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CONSIDERACIONES GENERALES

La fisiologia es la ciencia que se ocupa del estudio de la funcién animal. Esta
disciplina bioldgica intenta explicar bajo qué leyes y principios generales funciona un
organismo, y las posibles modificaciones de esos principios en respuesta al ambiente
dindamico que lo rodea. Histéricamente, ha sido una ciencia con una gran cuota empirica y
con muchisimas aplicaciones practicas, no s6lo en campos estrictamente bioldgicos, sino
también en disciplinas médicas, veterinarias, ingenieriles y conservacionistas. Esa
caracteristica multidisciplinaria y experimental ha etiquetado a la docencia practica de la
fisiologia como materia ‘cara’, ‘dificil’, o ‘compleja’ de ensefar.

Uno de los conceptos centrales de la fisiologia es el mantenimiento del medio interno
en forma continua bajo un complejo y dindmico proceso denominado homeostasis. Esa
capacidad de mantener constante el medio interno, sea extracelular o intracelular, es una
propiedad fundamental de la vida y practicamente define al término. De hecho, todavia no
hay consenso académico sobre si los virus, organismos acelulares que no tienen
metabolismo ni capacidad autorreplicativa, pueden considerarse ‘seres vivos’. Homeostasis
no es sindnimo de equilibrio termodinamico, que en un sistema complejo como el cuerpo
de un animal significa la muerte. La capacidad de mantener la homeostasis a niveles que
constituyen la ‘norma fisioldgica’ (por ejemplo, el valor de la constante de concentracion
de glucosa en los liquidos extracelulares) para una determinada variable (en el ejemplo,
la glucosa) no es infinita, ni tampoco universal en todos los organismos. Consume, ademas,
la mayoria de los recursos materiales y energéticos del que dispone un animal en un
determinado momento y lugar. Es por ello que en este libro se intentara construir, a partir
de la practica del estudiante en el laboratorio, una vision fisioldgica integrada abordando
diferentes aspectos taxondmicos, ecoldgicos, evolutivos, y comparativos. Para la
experiencia practica en la fisiologia animal se han seleccionado un conjunto de especies
filogenéticamente distantes, evaluando en forma mas o menos sencilla sus respuestas a
algunos desafios fisioldgicos en condiciones controladas. Para minimizar el estrés y el
posible sufrimiento de los sujetos animales, la eleccidn de los taxa y los procedimientos de
mantenimiento, experimentacion, punto final y eutanasia fueron cuidadosamente elegidos,
disefiados y avalados por comités ad hoc encargado de regular y asegurar el bienestar
animal en investigacion y docencia (como ejemplo, mostramos la presentacion de los

protocolos iniciales en Anexo I; CICUAL -Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
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Animales de Laboratorio- Facultad de Ciencias Médicas - Universidad Nacional de Cuyo,
Mendoza Argentina; aval N°104/2017). Por otra parte, y como muchas experiencias in vivo
son dificultosas o incluso controvertidas desde un punto de vista de bienestar animal, se
planific6 una serie de experiencias in vitro de modo de poner a prueba ciertas hipodtesis
fisioldgicas aceptadas por la comunidad cientifica.

Las actividades practicas son una excelente excusa para integrar el conocimiento
adquirido en forma puramente tedrica, ya que ‘fisiologia’ e ‘integracién’ son dos palabras
intimamente relacionadas. Como en la planificacidn de cualquier experimento, es deseable
modificar una variable fisioldgica por vez (y por tanto poner a prueba igual nimero de
hipotesis de trabajo), de modo de comprender el funcionamiento de un determinado
sistema u organismo. Sin embargo, y a modo de ejercicio, se propone que los alumnos
incluyan en el analisis conceptual aseveraciones y posibles explicaciones fisiolégicas
‘extendidas’, que discurran un poco mas alld de las inferencias estrictas del experimento.
De este modo se pretende lograr una integracion eficientemente de los conocimientos de
la fisiologia animal. Como bibliografia general, se recomienda material pedagdgico
especifico de la Fisiologia y la Biologia Animal [1-5]. Sin embargo, también es Uutil tener a
mano bibliografia algo mas especifica acerca de biologia celular, molecular, histologia,
biologia animal, y otras subdisciplinas cientificas del campo de la biologia; y por supuesto,

de cada modelo animal individual (ver la seleccion en la seccidn correspondiente).

EL USO DE ANIMALES DE LABORATORIO PARA DOCENCIA E INVESTIGACION

La manipulacién y experimentacidon con animales en la ciencia y la ensenanza no
esta exenta de condicionamientos éticos y morales. En la actualidad, hay un consenso
moral que establece como imprescindible el respetar y hacer cumplir en los animales, como
sujetos sintientes susceptibles de derecho, normas y principios de Bienestar Animal. El
bienestar animal puede definirse como la ‘calidad de vida’, fisica y mental, de un animal
individual a cargo de seres humanos. Sin embargo, el concepto de calidad de vida es
problematico ya que incorpora conceptos como ‘sentimientos’ y otras experiencias
subjetivas en un sujeto ‘consciente’ que son muy dificiles de medir y evaluar
cientificamente. Dado que los docentes y cientificos somos personas, estamos también
cargados de normas y valores; gracias al auxilio de otras disciplinas (€j. la filosofia) hemos

creado un marco normativo que guia la practica cientifica con animales.
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En la ética del bienestar animal, es comun aplicar como guia de planificacion de
experimentos el concepto de las ‘tres erres’ (3R: Refinamiento, Reduccion, y Reemplazo).
‘Refinamiento’ implica el uso y ajustes de la metodologia experimental, de forma de aliviar
o minimizar el sufrimiento, dolor y estrés. El dolor, definido como un sentimiento
displacentero ante un dafio o injuria corporal, es inferido por acciones etoldgicas
(‘comportamentales’) que hacen que el animal evite, luego de un aprendizaje, las
situaciones o tratamientos displacenteros o dolorosos. También se utilizan criterios
anatdmicos en base a la estructura del sistema nervioso animal (por ejemplo, ante la
presencia de neurotransmisores, de pequefias fibras nerviosas amielinicas sensitivas, o un
sistema nervioso centralizado y desarrollado). Lamentablemente el esfuerzo de
investigacion es muy disparejo entre los diferentes modelos, por lo que en la mayoria de
los animales no se conoce inequivocamente si son capaces de sentir dolor tal cual lo
hacemos nosotros. El estrés es un poco mas facil de cuantificar, ya que muchas veces esta
mediado por hormonas o sustancias locales medibles en los tejidos y liquidos corporales.
Por otra parte, y en base a la respuesta comportamental ante situaciones displacenteras,
se supone que todo animal experimenta algun tipo de sufrimiento. ‘Reduccién’ es
sencillamente disminuir el nimero de animales en cada experiencia, tarea que puede
afectar sensiblemente la interpretacion de los resultados (ver siguiente seccién). El
‘Reemplazo’ implica intercambiar el modelo in vivo por uno in silico (reemplazo absoluto),
o translocar un modelo animal por otro (reemplazo relativo), de forma que en el cambio
se mejoren las condiciones de bienestar animal.

En este libro se han aplicado estos tres conceptos en la planificacion de la practica
en la fisiologia animal, usando métodos refinados (procedimientos y drogas anestésico-
analgésicas inherentes a cada modelo [6-9]), reduciendo al minimo indispensable el nUmero
de ejemplares por especie, o reemplazando el modelo por simulaciones o experimentos in

vitro.

EL BIOTERIO DESTINADO A MANTENER LOS ANIMALES

La ejecucion y planificacion de estas experiencias practicas presuponen la existencia
de una instalacion (‘bioterio’) que aloje y mantenga a los animales de experimentacion
cuando éstos no son sometidos a experimentos. Por ello, antes de la planificacion
experimental, debemos pensar seriamente en las condiciones de nuestro bioterio. Un

bioterio es, en términos practicos, una instalacion que aloja a los animales en un ambiente

El Mantenimiento de la Homeostasis 11



adecuado para su supervivencia y/o reproducciéon, asegurando las condiciones de bienestar
animal de las especies alojadas y la bioseguridad del personal que trabaja en él. Por otra
parte, debe funcionar de forma estandarizada y predecible, de forma que se reduzca la
fuente de variabilidad entre los sujetos experimentales y por lo tanto los resultados sean
mas consistentes. Existe numerosas guias bibliograficas para planificar, mejorar, vy
mantener bioterios en instituciones publicas dedicadas a la investigacién y docencia [por
ejemplo, véase 8, 10]. Si el bioterio debe ser disefiado de novo, es conveniente respetar

algunas reglas basicas, por ejemplo:

1. Deben ubicarse lejos de las instalaciones generales o de mucha circulacion de personas,

pero accesibles directamente desde el exterior para ingresar insumos o retirar desechos.

2. El personal que se encargue del bioterio debe estar bien capacitado en la teoria y practica
del manejo de los animales y en la planificacidn de las complejas tareas a realizar tanto a
corto como a largo plazo. La capacitacion, tanto desde un punto de vista técnico como

ético, debe ser continua.

3. El ambiente general de la sala debe tener un control de temperatura, iluminacion vy
humedad e idealmente con los servicios mecanicos fuera del bioterio para que su
mantenimiento no genere estrés en los animales. Ademas, las salas deben contar con un
sistema de ventilacidén suficiente para mantener el ambiente libre de vapores y/o exceso
de humedad. Es muy importante que la instalacién eléctrica cumpla todos los estandares
de seguridad (proteccion diferencial por disyuntores) y esté, en la medida de lo posible, lo

mas alejada de fuentes de agua.

4. La sala general debe contar con instalaciones de agua caliente/fria y piletas con desaglie
qgue permitan tanto la limpieza de recipientes e insumos en contacto con los animales,
como el aseo del personal. Los pisos deben contar con material no resbaladizo y desagles
en caso de derrames importantes de liquidos. Las paredes deben estar revestidas con
material facil de limpiar y desinfectar. Puertas y ventadas deben ser a prueba de ingreso

de animales (roedores, mosquitos) desde el exterior.

5. Las especies alojadas deben estar separadas entre si de forma de ajustar los parametros

ambientales adecuados; idealmente, debe existir un area apartada de ingreso de animales
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nuevos (‘cuarentena’) y de enfermeria, acondicionadas apropiadamente a los
requerimientos de la especie. El fotoperiodo debe ajustarse segun los requerimientos
estacionales de la especie en la naturaleza. La alimentacién debe estar en consonancia con
las necesidades alimenticias y nutricionales especificas. El alojamiento, en lo posible, debe
estar enriquecido ambientalmente para estimular la cognicién y bienestar animal,
simulando las condiciones naturales. Sin embargo, debe encontrarse un equilibrio entre

enriquecimiento ambiental y estandarizacién de procesos (por ejemplo, de limpieza).

