidades adaptativas debido al estrés

ambiental al que estdn sometidos
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constantemente. En este contexto, los
factores abioticos, adaptacion a nuevos
héabitats, interrelacion entre especies, entre
otros, determinan en gran parte la sintesis
metabdlica y por ende el crecimiento,
reproduccion 'y supervivencia de las
macroalgas.

Durante la biosintesis, se sintetizan
metabolitos con importante actividad
bioldgica los cuales tienen potencial
terapéutico.

El objetivo principal de la Tesis de
Doctorado fue demostrar el potencial de
las frondas de U. pinnatifida mediante su
estudio integral, ensayos de bioactividad y
aplicacion de los productos obtenidos a
formulaciones farmacéuticas.

El estudio integral implico la colecta de
ejemplares de dos zonas del Golfo San
Jorge, Bahia Bustamante durante la
primavera del 2008 y en Comodoro
Rivadavia colectado estacionalmente en
las costas de Km 4, correspondientes a la
region central del Golfo, durante la
primavera del 2010 y verano, otofio e
invierno del 2011, con registros en el
Herbario Regional Patagonico (HRP) N°
7656 correspondiente a Bahia Bustamante
y 7096, 7162, 7163, 7164 para la colecta
estacional, respectivamente.

Las caracteristicas macroscopicas
permitieron establecer estructuras de la
fase esporofitica como estipe, esporofilo

(6rgano reproductor), frondas pinnadas y
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nervadura central, siendo las frondas la
estructura principal de estudio.

Para el analisis preliminar se efectu6 una
extraccién de las frondas secas molidas y
tamizadas con etanol de 96° con posterior
fraccionado mediante cambios de pH y
particiobn con solventes de distinta
polaridad.

El screening ficoquimico sobre el extracto
total y las fracciones, mostraron la
presencia en proporcion importante, de
péptidos y/o aminogrupos y compuestos
fendlicos. Los alcaloides, si bien
mostraron una menor proporcion, su
presencia deberia ser considerada si se
busca destinar el alga a la alimentacion. El
perfil lipidico revel6 una complejidad de
sus constituyentes, en las que se
destacaron los acidos grasos
poliinsaturados y fosfatidilcolina (PC),
marcador quimiotaxonémico, que
confirmé la ubicacion de U. pinnatifida
dentro del orden Laminariales. Se destaco
la presencia de fucoxantina, pigmento
descripto con actividad antitumoral.

El ensayo de inhibicion de crecimiento
radicular que  presume  actividad
antitumoral y la actividad antioxidante
realizados sobre el extracto etandlico total,
mostraron interesantes respuestas, las
mismas atribuibles, al menos en parte, a la
presencia de aminogrupos primarios y/o
secundarios, compuestos fendlicos vy

fucoxantina.
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Durante la colecta estacional se
registraron los factores ambientales como
la temperatura y salinidad que mostraron
encontrarse dentro del rango de tolerancia
de U. pinnatifida.

Mediante el analisis de microscopia optica
(MO), la presencia de pelos y cristales
fueron caracteres morfologicos que
constituyen un novedoso aporte al
conocimiento integral de la especie que
habita la region central del Golfo San
Jorge.

El estudio histoquimico identificé y
localiz6 los grupos quimicos mas
relevantes como fenoles, lipidos vy
proteinas  presentando  variabilidad
estacional y localizacidn tisular.

La observacion superficial mediante
Microscopia Electronica de Barrido
(MEB), de fronda, esporofilo y nervadura
de ejemplares colectados en primavera e
invierno, contribuy6 al conocimiento
superficial de la especie.

Para el analisis exhaustivo se realizé una
primera extraccion, de las frondas secas,
molidas y tamizadas, con etanol acuoso al
80 % v/v, a temperatura ambiente
(EOH1), luego el marco fue sometido a
una segunda extraccion con el mismo
solvente pero a 70 °C (EOH2) y con el
marco remanente se realizo la extracciony
purificacion de alginato de sodio.

En el screening ficoquimico, los extractos

EOH1 y EOH2, mostraron una importante
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variacion estacional y metodoldgica en
cuanto a las proporciones de los
metabolitos, entre los que se destacaron
los  polifenoles  (fundamentalmente
derivados del floroglucinol y quinonas),
ademas de péptidos y/o aminogrupos 1°y
2°,  esteroides, entre otros. Por
cromatografia en capa delgada (TLC) se
identificO la presencia de distintos
pigmentos como fucoxantina y algunos
metabolitos de  grupos  quimicos
destacados en el screening ficoquimico.
La cuantificacion de los grupos quimicos
mostro una variacion estacional.