6. Existencia de un area acondicionada y apta para el almacenamiento de alimentos,

desechos o drogas. Es importante contar con un refrigerador de tamano adecuado.

7. El bioterio debe estar separado de los ambientes de experimentacion o ‘laboratorios’,

gue son los sitios especialmente acondicionados para llevar adelante las experiencias.

Por otra parte, los bioterios para las especies acuaticas tienen obvias diferencias
respecto a las terrestres. Una ventaja a destacar es que las especies mencionadas en
nuestro libro necesitan menos espacio fisico que el correspondiente a modelos murinos,
por poner un ejemplo. Las especies de moluscos, crustaceos, peces y anfibios propuestas
aqui para experiencias en Fisiologia Animal han sido seleccionadas por su rusticidad,
facilidad de mantenimiento, y pequeno tamafo. Todas ellas pueden ser mantenidas hasta
completar su ciclo de vida en recipientes (‘acuarios’) relativamente pequefios y con un
equipamiento estandar; sin embargo, este equipamiento minimo debe estar presente para
garantizar las normas de bienestar animal (las caracteristicas individuales las
mencionaremos en cada una de las experiencias). En general, las caracteristicas que deben
cumplir los recipientes contenedores e instalaciones de los bioterios de modelos acuaticos

son:

1. Tamano (volumen en litros) y forma (preferentemente rectangular) de la urna
contenedora adecuado a la especie. Los animales no deben estar hacinados; por el
contrario (salvo excepciones temporales) tampoco aislados de sus congéneres. El material

preferentemente debe ser de vidrio, acrilico, o plastico.

2. Iluminacion. Es conveniente instalar luces de intensidad y longitud de onda apropiada a

la especie, con un fotoperiodo controlado por un temporizador.
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3. Control de la temperatura del agua (si el bioterio tiene un control de aire ambiental
eficiente, esto puede obviarse) a través de termometros y termocalefactores con
termostato incluido. Los acuarios de enfermeria deben contar con termocalefactores en
caso que deba utilizarse tratamiento hipertérmico combinado con quimioterapia para

infecciones parasitarias externas [11].

4. Linea de aire con difusidon controlada. En algunas especies puede ser necesaria ademas
una bomba de recirculacion interna, generalmente asociada a la filtracion bioldgica. Este
equipamiento asegura tanto el correcto intercambio de gases (principalmente O, y CO,)
entre la atmédsfera y el agua del acuario, como la ausencia de estratificacion térmica y

guimica.

5. Filtro mecanico-bioldgico. Existen multiples sistemas de filtracion, tanto desde el punto
de vista de disefio como de funcionalidad. Basicamente, cualquier filtro consta de una
bomba de recirculacion que fuerza al agua del acuario a pasar sobre material sintético,
natural, de intercambio de sustancias quimicas, o asociados a sistemas de sanidad (por
ejemplo, adsorcién por carbdn activado o lamparas germicidas de luz UV). Sin embargo,
en ellos debe asegurarse una funcion bioldgica: el establecimiento exitoso de colonias
bacterianas de procariotas oxidantes de amonio y nitritos [12], productos que son

potencialmente téxicos para la vida acuatica [13].

6. Aditivos quimicos. Variables segun la especie, pero debemos asegurarnos siempre la
disponibilidad (y espacio fisico adecuado) de acidos, bases y sistemas de sales buffers para
el control del pH; declorinantes y protectores de mucosa. Debemos también tener a mano
sustancias analgésicas, antisépticas o quimioterapicas, tales como soluciones de azul de
metileno, permanganato de potasio, formalina, antibidticos, antiparasitarios, anestésicos,

etc.

7. Instrumental o reactivos de control. Es conveniente, si el tamafno del bioterio es
considerable, contar con un control digital de temperatura, oxigeno y pH para monitorear
grandes cantidades de agua. Ademas, no deben faltar termdémetros sumergibles vy tiras
reactivas individuales para estimar el pH, sustancias nitrogenadas (NH3/NH4", NO2", NO3),

sistemas salinos (dureza temporal y permanente de carbonatos/bicarbonatos) y cloro.
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Todos los insumos, materiales, y servicios que garantizan los puntos anteriores
estan disponibles en el mercado, tanto por parte de proveedores de laboratorio como
proveedores de animales de compafia, y no deberia ser un problema el adaptar el

equipamiento a nuestras necesidades edilicias particulares.

LA ESTADISTICA EN LAS EXPERIENCIAS DE FISIOLOGIA ANIMAL

Para establecer comparaciones matematicas fiables entre diferentes grupos
experimentales (con potencia estadistica), los experimentos deben seguir rigurosos
lineamientos en disefo y ejecucién empirica. Esto implica proponer una clara pregunta
inicial o hipétesis de trabajo, una correcta identificacién de la variable de estudio, una
precisa identificacién de la unidad experimental (ées un animal individual, una especie, o
un acuario individual?), una correcta aleatorizacion para separar a las unidades
experimentales y asignarlas a los diferentes tratamientos, un correcto ndmero de
repeticiones experimentales, y un control (disminucién) de la variabilidad del experimento,
ajustando las condiciones ambientales y el entrenamiento en la medicién. Por otra parte,
la estandarizacién genético-ambiental en un bioterio puede también disminuir la
variabilidad, disminuyendo la posibilidad de que la diferencia entre dos o mas grupos
experimentales sea explicada por el azar. Todos estos factores son estudiados en
profundidad por disciplinas bioestadisticas y muchas veces, si no se dispone de tiempo y
conocimiento previo, son muy dificiles de identificar por los alumnos (aun por los docentes
e investigadores). Sin embargo, el principal problema que enfrentamos en el estudio de la
fisiologia animal con animales vivos es el tamafio de la muestra (‘n’). Sucede que utilizando
un disefo apropiado y cumpliendo correctas condiciones experimentales, el aumento de n
aumenta la posibilidad de encontrar diferencias; pero en contraposicion, es éticamente
recomendable que n sea pequefio. Este problema es especialmente importante en
experimentos con una variabilidad intrinseca muy grande, como ser el estudio de variables
etoldgicas. Esto conduce al ‘problema de las tres e’: Estadistico (n insuficiente), Econdmico
(el aumento de n es caro), y Etico (un n excesivo no es ético si se trabaja con animales).
Un problema adicional es que un n grande disminuye la probabilidad que los comités de
bioética animal aprueben los protocolos experimentales. En contraposicién, un n

demasiado pequefio también puede ser rechazado por ética, ya que, si el experimento no
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tiene potencia estadistica, el sacrificio de pocos animales habra sido en vano porque los
resultados no serdn concluyentes.

Se debe aclarar que las experiencias de este libro estan dedicadas a la docencia y
no estan disefladas para obtener resultados estadisticos potentes, por lo que no se
presentaran, salvo explicitas excepciones, recomendaciones acerca del uso de test
estadisticos o resultados orientados a la estadistica paramétrica. Por otra parte, el nUmero
de animales descripto para las experiencias tampoco permite una precision y exactitud con
altos niveles de significancia estadistica (valor p pequefio). Sin embargo, y si el plan de
estudios lo permite, es altamente recomendable articular estos contenidos con los
responsables docentes de espacios curriculares relacionados con la bioestadistica. Asi se
puede practicar, a partir de nuestras mediciones empiricas, el empleo de test de
comparacién de medias muestrales, disefios experimentales diferentes, calculos de n

minimos, etc.

RECOMENDACIONES PARA LA PRACTICA DEL LABORATORIO DE FISIOLOGIA
ANIMAL

Las experiencias propuestas en este libro han sido testeadas y usadas en la docencia
universitaria de la fisiologia animal durante varios afios. Sin embargo, la manipulacién por
parte de los alumnos, el estado de salud, estadio del ciclo de vida, y la variabilidad
fenotipico-genética de los individuos animales, sumado a un bajo tamafio estadistico de la
muestra puede incrementar la dispersion de los resultados medidos en cada ensayo
particular. Por otra parte, los programas de estudios de las universidades o colegios no
son uniformes y varian tanto en el nimero como en la profundidad de tépicos fisioldgicos
a cubrir en el proceso de ensefianza -aprendizaje. Por ello es que se insta al tutor a utilizar
esta seccién como una guia general, susceptible a modificarse segun el criterio docente.
Las siguientes son simples recomendaciones para que el tutor saque el mayor provecho de
los procedimientos experimentales en las experiencias practicas de la Fisiologia Animal

propuestas:

1. Inculquemos a los alumnos el respeto de las normas de bioseguridad del laboratorio.
Es deseable que el tutor proporcione y asegure el correcto uso de material de proteccion

adecuado (guantes, material de seguridad descartable, etc.).
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2. Si bien no se propone la utilizacion de material quimico/biolégico peligroso, es
recomendable utilizar ropa adecuada en estas experiencias practicas. Por ello, tutores y
alumnos deberan usar guardapolvo cada vez que asistan al laboratorio. También es
recomendable llevar el cabello recogido y evitar dentro de lo posible el uso de objetos
personales como pulseras, relojes, aros o collares que pudieran interferir en la

manipulacion de elementos, preparacion de reactivos, o manipulacién de animales vivos.

3. Insistamos en el respeto de las normas de convivencia. Si ensuciamos, limpiamos.
Si desordenamos, ordenamos. Es conveniente estimular el orden para que la actividad

practica sea lo mas placentera posible.

4, Tratemos de ser cuidadosos en la manipulacidén tanto de sustancias irritantes como
de animales vivos. Evitemos incidentes innecesarios o incdmodos que nos desvien del

objetivo central de la experiencia practica.

5. Capacitemos e instemos a los alumnos para identificar sintomas comportamentales
o claros signos de sufrimiento del animal sujeto a experimentacién, de forma de detener
el experimento en caso de considerarlo necesario. Para ello debemos conocer de antemano
las bases fisioldgicas del estrés y la etologia del modelo animal con el que estemos

trabajando.

6. Tengamos clara la hipétesis para lo cual fue planificado el experimento. Los alumnos
deben recordar que una hipoétesis cientifica es una afirmacidon que es puesta a prueba, de

modo que, al concluir la etapa experimental, esta afirmacion es aceptada o rechazada.

7. Seamos criticos y minuciosos. Mantengamos a las variables que no estan sometidas
a prueba lo mas uniformes posibles (controladas), de modo que las conclusiones sean

consistentes y soélidas.

8. Es fundamental que los alumnos anoten no sdlo el valor de la variable que medimos
en el experimento, sino todo lo que ‘observamos’ o que llame la atencidn durante el periodo
experimental, aunque no parezca relevante. Muchas de estas observaciones pueden

ayudar luego en la correcta interpretacion de los resultados experimentales.
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9. Los alumnos deben identificar, si existe, cual es el control del experimento. El grupo
control, a diferencia del grupo experimental, es fundamental para establecer posibles
diferencias estadisticamente significativas atribuidas a la variable experimental estudiada.
Recordemos que las pruebas no estan disefiadas para una potencia significativa alta. El
control experimental puede ser positivo (utilizando un grupo control que sepamos de
antemano responde efectivamente al disefio experimental) o negativo (que elimina

posibles fuentes de sesgo o variables no puestas a prueba en nuestro disefio experimental).

10. Al concluir la experiencia, debemos definir bien qué es lo que cuantificamos, qué es
lo que observamos, y cdmo explicamos esas observaciones. Es Util que los alumnos infieran
interpretaciones sobre mecanismos fisioldgicos concretos por sobre generalizaciones

metabdlicas imprecisas.

11. Concluyamos sobre la hipdtesis experimental. En una etapa inmediata posterior
podemos discutir otros mecanismos fisioldgicos y si el resultado experimental esta de

acuerdo con el marco tedrico previo.

12. Nada mejor para fijar conocimientos, que iescribirlos! Alentemos a los alumnos a
diseflar un breve pero sélido informe, que resuma concisamente toda la experiencia.
Tomemos de guia las preguntas que proponemos aqui luego de la descripcion de cada
experiencia, pero con la suficiente libertad en plantear otras preguntas y posibles

explicaciones alternativas.

13. El informe a desarrollar por los alumnos puede estructurarse en forma similar a un
trabajo cientifico, es decir, con secciones bien definidas (por ejemplo, con un titulo,
introduccién, hipotesis/objetivos, materiales & métodos, y discusién/conclusién).
Alentemos en el ejercicio de la escritura del informe la creatividad, pero con el uso de un

correcto y conciso lenguaje cientifico y el respeto de los plazos temporales de entrega.

14. Es deseable que el tutor corrija el informe y haga una devolucién al alumno en forma
individual, siguiendo un criterio serio y uniforme. El siguiente es un ejemplo del criterio
(rubrica de evaluacién, Figura 1) que puede utilizarse en la correccion de las experiencias

practicas de laboratorio de fisiologia animal:
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n y conclusiones) bien
- definidas.

o Titulos y subtitulos claros.

eRedaccion acorde a la seccion
correspondiente (ej.: nunca infiere
conclusiones en la seccién de
resultados).

«No comete errores ortograficos o d
sintaxis.

Calidad de

eSecciones del informe (ej.:
Introduccion — Metodologia -

~ Hipdtesis — Resultados — Discusion

conclusiones) bien definidas.

y subtitulos claros.

esultados.

a interpretaciones

bien definidas (ej.: mezcl
hipétesis con los obj

los define en absoluto
e Titulos y subtimlds‘ﬁ aros. ’
B o
«Frecuentemente expresa

interpretaciones en la
resultados.

rectamente, e identifica
claramente la variable a poner a
prueba.

o Utiliza los resultados disponibles de
forma muy original.

de forma diferente a los
proporcionados en los resultados
“crudos” del experimento.

Creatividad

paste”.

sPresenta (correctamente) los datos 2 ‘oPresenta (correctamente) Ic

eIndudablemente E{o hay “ copy and

e Utiliza los rssullaﬂ{dlspon

forma original.

de forma diferente a los

proporcionados en los result

“crudos” del expen'ment'
-

No hay evidencia de cop
paste”. -

«Interpreta corectamente los
resultados, con origin:
clan'gad.

Presenta figuras o tal
vistosas.

-Slempre que fue pos

los test estadlshoos correctos.

0so seguir las ideas
principales o el hilo conductor

ca
aramente la variable a poner a
@w’ : 3

resultados disponibles

Figura 1. Propuesta de rubrica para la correccion de informes de la practica de laboratorio de

Fisiologia Animal
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2 EL LENGUAJE DE LAS NEURONAS
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Marco teorico

El cuerpo de los animales es una maquina compleja altamente organizada en un
cumulo de células, tejidos, érganos y fluidos corporales que funciona completamente
integrada. Este asombroso conjunto de moléculas bioldgicas, sus vias metabdlicas, y sus
variables fisioldgicas estan finamente controladas por tejidos y sistemas especializados.
Dos de ellos se destacan como reguladores por excelencia: el control del sistema hormonal
y el control del sistema nervioso. Este Ultimo, que es rapido y especifico, permite a un
animal recibir e interpretar estimulos, integrar la informacidon interna y externa, y
organizarla en una apropiada respuesta corporal. Especificamente, ese rol lo cumplen
células altamente especializadas, derivadas del ectodermo y organizadas en complejos
circuitos que se llaman neuronas. Estos circuitos no son simples teclas on-off analogos a
los circuitos de las computadoras, sino que pueden ser modulados, filtrados o amplificados
por esa intrincada y gigantesca red de células que conforman el sistema nervioso. En forma
universal, las sorprendentes propiedades emergentes que poseen todos los sistemas
nerviosos animales estan basadas en sencillas propiedades eléctricas que poseen las
neuronas. La comunicacion nerviosa y su lenguaje particular, se basa en la conducciéon de
corriente eléctrica a través de las células nerviosas. Esa corriente eléctrica puede pasar
directamente de una neurona a otra (sinapsis eléctrica) o establecer relevos quimicos
(sinapsis quimica) entre una célula y otra, donde la sefial eléctrica continla en la direccién
del circuito correspondiente.

A lo largo del estudio de la fisiologia animal estudiaremos muchas de las propiedades
emergentes del sistema nervioso, pero en este trabajo practico nos centraremos en
algunas de las propiedades que tienen las neuronas. La neurona tipica es una célula
polarizada, que tiene un nucleo y soma bien definido pero que extiende su protoplasma a
través de finas, largas y extensas prolongaciones, denominadas neuritas. Esas neuritas
pueden conducir la informacién (que si es mediada por una neurona presinaptica es una
corriente eléctrica) en forma aferente hacia el soma. Esas prolongaciones neuriticas
aferentes de la célula postsinaptica se llaman dendritas. La informacién eléctrica es
modulada e integrada en el soma desde donde parte nuevamente en forma de corriente
eléctrica eferente a través del axdn, el cual termina generalmente en sinapsis con otras
neuronas, aunque a veces la respuesta puede liberar sustancias mediadoras

(neurohormonas) o volcarse sobre un tejido efector (como por ejemplo el musculo).
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En esta actividad practica exploraremos algunas de las propiedades eléctricas de las
neuronas; veremos por ejemplo cdémo se genera pasivamente un potencial de membrana
basal 0 'en reposo' simplemente por la permeabilidad selectiva de la membrana a algunos
iones (que son los que, al ingresar o salir, determinan esa corriente eléctrica propagada a
través de las neuritas). También estudiaremos de forma practica algunas constantes que
intervienen en las ecuaciones que describen la propagacion eléctrica en la neurona, o co6mo
se integran en la neurona multiples sefales en el tiempo y el espacio. Para esto, haremos
algunas simulaciones computacionales que permiten modelar el cambio de voltaje en la
membrana de algunas neuronas utilizando el software MetaNeuron Versién 2.03 [14].
MetaNeuron es un programa ejecutable (no necesita instalacidon en la computadora
personal) que ejemplifica en forma simple y grafica algunas de las propiedades eléctricas
de la neuronas [15].

La interfaz del programa es sencilla y permite modificar algunos parametros a
estudiar, escribiendo directamente el parametro en la casilla o espacio de texto
correspondiente, o moviendo el cursor de la computadora arriba o abajo sobre unas casillas
grises. Algunos parametros, sombreados de color gris, no pueden cambiarse, porque son
variables dependientes de otros parametros independientes (Figura 2A).

Otros parametros (generalmente, umbrales de voltaje o cambios dindmicos en el
potencial de membrana) pueden graficarse en la pantalla de la computadora. Las trazas
del grafico tienen diferentes colores, cuya referencia se muestra a la derecha de la pantalla.
El eje X representa el tiempo (en milisegundos) mientras que el eje Y representa el voltaje
(en milivoltios) (Figura 2B). Cambiando la opcién ‘Sweep duration’ (tiempo de barrido)
puede ampliarse o reducirse el rango del tiempo en el eje X.

Al seleccionar ‘Range’, aparece una familia de curvas que dependen del valor del
parametro definido. En el panel de rango se puede programar el valor de inicio y fin del
rango del pardmetro en cuestion, asi como el valor de incremento deseado del parametro
(Figura 2C). Al mover el cursor sobre las curvas graficadas, en la esquina inferior derecha
aparece en tiempo real el valor del voltaje en funcién del tiempo. Finalmente, la caja ‘3D’
permite graficar en tres dimensiones el voltaje, tiempo y valor del parametro elegido.
Superponiendo el cursor encima del grafico el mismo puede moverse libremente a través
de sus tres ejes (Figura 2D). Estas son sélo algunas de las posibilidades que ofrece este

simulador neuronal.
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Figura 2. Ejemplos de la interfaz de usuario del software MetaNeuron

A. Casillas y opciones para cambiar algunos parametros fisiolégicos de la neurona en MetaNeuron.
B. Trazas graficas de algunos parametros y referencias en colores de las curvas y potenciales de
reposo. C. Familia de curvas al seleccionarse un rango de parametros determinado en MetaNeuron.
El eje X representa el tiempo (en milisegundos) mientras que el eje Y representa el voltaje (en mV).
D. Grafico 3D que muestra a los tres parametros seleccionados y sus correspondientes familias de
curvas en MetaNeuron. Imagenes obtenidas desde la interfaz del software [15].
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Finalmente, utilizaremos otro simulador, Neurona 1.1.18, que cuenta con una excelente y
amigable interfaz (Figura 3) desarrollada por PhET ™ Interactive Simulations [16]. Este
programa es excelente para entender e integrar cdémo funcionan los canales idnicos
involucrados en el potencial de accion del axén, y en particular para entender visualmente
que los fendmenos eléctricos que estudiaremos ocurren siempre en adyacencias de la

membrana plasmatica sin afectar significativamente la carga eléctrica general del axén.