La obtencion del NaAlg se efectud usando
una  metodologia  préactica  cuyo
rendimiento mostré6 una variabilidad
estacional con un minimo de un 40 % en
otofio y un méaximo del 62 % en verano.
La viscosidad aparente de las soluciones
de alginato de las cuatro estaciones,
mostraron valores interesantes desde el
punto de vista de la conservacion. La
cuantificacion mostr6 la presencia de
grupos sulfatos y é&cidos uronicos con
variacion estacional (mayor en verano), lo
que se correlaciond con su peso molecular
aparente (MWa). Las proteinas y los
fenoles estuvieron presentes en todas las
estaciones en bajas proporciones, siendo
el producto de primavera y otofio el que
presentd mayor purificacion.

El perfil metabolico de los extractos

EOH1 y EOH2 de primavera e invierno,
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obtenido por 1H-RMN determind la
presencia de manitol y alanina en todas las
muestras en tanto que la glicina se detectd
solo en los extractos de invierno. El
método analitico propuesto se puede
considerar para identificar condiciones de
estrés, tal como la deshidratacion a la que
esta expuesta la especie en estudio.

La porcion fibrilar de la pared celular de
las frondas de verano e invierno determind
la presencia de hidratos de carbono,
proteinas y compuestos fendlicos.

Las frondas de primavera se sometieron a
una extraccion con CO2 supercritico bajo
distintas  condiciones de  presion,
obteniendo extractos enriquecidos en
fucosterol, ademas de 24-metilén
colesterol y pigmentos. Se propone
continuar su estudio para la obtencién de
fucosterol 'y fucoxantina por sus
aplicaciones en la industria farmacéutica.
La microencapsulacion de paracetamol
mediante gelificacion interna idnica con
alginato de sodio de primavera y verano,
en las condiciones llevadas a cabo, no
fueron aptas para la formulacion
propuesta, debido en parte, a las
caracteristicas  estructurales y/o de
composicion, dando como resultado bajos
porcentajes de eficacia de encapsulacion y
contenido de principio activo.

La actividad citotoxica frente a Artemia
salina fue importante de los extractos

EOH1, EOH2 y NaAlg obtenidos
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estacionalmente, por lo que se continuo
con otros ensayos bioldgicos.

El ensayo de inhibicion del crecimiento
radicular de los extractos EOH1 y EOH2
al 0,5 % mostraron una actividad
inhibitoria del crecimiento radicular,
siendo de aproximadamente un 50 % en
otofo. El alginato de sodio de primavera 'y
verano, a ambas concentraciones de
prueba, mostraron inhibicién radicular. La
mayor actividad de inhibicidon radicular lo
produjo el NaAlg al 0,5 % de invierno
cuyo valor fue del 82 %. De todas las
muestras analizadas mediante el ensayo
del metilgreen-ADN, el NaAlg de
primavera fue el que presentd un posible
mecanismo molecular de accion mediante
la intercalacion en el ADN. Los extractos
EOH1, EOH2 y NaAlg de las cuatro
estaciones no presentaron actividad
antibacteriana ante las cepas ensayadas, en
tanto que la actividad antioxidante fue
moderada a baja frente al DPPH. Ademas
el NaAlg de primavera no presento
actividad antileshmania pero a una
concentracion de 1 mg/ml, mostré6 una
actividad antitumoral sobre lineas
celulares MCF-7 del 75 %. Si bien la
actividad antitumoral sobre lineas
celulares Caco-2 fue del 61,6 % el NaAlg
mostré una menor afinidad sobre Caco-2
en comparacion con MCF-7. La actividad
de cito y genotoxicidad mostraron

citotoxicidad por inhibicién mitética de
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las células meristematicas de Allium cepa
entre las fases G2/M y cambios en las
células a nivel estructural y/o nuclear. La
mayor concentracion del EOH2 y NaAlg,
ambos de primavera, mostraron los
valores més altos de inhibicion con
valores del 79,09 y 77,11 %
respectivamente, por lo que esta estacion
produjo un mayor efecto antitumoral
comparado a las restantes estaciones. La
presencia de fucoxantina, derivados del
floroglucinol en el extracto etandlico
(EOH1 y EOH2), muestra que estos
metabolitos serian los responsables de la
actividad antitumoral. En el caso del
NaAlg la presencia de grupos sulfatos,
explica al menos en parte, su propiedad
antitumoral.

El ensayo alelopéatico del extracto EOH1
de primavera demostr6 que el uso con
fines de cultivo debe ser previamente
evaluado en cuanto a las especies y
propdsitos de su aplicacion.

Se aplicd el NaAlg de primavera y verano
a la formulacion farmacéutica de
microencapsulacion de paracetamol. Si
bien los resultados fueron bajos en cuanto
al rendimiento, eficacia de
microencapsulacion 'y contenido de
principio activo, no debe descartarse la
posibilidad de continuar con la
elaboracion de otras formas

farmacéuticas.
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Con todos los resultados obtenidos se
pudo demostrar que U. pinnatifida tiene la
capacidad de desarrollar estrategias

metabdlicas, el cual presenta una amplia
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tanto, una gran potencialidad de la especie
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