T\
/ Leyenda
© londe Sodio (Na+)

+
K+ [4.00000 mM] o W |y | © lon de potacio (K+)
Na+ [145.00000 mM] o
K+ [140.00000 mM]
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S YVAD») v ©

(O Camara lenta

Figura 3. Ejemplo de la interfaz de usuario del software Neurona
Captura de pantalla del programa desarrollado en la Universidad de Colorado por PhET ™

Interactive Simulations [16].

Nosotros exploraremos algunas de las posibilidades que ofrecen ambos programas a lo
largo de este primer trabajo de laboratorio, al cual dividimos en cuatro partes con una

breve introduccion tedrica asociada.

Objetivo general de aprendizaje y expectativas de logro

El objetivo general de esta seccion es que los estudiantes comprendan las bases
electrofisioldgicas de la transmision de informacion en y entre las células nerviosas. Es
deseable que luego de las experiencias los estudiantes sean capaces de comprender la
importancia del sistema nervioso como conjunto integrador de las funciones organicas
tanto a corto como mediano plazo, y que relacionen ademas la interaccién con otros

sistemas de control en marcos temporales diferentes.
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Material

Material de laboratorio (in silico)

. Computadora y acceso a internet.
o Software MetaNeuron versién 2.03. Es un programa gratuito, autoejecutable (no
necesita instalacion) que esta disponible, con fines académicos, en la siguiente direccidon

Web: https://www.metaneuron.org.

. Software Neurona version 1.1.18. Es un programa gratuito, autoejecutable
disponible, con fines académicos, en la siguiente direccion Web:

https://phet.colorado.edu/sims/html/neuron/1.1.18/neuron_es PE.html.

Metodologia General

Esta practica de fisiologia es completamente virtual y se recomienda resolverse sobre la
plataforma virtual de la institucion. Para ello, deben cargarse y editarse las preguntas
con suficiente anticipacién, asegurando el acceso de los alumnos en un plazo
previamente estipulado. La experiencia propuesta esta dividida en cuatro partes con su

correspondiente introduccién tedérica y metodologia.

PARTE A: POTENCIAL DE LA MEMBRANA EN REPOSO

En esta parte estudiaremos cOmo se genera el potencial en reposo en la membrana de una
neurona genérica, basado simplemente en la permeabilidad selectiva de cada ion dentro y
fuera de la membrana. Aunque los canales proteicos y los iones pueden variar, en todos
los potenciales de membrana participan siempre dos iones: el catidon sodio (Na*) y el catién
Potasio (K*). ElI programa MetaNeuron calcula el potencial de equilibrio de cada ion

utilizando la ecuacion de Nernst:

Potencial de equilibrio del ion X (mV) = 58 log ([ion X]o/ [ion X]i)
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Siendo [ion X]o y [ion X]i la concentracién del ion estudiado fuera y dentro de la membrana
plasmatica respectivamente. Recordemos que el potencial de membrana no sélo depende
de la suma de los potenciales individuales de cada ion, sino también de su permeabilidad

relativa, como lo expresa la ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz:

Potencial de Membrana (mV) = 58 log (P« [ K*]o + Pna [Nat]o/ P« [K]i + Pna [Na*1i)

El programa MetaNeuron no incluye en su simulacion al ion cloruro (CI") que también

contribuye in vivo al potencial de reposo.

Objetivo parcial y expectativas de logro

El objetivo de esta seccidon es evaluar algunas propiedades del potencial electroquimico en
equilibrio de los iones individuales y del potencial de membrana en reposo. Se espera que
los alumnos identifiquen al cation sodio como principal componente extracelular y al catién
potasio como principal catién intracelular, identificando ademas al catiéon potasio como

principal determinante al potencial de membrana por ser 65 veces mas permeable.

Metodologia y analisis de resultados

. En MetaNeuron, seleccionar en la solapa superior ‘Lesson 1’ (o alternativamente, la
tecla F1).

A.1. Potencial electroquimico en equilibrio:
1. Varie la concentracién de K* y Na*, tanto adentro como afuera de la célula. Registre

el comportamiento de la curva de voltaje de cada ion.

2. ¢Cual es el potencial de equilibrio de Na* cuando el Na*, es igual a 100 mM y el Na¥;

es igual a 10 mM?

3. ¢Cual es el potencial de equilibrio de Na* cuando el Na*, es igual a 100 mM y el Na™;

es igual a 100 mM?
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4, ¢Cual es el potencial de equilibrio de K* cuando el K*, es igual a 10 mM y el K*; es

igual @ 100 mM? ¢Por qué?

5. ¢Qué efecto general tiene cambiar las concentraciones sobre el potencial de

equilibrio electroquimico de cada ion?

A.2. Potencial de membrana en reposo:

Con los valores predeterminados (File-Restore all to default), varie la permeabilidad
relativa de la membrana a K* y Na*. Establezca Na*, en 100 mM, Na*ien 10 mM, K*, en
10 mM y K*i en 100 mM.

6. ¢Cual es el potencial de membrana cuando la permeabilidad relativa al Na* es igual

a 0 y la permeabilidad relativa al K* es igual a 10?

7. ¢Cual es el potencial de membrana cuando la permeabilidad relativa al Na* es igual

a 10 y la permeabilidad relativa al K* es igual a 0?

8. ¢Cual es el potencial de membrana cuando la permeabilidad relativa al Na* es igual

a 1y la permeabilidad relativa al K* es igual a 10? ¢Por qué pasa esto?

9. ¢Qué efecto tiene variar la permeabilidad relativa general (del sodio y potasio) sobre

el potencial de membrana en reposo?

PARTE B: CONSTANTE DE TIEMPO DE LA MEMBRANA

En esta parte estudiaremos una de las propiedades mas importantes de la membrana
neuronal, la constante de tiempo tau (7). Cuando experimentalmente aplicamos una
corriente eléctrica constante (con el sentido adecuado) a través de la membrana de una
neurona, la membrana se despolariza en ambos sentidos con un curso de tiempo
exponencial. De la misma forma (exponencial) el potencial de la neurita vuelve al potencial
en reposo cuando cesa el estimulo. La constante de tiempo se define entonces como el
tiempo en que la membrana tarda en alcanzar el 63% de su valor final (en la carga) o

reducirse hasta un 37% de su valor inicial (en la descarga). Por otra parte, esta constante
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depende de dos valores, la resistencia de la membrana (Rn) y la capacitancia de la

membrana (C) segun la siguiente ecuacion:

Constante de Tiempot (ms) = Rm C

La capacitancia de la neurona modelada por el programa MetaNeuron es de 1 pyF/cm? de
membrana. El programa permite variar la resistencia de la membrana, el curso temporal,
y la amplitud de la corriente aplicada. El valor por default de corriente se aplica en 1 ms
de pulso despolarizante, que es una buena aproximacion de lo que ocurre en una tipica
neurona con una sinapsis excitatoria rapida. El estimulo de corriente se muestra en rojo,
mientras que el potencial umbral (por encima del cual se produciria un potencial de accion)

se muestra en purpura.

Objetivo parcial y expectativas de logro

El objetivo de esta seccidn es entender conceptos asociados a la constante de tiempo en
el axdon de una neurona tipica, se espera que los alumnos sean capaces de calcular en
forma tedrico-practica la constante T (tau) a partir de la formula matematica y desde el
grafico a partir de cédlculos de porcentaje de caida de voltaje en las curvas simuladas; se
espera ademas que puedan estimar el valor en el cual se podria iniciar un potencial de

accion si diferentes potenciales locales (excitatorios o inhibitorios) se suman en el tiempo.

Metodologia y analisis de resultados

. En MetaNeuron, seleccionar en la solapa superior ‘Lesson 2’ (o alternativamente, la
tecla F2).

B.1. Constante de tiempo de la membrana:

10. Utilizando los parametros predeterminados, determine la constante de tiempo de la
membrana extrapolando con el cursor en el eje X el tiempo en que el potencial de
membrana desciende a un valor de 63% del valor de referencia, luego que cesa el impulso

de corriente aplicado.

11. Aumente el estimulo a 150 pA y repita la medicién.
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12.  El valor experimental obtenido de tau ¢Es igual al obtenido por la ecuacién?

13.  El valor de tau al cambiar la amplitud de la corriente éHa cambiado? éPor qué?

B.2. Constante de tiempo y resistencia de la membrana:

14. Con la amplitud del estimulo a 150 pA, varie la resistencia de la membrana. Marque
la casilla de rango ‘Resistencia de la membrana’ y elija valores de rango de 0.5, 20 y 2
(valor inicial, valor final e incremento). Establezca la resistencia de la membrana en 2
kQ/cm?. éCudl es la constante de tiempo de la membrana, medida a partir de la fase

descendente de la respuesta?

15. Al mostrar la familia de curvas que muestran el efecto de variar la resistencia de la
membrana utilizando la funcion de rango de MetaNeuron éQué efecto tiene esto en las

fases ascendente y descendente de la respuesta?

B.3. Sumacion temporal de estimulos:

16. Con los valores predeterminados (File - Restore all to default), aumente el ‘nimero
de estimulos’ de 1 a 3. Este estimulo representa 3 potenciales sinapticos generados en
intervalos de 2 ms. Observe cdmo se suman las respuestas. Esta superposicién de
respuestas se denomina sumacién temporal. Ahora reduzca la resistencia de la membrana

de 10 a 2 kQ/cm?. éQué efecto tiene disminuir la resistencia en la sumacién temporal?

17. ¢En cudl valor de resistencia podria existir un potencial de accién? (observe la linea

purpura que muestra el umbral de excitacion).

PARTE C: CONSTANTE DE LONGITUD DE LA MEMBRANA

En esta seccién, estudiaremos otra propiedad eléctrica que tienen las membranas
plasmaticas de las neuronas y que esta relacionada con la pérdida (pasiva) de voltaje en
procesos neuronales desnudos (por ejemplo, las dendritas) a medida que Ila

despolarizaciéon de la membrana plasmatica avanza a lo largo de la dendrita. La descripcién
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del decaimiento (exponencial) del voltaje en funcién de la longitud que se produce en una
dendrita fue formulada hace mas de un siglo por las ecuaciones de la teoria del cable, que
involucra en el modelo matematico asociado cilindros segmentados con capacitancia vy
resistencia ubicadas en paralelo. En las ecuaciones de cable intervienen entonces diversos
parametros, en particular la resistencia de la membrana (Rm) la resistencia (o resistividad)
interna de la dendrita (Ri), la capacitancia de la membrana, y el diametro de la dendrita.
De esas ecuaciones cobra importancia una constante, la constante de longitud lambda (A)
gue se define como la distancia desde donde el voltaje cae al 37% de su valor original (o
decae un 63%) luego de aplicar un estimulo despolarizante. En forma genérica, lambda se

define genéricamente asi:

Constante de longitud A (um) = V(rm/ri)

MetaNeuron considera a la dendrita como un proceso cilindrico de un didmetro
uniforme cuya membrana tiene una capacitancia de 1 yF/cm? y cuyo estimulo se aplica a
una distancia de X=0. Ambos valores de resistencia y el diametro de las dendritas pueden
ser cambiados en el programa.

MetaNeuron permite visualizar la respuesta de la neurona bajo dos formas graficas;
potencial vs distancia, o potencial vs tiempo. Cuando se marca la casilla ‘Potencial
sindptico’ en la ventana ‘Estimulo’, se genera un potencial sindptico en X=0. El potencial
se genera mediante una conductancia que tiene constantes de tiempo ascendente y
descendente de 0,1 y 1,0 veces el ‘Ancho del estimulo’. Las relaciones de voltaje vs

distancia vs tiempo se pueden ver seleccionando la funcion ‘Grafico 3D’.

Objetivo parcial y expectativas de logro

El objetivo de esta seccidn es evaluar conceptos asociados a la constante de longitud
y el decaimiento del voltaje en funcién de la distancia en la dendrita de una neurona tipica,
se espera que el alumno calcule la constante A (lambda) a partir de la formula matematica
y desde el grafico a partir de cdlculos de porcentaje de caida de voltaje en las curvas
simuladas; se espera también que el alumno sea capaz de inferir que el aumento del
diametro del proceso neuronal aumenta la constante lambda y la velocidad del impulso

nervioso.
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Metodologia y analisis de resultados

. En MetaNeuron, seleccionar en la solapa superior ‘Lesson 3’ (o alternativamente, la
tecla F3).

C.1. Constante de longitud: caida exponencial del voltaje en funcion de la
distancia

Los valores de los parametros predeterminados ilustran la caida exponencial en
estado estable (lejos de su propia constante de tiempo) del potencial de membrana
respecto a la distancia. La dendrita se despolariza durante 50 ms y el potencial de

membrana se representa en t = 50 ms.

18. Mida la constante de longitud de la membrana (A) que es la distancia a la que el

potencial de membrana cae al 37% de su valor maximo.

19. Calcule el valor tedrico de lambda utilizando la ecuacién:

Constante de longitud A (cm) = 0.5 V(d(rm/ri)

donde A es la constante de longitud (en cm), d es el didametro de la dendrita (en cm), rm

es la resistencia de la membrana (©/cm?) y r; es la resistividad interna (Q.cm).

20. ¢Ambos valores de Lambda son iguales? ¢Por qué?

C.2. Constante de longitud: Resistencia de la membrana, resistividad interna y
diametro dendritico

21. Comenzando con los valores de los parametros predeterminados por default (File -
Restore all to default), varie la resistencia de la membrana. éCdmo afecta esto a la

constante de longitud?

22. Comenzando con los valores de los parametros predeterminados, varie la

resistividad interna. ¢Coémo afecta esto a la constante de longitud?
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23. Comenzando con los valores de los parametros predeterminados, modifique la
amplitud de corriente a 10 pA y varie el didametro de la dendrita de 0.05 a 3 ym éCémo

afecta esto a la constante de longitud?

24. ¢Qué efecto tendria la variacion del didmetro de un axdén amielinico sobre la

velocidad de propagacién del potencial de accidn en el axdn?

PARTE D: POTENCIAL DE ACCION AXONICO

En esta seccidn, estudiaremos los notables fendmenos que ocurren en un axoén tipico
de conduccidn rapida. En estas estructuras neuronales, ocurre un fendmeno despolarizante
de membrana con caracteristicas distintas a las que estudiamos en las dendritas. En las
dendritas, la magnitud de la despolarizacién es proporcional a la corriente-estimulo
aplicada; ademas, la amplitud de la sefial decae exponencialmente con la distancia a lo
largo de la dendrita. En los axones tipicos, la despolarizacion es mucho mas rapida (tanto
en su fase despolarizadora o ascendente, como en su fase repolarizadora o descendente);
ocurre en pocos milisegundos. Los ‘picos’ registrados contiguos (llamados potenciales de
accion, potenciales ‘todo o nada’ o ‘espigas’) tienen la misma amplitud,
independientemente de la intensidad de corriente estimulo.

Este tipo de brusco cambio de potencial ocurre siempre y cuando se alcance el
umbral esperado para que se abran unos canales de sodio particulares, dependientes de
voltaje. Estos canales de membrana son molecularmente complejos y poseen, en la cara
que mira hacia la célula, un dominio que inactiva al canal cuando la despolarizacién por
irrupcién de sodio alcanza un valor determinado. Esa repentina irrupcion de sodio al interior
de la célula causa cambios de voltaje en las adyacencias de la membrana interna, lo cual
abre unos canales de potasio especiales, sensibles a cambios de voltaje, lamados canales
de potasio rectificadores retardados. Dos neurotoxinas, llamadas tetrodotoxina (TTX, ver
Nota 1) y tetraetilamonio (TEA, ver Nota 2) disminuyen la conductancia al sodio y al potasio
respectivamente, por el bloqueo de ambos canales voltaje-dependientes. La brusca salida
de potasio y la relativa lentitud de la inactivacion de los canales de potasio provocan una
situacion temporal de hiperpolarizacion de la membrana, determinando un periodo
refractario. Durante ese periodo refractario (absoluto o relativo) la posibilidad de que se
genere un segundo potencial de accién por otro estimulo despolarizante es nula o estéd muy

disminuida.
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En esta parte practica, usaremos algunas caracteristicas de MetaNeuron, y finalmente
utilizaremos la simulacién interactiva que ofrece el Software Neurona 1.1.18 del Proyecto
PhET (Universidad de Colorado) para visualizar el proceso completo de la generacién de
un potencial de accion. En MetaNeuron, varios parametros pueden modificarse por el
usuario: el potencial de equilibrio de los canales de fuga y voltaje-dependiente de Na* y
K*, asi como la conductancia de los mismos (gNa max, gK max, gLeak, que representa la
‘densidad’ de canales por superficie de membrana). En las casillas TTX y TEA puede
seleccionarse un bloqueo simulado de los canales de sodio y potasio voltaje-dependientes
por tetrodotoxina y tetraetilamonio respectivamente, como también la temperatura. Por
otra parte, la corriente de uno o dos estimulos puede cambiarse seleccionando las casillas
‘Holding current’, ‘Stimulus 1’ y ‘Stimulus 2’. Finalmente, se puede visualizar la
conductancia y corriente de cada uno de los iones por separado al seleccionar la casilla

‘Show ionic conductances’ o ‘Show ionic currents’ respectivamente.

Objetivo parcial y expectativas de logro

El objetivo de esta seccidn es estudiar conceptos relacionados al potencial de accion
en un axon tipico, se espera que los alumnos sean capaces de (1) estimar el valor del
potencial umbral capaz de desencadenar un potencial de accién, (2) comprender el rol de
los canales del cono axdnico en el inicio de un potencial de accidn, (3) predecir el efecto
de venenos bioldgicos que modifican la resistencia de los canales idnicos involucrados en
la generacion y propagaciéon de los potenciales de accidén y finalmente (4) aprender que los
cambios en tiempo y espacio de voltaje de la membrana de la neurona evaluados en esta
experiencia practica son fendmenos locales que a corto plazo no afectan la composicién

idnica y de carga eléctrica.

Metodologia y analisis de resultados

. En MetaNeuron, seleccionar en la solapa superior ‘Lesson 4’ (o alternativamente, la
tecla F4).

D.1. Umbral del Potencial de Accion

Varie la amplitud del ‘Estimulo 1'.
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25. ¢Qué efecto tiene esto en la respuesta celular?

26. ¢Cuadl es la amplitud del estimulo umbral (en pA) para iniciar un potencial de accion?

D.2. Potenciales de accion y potencial de equilibrio de Na*

Establezca ‘Amplitud del estimulo 1’ en 150 pA. El estimulo evocara un potencial de

accion. Varie el potencial de equilibrio de Na*.

27. ¢Qué efecto tiene esto en el potencial de accién? éPor qué?

D.3. Canales de Na* e inicio del potencial de accién

Los potenciales de accién a menudo se inician en el cono del axén, donde el axén
abandona el cuerpo celular. El cono axdnico tiene una alta densidad de canales de Na*, lo
que reduce el umbral para iniciar un potencial de acciéon. MetaNeuron se puede utilizar
para medir el efecto de la densidad del canal de Na* en el umbral de generacién del

potencial de accién.

Varie el ‘gNa max.’ De 200 a 380 mS/cm2 en intervalo de 20 mS /cm?. (La densidad del

canal de Na* es proporcional a gNa max.). Recuerde utilizar la funcién ‘rango’.

28. Determine el umbral para iniciar un potencial de accién en las curvas del rango

comprendidas para 260 mS/cm?y 380 mS/cm? de ‘gNa max.’. ¢Por qué ocurre esto?

D.4. Conductancias del potencial de accion de la membrana

Comenzando con los valores de los parametros predeterminados (File - Restore all
to default). Seleccione ‘Mostrar conductancias iénicas’ en la ventana ‘Conductancias y
corrientes’. Las trazas verde y azul muestran el curso temporal de las conductancias de

Na* y K* que se activan durante el potencial de accién.

29. ¢Por qué la conductancia de K* se activa mas lentamente y dura mas que la

conductancia de Nat?
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D.5. Bloqueo selectivo de los canales voltaje-dependientes
Comenzando con los valores de los parametros predeterminados (File - Restore all
to default). Seleccione alternativamente las casillas ‘TTX’ y ‘TEA’. Observe lo que ocurre

con el potencial de accion.

30. ¢Cual es la explicacién bioldgica a ese fendmeno?

Ingrese a la pagina del Software en linea Neurona 1.1.18

(https://phet.colorado.edu/sims/html/neuron/latest/neuron es.html).

Tildar en las casillas de la derecha ‘todos los iones’, ‘cargas’, ‘concentraciones’ y
‘tabla de potenciales’. Estimula repetidamente a la neurona, variando si es necesario la
velocidad en el panel izquierdo. Estudie detenidamente lo que ocurre cuando la onda
despolarizante llega a los canales de Na* y K* voltaje-dependientes. Observe las tres
configuraciones del canal de Na* sensible a TTX (abierto-inactivo-cerrado) y el canal de K*
sensible a TEA (abierto-cerrado). Estudie detenidamente lo que ocurre con los canales de

fuga de Na* y K*.

31. Observe el cambio de las concentraciones de Na* y K* a ambos lados de la

membrana. ¢Es significativo?
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3 OSMORREGULACION EN EL AGUA
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Marco teorico

El agua es la molécula cuantitativamente mas importante del cuerpo de los animales,
y puede representar desde un 60% del peso corporal (en un mamifero como el Homo
sapiens) hasta un 98% en algunos animales acuaticos (por ejemplo, en especies de
animales ‘gelatinosos’ del Filo Ctenophora). El agua es el solvente principal del interior de
las células, pero también hay un porcentaje importante formando parte de los liquidos
extracelulares. Estos Ultimos pueden estar presentes como agua intersticial, o formando
parte sustancial del plasma. En ese solvente estan disueltas diversas moléculas: proteinas,
aminoacidos, glucidos, productos nitrogenados, sistemas buffers y diversos iones
inorganicos. Esas moléculas generalmente no pueden atravesar la membrana plasmatica,
y por tanto participan en el fendmeno fisico de ésmosis, que implica un movimiento del
solvente (agua) a través de una membrana semipermeable debido a la presencia de
particulas no difusibles, ejerciendo una presién osmaética permanente sobre la membrana.
El solvente se mueve entonces desde el compartimento de menor concentracion y
atraviesa la membrana hacia el compartimento de mayor concentracién de moléculas
osmoticamente activas, hasta que la presidon osmética resultante equilibra el movimiento
de agua y el flujo neto sea cero.

En los animales osmoconformadores las particulas osmoéticamente activas participan
de un equilibrio con lo que sucede en su ambiente (Figura 4A). En otros casos, los animales
regulan con precision su presion osmotica (Figura 4B), ademas de su composicion idnica,
y su volumen plasmatico extracelular. Otras veces, los animales se comportan como

reguladores en un determinado rango y como conformadores en otro rango de una misma

variable (Figura 4C).
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Figura 4. Regulacion y conformidad de la presién osmdtica extracelular respecto al ambiente.

La linea punteada de pendiente positiva corresponde a un valor osmético teorico entre el ambiente
y el plasma de un animal (linea de isosmolaridad). A. La linea anaranjada representa a un animal
acuatico osmoconformador. B. La linea roja representa la presion osmética del plasma de un animal
acuatico osmorregulador. C. La linea violeta representa a un animal que se comporta como
osmorregulador a presiones osmoticas ambientales bajas mientras que es un osmoconformador a
mayores presiones osméticas ambientales.

Los crustaceos dulceacuicolas, al igual que practicamente la mayoria de los animales
que habitan en agua dulce, tienen sus liquidos extracelulares mas concentrados que el
medio acuoso que los rodea. Estos organismos son identificados genéricamente como
reguladores hiperosmoticos ya que sus mecanismos regulatorios se pondran en marcha
para sacar agua y/o incorporar iones del medio. Por su parte, en los crustdceos marinos
su medio interno es aproximadamente isoosmotico respecto al agua de mar, y en principio
habra un equilibrio osmoético (aunque no necesariamente un equilibrio idnico).

Los peces teledsteos de agua dulce presentan caracteristicas andlogas a las
descriptas en los crustaceos de estos ambientes. Sin embargo, en ambientes marinos estos
peces presentan un medio interno con una presidn osmoética mas baja que la presién
osmotica del medio que los rodea. Esto implica que este animal tendra a perder agua y
deberd eliminar el exceso de iones en contra de un gradiente de concentracion.

Los anfibios (que son generalmente animales semiacuaticos y de agua dulce),
constituyen un grupo taxondmico particular en términos de regulacién osmética, ya que
estan dotados de una piel fina y un rifidn con un escaso desarrollo de su médula renal.
Esto implica que cuando las condiciones de salinidad de su habitat se incrementan el animal
sera expuesto a una situacién de pérdida de liquidos corporales sin la posibilidad de regular

a través de la produccién de una orina concentrada.
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Los taxa del experimento

En este practico trabajaremos con ejemplares de tres especies, ubicadas
filogenéticamente en los phyla Arthropoda y Chordata.

El primer taxon involucra a los ‘camarones fantasma’ (géneros Macrobrachium vy
Palaemonetes), un grupo de especies de crustaceos de agua dulce reconocibles por sus
largas antenas y un cuerpo notablemente transparente (Figura 5A). Estos camarones son
los crustaceos decapodos mas conspicuos de la cuenca del Rio de la Plata, y tienen una
amplia distribucién en aguas dulces de la llanura pampeana de Argentina, Uruguay,
Paraguay, y sur de Brasil [17]. Alli viven y se alimentan en el fondo, dentro de la comunidad
litoral béntica [18]. El género Macrobrachium Bate, 1868 es el género mas diverso de la
familia Palaemonidae Rafinesque, 1815, una familia de camarones de distribucién mundial
en areas tropicales y subtropicales; con numerosos representantes de agua dulce y aguas
salobres. Muchas especies de camarones paleménidos son eurihalinas o capaces de
soportar aguas salobres en parte de su desarrollo [19].

El segundo taxon elegido es Jenynsia lineata (Jenyns, 1842) (Figura 5B). Este es un
pequefio pez viviparo, nativo de la cuenca del Rio de La Plata y ampliamente distribuido
en gran parte del pais (entre los cuales se encuentran varias cuencas de Mendoza, incluidos
cuerpos de agua urbanos) gracias a su gran capacidad de resistir bajas temperaturas
invernales y aguas de concentracion salina elevada. Esta especie regula su concentracidon
plasmatica de sodio en apenas 48-72 h cuando es expuesta a un incremento de la salinidad
del medio [20]. Jenynsia esta incluida en la familia Anablepidae (Garman, 1895), una
pequefio taxon de peces ciprinodontiformes de origen marino, viviparos y con un notable
dimorfismo sexual, y pueden encontrarse actualmente en aguas dulces, salobres e incluso
marinas [21].

La tercera especie de nuestro experimento es Xenopus laevis (Daudin, 1802) (Figura
5C). Esta es una de las especies de anuros mas conocidas, originaria del Africa
subsahariana, y un animal modelo para estudios ontogénicos y fisioldgicos [22]. Este
animal es una verdadera maquina bioldgica ideal para encarar experiencias fisioldgicas.
Por ejemplo, es capaz de cambiar el metabolismo amoniotélico a ureotélico en respuesta
a la deshidratacién, es resistente a condiciones andxicas, y especialmente tiene una alta
tolerancia a las soluciones hiperosmaticas [23]. La rana de uias esta incluida en la familia
Pipidae, que se caracteriza por la ausencia de lengua y un cuerpo aplanado en direccion

dorsoventral, entre otros rasgos considerados ancestrales dentro del clado [24].
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Figura 5. Las especies animales elegidas para el experimento: el camarén fantasma, la madrecita
de agua, y la rana de ufas.

A. Macrobrachium borellii (Crustacea, Palaemonidae). B. Jenynsia lineata (Osteichthyes,
Anablepidae). C. Xenopus laevis (Amphibia, Pipidae).

En este experimento evaluaremos la capacidad osmorreguladora de M. borellii, J.
lineata, y X. laevis sometidos a medios con diferente osmolaridad (hipoosmdtico e
hiperosmatico). Dicha evaluacién se hara a través de un estudio de la ganancia o pérdida

de agua en respuesta a su medio.

Objetivos de aprendizaje y expectativas de logro

Los objetivos de esta seccién apuntan a que los estudiantes (1) entiendan los
cambios fisiolégicos que se producen en los peces teledsteos, anfibios y crustdceos cuando
la concentracion de su medio cambia en forma aguda, (2) extrapolen los resultados a la
generalidad de los organismos acuaticos y (3) integren el conocimiento tedrico adquirido
desde un punto de vista de todos los sistemas corporales, centrado particularmente en los
cambios osmoéticos de los compartimentos extracelulares (linfa, sangre, hemolinfa) e
intracelulares. Adicionalmente, es esperable que hipoteticen las ventajas ecoldgicas y
evolutivas de organismos que pueden aclimatarse rapidamente a medios acuaticos

osmoticamente fluctuantes.
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Material

Material de laboratorio

. 6 acuarios acondicionados (ver Nota 3) divididos en dos grupos experimentales (ver
Nota 4).

. Redes de seda o tejido sintético de diferentes tamafios.

o Balanza.

o Pipetas Pasteur.

. Cajas de Petri plasticas.

. Recipiente plastico graduado de 5 L.

o Vasos de precipitado graduado de 500 mL y 1000 mL.
. Cloruro de sodio (NaCl; PM: 58,44 g/mol).
. Tiosulfato de sodio (Na»S,0s3, PM 158,11 g/mol); solucion stock 100 g/L (ver Nota

Material bioldgico

. 3-5 ejemplares adultos (>3 cm longitud total) de Macrobrachium sp.-Palaemonetes
sp. (Crustacea, Decapoda).
. 3-5 ejemplares adultos (ver Nota 6) de Jenynsia lineata (Osteichthyes,

Cyprinodontiformes).

. 3-5 ejemplares juveniles (>4; <8 cm de longitud total) de Xenopus laevis (Amphibia,
Anura).

Metodologia

1. Preparacion de agua dulce declorada: En el recipiente plastico graduado de 5L,

agregar 4 L de agua corriente. Con la pipeta Pasteur, agregar 2 gotas de solucién stock de
tiosulfato de sodio por litro de agua. Repetir hasta completar el volumen de los acuarios

experimentales.

2. Preparacion de agua salobre al 0,5%: Pesar 15 g de NaCl y disolver en 3 litros de

agua corriente declorada con tiosulfato de sodio (2 gotas de solucién stock por litro de

El Mantenimiento de la Homeostasis 41



agua) por cada acuario experimental de agua salobre. Esperar hasta la disoluciéon completa

de la sal.

3. Acondicionamiento de los acuarios experimentales (ver Nota 3): Fijar una linea de
aire con una piedra difusora, ventosa y regulador de flujo. Fijar el termocalentador
sumergible y el termdmetro de alcohol en las paredes del acuario. Cargar cuidadosamente
con el agua apropiada (grupo 1: agua dulce declorada; grupo 2: agua salobre al 0,5%).
Conectar la linea de aire al compresor de aire y regular la salida de forma de establecer un

burbujeo homogéneo y suave.

4, Llenar el grupo 1 de acuarios con agua corriente declorada, y el grupo 2 de acuarios
con agua salobre declorada, llenando hasta unos 2-3 cm del borde superior. Esta ultima
no debe tener ningun tipo de sal precipitada. Ajustar los termocalefactores y esperar a que

la temperatura se estabilice en un rango de 20-25 °C en todos los acuarios experimentales.

Peces y anfibios

5. Ubicar la Caja de Petri sobre la balanza y tarar.

6. Desde los acuarios de mantenimiento, trasladar a los ejemplares en forma individual
en vasos de precipitado de tamafio adecuado, en la misma agua del bioterio de

mantenimiento, a los acuarios llenos con agua dulce declorada.

7. Tomar cada ejemplar cuidadosamente con la red, escurrir el agua y pesar cada uno
de los ejemplares (peso inicial) ubicandolos dentro de la Caja de Petri. La maniobra
requiere cierta experticia ya que la presencia de agua no escurrida induce mucho error en

la estimacién de peso en ejemplares pequefios.

8. Introducir a los ejemplares en los acuarios experimentales con agua salobre (grupo

2) durante 3 minutos (escurrir antes y después de introducirlos).
9. Repetir la maniobra del punto 7 a los 3, 6, 9, 12 y 15 minutos, revisando el estado
fisico de cada uno de los ejemplares antes de la operacidon. Si se detectan signos

considerables de estrés fisioldgico o del sistema nervioso (exceso de mucosidad epitelial,
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pérdida de equilibrio, respiracion irregular), imponer el punto final humanitario
recomendado para el experimento por el comité de bioética animal, que en este caso
implica regresar al animal al acuario con agua dulce declorada. Anotar cuidadosamente el

peso.

10. Luego de los procedimientos en agua salobre, introducir a los ejemplares los
acuarios experimentales de agua dulce declorada, repitiendo la maniobra del punto 7 a los

18, 21, 24, 27 y 30 minutos. Anotar cuidadosamente el peso.

11. Mantener a los animales en los acuarios de agua dulce declorada, sin agregar
alimentos, por al menos 24 h. Si se detectan signos irreversibles en el estado de salud,

seguir el procedimiento de eutanasia programada (Anexo 1.7.2).

Crustaceos

12. Ubicar la Caja de Petri sobre la balanza y tarar.

13. Desde los acuarios de mantenimiento, trasladar a los ejemplares en forma individual
en vasos de precipitado de tamafio adecuado, en la misma agua del bioterio de

mantenimiento.

14. Tomar cada ejemplar cuidadosamente con la red, escurrir el agua y pesar cada uno
de los ejemplares (peso inicial) ubicandolos dentro de la Caja de Petri. La maniobra
requiere cierta experticia ya que la presencia de agua no escurrida induce mucho error en

la estimacién de peso en ejemplares pequefios.

15. Introducir a los ejemplares en el agua salobre durante 6 minutos (escurrir antes y

después de introducirlos).

16. Repetir la maniobra del punto 7 a los 12, y 24 minutos, revisando el estado fisico de
cada uno de los ejemplares antes de la operacidn. Si se detectan signos considerables de
estrés fisiolégico o perturbacion del sistema nervioso (ver Nota 7) suspender
inmediatamente el experimento, trasladando a los animales a los acuarios con agua dulce

declorada. Anotar cuidadosamente el peso.
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17. Luego de los procedimientos en agua salobre, introducir a los ejemplares los
acuarios experimentales de agua dulce declorada, repitiendo la maniobra del punto 7 a los

30, 36, 42 y 48 minutos. Anotar cuidadosamente el peso.

18. Mantener a los animales en los acuarios de agua dulce declorada, sin agregar
alimentos, por al menos 24 h. Si se detectan signos irreversibles en el estado de salud,

seqguir el procedimiento de eutanasia programada (Anexo 1.7.2).

Analisis de resultados

Anotar los datos obtenidos en las celdas de una hoja de calculo en todos los tiempos
experimentales para cada ejemplar de peces, anfibios, y crustaceos (Figura 6). En otra
hoja, anotar las diferencias de peso absolutas, o expresarlas como porcentaje del peso
inicial. Si hay al menos tres repeticiones, los alumnos pueden ademas calcular datos de
dispersién (varianza, desvio estandar, etc.). Es conveniente guardar las hojas en un

mismo archivo. Graficar entonces la diferencia porcentual vs el tiempo (Figura 7).
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Peso (g)

Especie  Ejemplar | ©0 00 ji  min  min min
1 12,44 11,91 10,93 10,44 10,1 10
2 5,49 Syilil 4,55 4,38 4,27 4,26
Xenopus laevis 3 6,81 6,37 6,09 5,89 5,81 5,77
4 3,93 3,01 2,56 2,39 2,3 2,29
5 4,91 3,81 3,27 3,04 2,88 2,89
1 2,78 2,72 2,71 2,68 2,69 2,68
2 2,95 2,88 2,86 2,81 2,8 2,79
Jenynsia lineata 3 3,88 3,81 3,79 3,75 3,75 3,74
4 1,72 1,7 1,65 1,63 1,62 1,61
5 1,9 1,85 1,82 1774, 1,74 1,72
1 0,89 - 0,81 - 0,79 -
2 1,21 - 1,16 - 1,09 -
Macra raciium 3 1,33 < 1,27 < 1,24 .
e 4 0,96 = 0,88 - 0,86 -
Agua dulce 5 0,68 = 0,66 = 0,6 =
Peso (g)
Especie Ejemplar t:‘ilns t=21 min t=24 min t=27 min t=30 min t=36 min t=42 min t=48 min
1 10,93 12,9 12,65 12,4 12,43 - - -
2 4,89 5,59 5,51 5,48 5,5 - - -
Xenopus laevis 3 6,38 7,2 6,94 6,8 6,82 - = =
4 3,39 4,21 4,12 3,94 3,92 - - -
5 3,99 5,02 5,12 4,94 4,91 - - -
1 2,71 2,73 %77 2,79 2,78 - - -
2 2,81 2,83 2,9 2,99 2,96 - - -
Jenynsia lineata 3 3,78 3,83 3,9 3,88 3,89 = = =
4 1,65 1,67 1,72 1,74 1,73 - - -
5 1,72 1,8 1,84 1,89 1,92 - - -
1 0,71 - 0,67 - 0,7 0,73 0,8 0,83
2 1,01 - 0,89 - 0,91 1,12 1,14 1°15
Ma"[:’o"r’g;’i?i“"' 3 1,21 - 1,18 - 1,19 1,22 1,26 1,3
4 0,81 N 0,77 N 0,77 0,82 0,86 0,88
5 0,56 - 0,51 - 0,52 0,59 0,62 0,63

Figura 6. Ejemplo de organizacién de hoja de calculo con los valores experimentales de X. laevis,
J. lineata, y M. borellii en agua dulce y agua salobre.
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Figura 7. Variacion porcentual del peso en funcién del tiempo en 5 ejemplares de X. laevis, J.

lineata, y M. borellii.
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1. Discutir y concluir sobre los resultados, focalizando la discusion en las siguientes

preguntas orientativas:

2. ¢Cual es la interpretacion fisioldgica respecto al cambio de peso en los animales?
¢Es posible inferir que los cambios en el peso se deben al intercambio del solvente por las

diferentes osmolaridades del medio interno y el ambiente?

3. En peces y anfibios, ¢Cudl de los dos procesos (deshidratacidon y rehidratacion)

ocurre mas rapido? ¢Por qué?

4., ¢Cudl es comportamiento osmético (hidrico y electrolitico) del camardn de rio,
cuando estd en agua dulce y cuando se encuentra en aguas salobres? {¢Qué pruebas se

obtuvieron en el experimento que confirmen la respuesta?

5. ¢Las diferencias en la cubierta corporal (queratinizacién de la piel, escamas,

exoesqueleto) de los organismos observados ayudan a explicar los resultados?

6. ¢Cuales son los tejidos o epitelios en los cuales no se puede regular el intercambio
de agua? Tomando en cuenta la experiencia practica, ¢qué érganos estarian involucrados

en el intercambio de agua osmética en los diferentes taxa?
7. Desde un punto de vista ecofisioldgico-evolutivo, ésupone una ventaja adaptativa

la aclimatacidon a medios con diferente salinidad? éPor qué entonces no todos los

organismos presentan esa capacidad de aclimatacion fisioldgica?
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4 EXCRECION Y TOXICIDAD DEL NITROGENO
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Marco teorico

El metabolismo de la materia en los sistemas vivos es complejo y es una resultante
de procesos catabdlicos y anabdlicos, de cuyo balance depende el mantenimiento
homeostatico. La energia en forma de materia fluye a través de los organismos y se
almacena fundamentalmente bajo la forma de enlaces quimicos en diferentes
macromoléculas (como glucégeno, triglicéridos, creatina-fosfato o proteinas). Luego, los
animales pueden utilizar esta fuente de energia a través de su catabolismo, obteniéndose
pequenos productos oxidados de los cuales ya no es posible utilizar electrones para generar
energia. El carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno, fésforo y azufre, constituyen los
elementos principales de las moléculas bioldgicas. El catabolismo aerdbico de los glucidos
y triglicéridos tiene como productos finales proporciones diferentes de H,O y CO,. El
metabolismo del nitrégeno involucra el movimiento de grupos amino entre aminoacidos
(desaminacién) y otras transformaciones incluidas en ciclos metabdlicos, que dan como
productos finales tres compuestos nitrogenados principales: el amoniaco (NHs), la urea
(CO(NH2)2), y el acido urico y moléculas equivalentes (CsH4N4O3) [25]. Schmidt-Nielsen [3]
postuld que el producto final del metabolismo de nitrdgeno esta relacionado con las
caracteristicas de su habitat, la disponibilidad de agua para eliminar los diferentes
catabolitos y de energia. Asi, como regla general, la inmensa mayoria de los animales
acuaticos son amoniotélicos. En el transcurso de la evolucidon, en el antecesor de los
vertebrados, surgid la capacidad de sintetizar el compuesto urea (animales ureotélicos),
que es el producto nitrogenado generado en el ciclo de la urea-ornitina. Este proceso, que
implica utilizacidon de energia ATP y pérdida de materia carbonada, estd presente en los
peces cartilaginosos (Chondroichthyes) y en los mamiferos (Mammalia). La capacidad de
sintetizar acido Urico como producto final nitrogenado surgié una sola vez en los
vertebrados (aves y reptiles: Sauropsida) pero la ‘purinotelia’ sensu lato es una condicidon
comun entre muchos invertebrados. La sintesis de acido urico (animales uricotélicos) es
mas costosa aun en materia y energia que la sintesis de urea y amoniaco, y el compuesto
se forma como via comun del metabolismo de las proteinas y purinas.

¢éPor qué entonces la excrecidn de nitrégeno se ha diversificado hacia estas tres
grandes estrategias? La respuesta a esta pregunta hay que buscarla por la cantidad de
agua necesaria para la excreciéon del producto nitrogenado final. Al parecer, el ureotelismo

y uricotelismo surgié en forma independiente como respuesta a una creciente presion de
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seleccion para conservar el agua en medios donde ésta es un bien escaso, ya que la urea
y (especialmente) el acido Urico, necesitan muy poca agua para su excreciéon cuando la
comparamos con el amoniaco. Este Ultimo compuesto es muy soluble en agua (y, por lo
tanto, dentro de las células) por lo que es necesario una gran cantidad de ‘agua externa’
para disolver este amoniaco intracelular. Por otro lado, la pérdida extra de materia vy
energia necesaria para la sintesis de urea y acido Urico puede verse compensada no sélo
por el ahorro de agua, sino por la pérdida de toxicidad respecto al amoniaco. El amoniaco
es una molécula pequefa, polar pero no ionizada, capaz de atravesar las membranas
celulares. Se comporta ademas como una base, por lo que puede cambiar el pH intracelular
y en consecuencia alterar el funcionamiento y estructura de las enzimas y proteinas
internas.

El amoniaco o amonio libre (NH3) estd en equilibrio con la forma ionizada del
compuesto, el ion amonio (NH4*) (Figura 8A). Como el metabolismo general del organismo
es acido, una parte de este amoniaco se excreta como sales de amonio via renal o
branquio-tegumental. El amonio es un compuesto que no puede atravesar las membranas
por su carga eléctrica y por lo tanto es menos téxico que el amoniaco. A nivel ecosistémico,
el amoniaco es fundamental como macronutriente para las proteinas de los seres
fotosintéticos (plantas y algas). También puede ser utilizado como fuente de electrones
por algunas bacterias, que transforman secuencialmente el amoniaco/amonio en nitritos
(NO2) y nitratos (NOs37), los cuales pueden ser también incorporados por los organismos
fotosintéticos para la biosintesis de moléculas nitrogenadas. Estas caracteristicas quimico-
ecoldgicas hacen que el amonio/amoniaco disuelto en el agua sea escaso en cuerpos de
agua oligotroéficos. En ciertas condiciones, como ambientes muy eutrofizados o con una
carga organica importante, existe una mayor concentracién de amoniaco en el agua. En
esta situacién, que es extremadamente comun en condiciones de cultivo de organismos
acuaticos extensivos que no tienen una carga bacteriana nitrificante suficiente, puede
acumularse amoniaco [26]. Segun la agencia de proteccion ambiental de Estados Unidos
(EPA) un valor de 17 mg/L de nitrégeno-amoniaco total es el limite maximo de
concentracion tolerable para una exposicién aguda de una hora promedio para la vida
acuatica (a pH 7 y 20 °C) [27], aunque la toxicidad del compuesto estd en funcion del pH

y de la temperatura del medio (Figura 8B).
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pH
B Temperatura (°C)
PH 010 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 24 25 2 27 28 29 30
65| 51 48 4 41 37 34 32 20 27 25 23 21 19 18 16 15 14 13 12 11 99
66| 499 46 42 39 36 33 30 28 26 24 22 20 18 17 166 14 13 12 11 10 95
67| 46 44 40 37 34 31 29 27 24 2 21 19 18 16 15 14 13 12 11 98 90
68| 4 41 38 35 32 30 27 25 23 21 20 18 17 15 14 13 12 11 10 92 85
69| 4 38 35 32 30 28 25 23 21 20 18 17 15 14 13 12 11 10 94 86 79
70| 38 35 33 30 28 25 23 21 2 18 17 15 14 13 12 11 10 94 86 79 173
74| 3 32 30 27 25 23 21 20 18 17 15 14 13 12 11 10 93 85 79 72 67
72| 31 20 27 25 23 21 19 18 16 15 14 13 12 11 98 91 83 77 71 65 60
73 27 26 24 2 2 18 17 16 14 13 12 11 10 95 87 80 74 68 63 58 53
74 24 2 21 19 18 16 15 14 13 12 11 98 90 83 77 70 65 60 S5 51 47
75| 21 19 18 17 15 14 13 12 11 10 92 85 78 72 66 61 56 52 48 44 40
76| 18 17 15 14 13 12 11 10 93 86 79 73 67 62 57 S2 48 44 41 38 35
77 15 14 13 12 1 100 93 86 79 73 67 62 57 52 48 44 41 38 35 32 29
78| 13 12 11 10 93 85 79 72 67 61 56 52 48 44 40 37 34 32 29 27 25
79 11 99 91 84 77 71 66 30 56 51 47 43 40 37 34 31 29 26 24 22 21
80| 88 82 76 70 64 SO 54 50 46 42 39 36 33 30 28 26 24 22 20 19 17
81| 72 68 63 58 53 49 45 41 38 35 32 30 27 25 23 21 20 18 17 15 14
82| 60 56 52 48 44 40 37 34 31 29 27 24 23 21 19 18 16 15 14 13 12
83| 49 46 43 39 36 33 31 28 26 24 22 20 19 17 16 14 13 12 11 10 09
84| 41 38 35 32 30 27 25 23 21 20 18 17 15 14 13 12 11 10 093 086 079
85| 33 31 29 27 24 23 21 19 18 16 15 14 13 12 11 098 09 08 077 071 065
86| 28 26 24 22 20 19 17 16 15 13 12 11 10 096 088 081 075 069 063 058 054
87| 23 22 20 18 17 16 14 13 12 11 10 094 087 080 074 068 062 057 053 049 045
88| 19 18 17 15 14 13 12 11 10 093 08 079 073 067 062 057 052 048 044 041 037
89| 16 15 14 13 12 11 10 093 085 079 072 067 061 056 052 048 044 040 037 034 032
90| 14 13 12 11 10 093 08 079 073 067 062 057 052 048 044 041 037 034 032 029 027

Figura 8. El efecto de la ionizacién y temperatura en la toxicidad de NH4-N.
A. Fraccién de Amonio ionizado y no-ionizado en funcién del pH. B) Valor maximo aceptado para la
vida acuatica en agua dulce de Nitrogeno-Amoniaco total en funcién del pH y la temperatura. Los
valores estan expresados como Nitrdgeno-Amonio Total (NAT) en mg/L. Modificado de EPA [27].
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Los taxa del experimento

En esta experiencia estudiaremos el posible efecto toxico que tiene una solucién de
sales de amonio sobre tres taxa de animales acuaticos distanciados filogenéticamente; un
crustaceo, Macrobrachium sp./Palaemonetes sp. (Decapoda, Palaemonidae); un molusco,
Pomacea canaliculata (Gastropoda, Ampullariidae) y un pez oOseo, Carassius auratus
(Cypriniformes, Cyprinidae) (Figura 9).

En primer lugar, se eligi6é al camaréon fantasma como modelo artrépodo.
Macrobrachium borellii (Nobili, 1896) (Figura 9A) es uno de los crustaceos decapodos mas
conspicuos de la cuenca del Rio de la Plata, y tiene una amplia distribucion en aguas dulces
de la llanura pampeana Argentina, Uruguay, Paraguay, y sur de Brasil [17], que vive y se
alimenta en la comunidad litoral béntica [18]. El género Macrobrachium Bate, 1868 es el
género mas diverso de la familia Palaemonidae Rafinesque, 1815, una familia de
camarones de distribucion mundial en areas tropicales y subtropicales; con numerosos
representantes de agua dulce y aguas salobres. Los crustaceos decapodos son animales
completamente amoniotélicos.

En segundo lugar, trabajaremos con el gasteréopodo dulceacuicola Pomacea
canaliculata (Lamarck, 1822) (Figura 9B). Este caracol es notable desde todo punto de
vista. Es nativo de la cuenca del Rio de la Plata y es por lejos la especie mejor estudiada y
conocida por su enorme capacidad invasora [28-31]. La especie ha expandido en el pais su
area de distribucién original, colonizando otros ambientes del oeste y sur del pais. Si bien
este animal es un respirador dual, vive en el agua y como tal, es amoniotélico. Sin
embargo, se ha descrito que acumulan acido Urico concentrado en cuerpos cristaloides
alojados en un tejido perivascular, con una posible funcidn antioxidante durante el periodo
de estivacion [32]. Pomacea canaliculata pertenece a la familia Ampullariidae Gray, 1824
incluye moluscos de agua dulce y esta representada por 9 géneros y mas de 150 especies.
Estan distribuidos en zonas tropicales, en cuerpos de agua léticos y lénticos de Africa, Asia
y Sudamérica.

Por dltimo, se trabajara en esta experiencia con el pez dorado, una especie muy
apreciada en acuarismo; Carassius auratus (Linnaeus, 1758) (Figura 9C) es un pez exético,
de los cuales existen numerosas formas obtenidas por seleccidon artificial. La especie es
resistente, y suele vivir en el bentos de ambientes |6ticos, a veces eutréficos, ricos en
vegetacion [21]. Carassius es un pez teledsteo, taxdn que excreta la mayor parte del
nitrogeno residual bajo la forma de amoniaco a nivel del epitelio branquial, el cual es el

organo excretor de nitrégeno por excelencia [33]. La familia Cyprinidae Rafinesque, 1815
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es una de las mas ricas a nivel especifico dentro de los peces, y son todos animales de
distribucién en América del Norte, Africa, y Eurasia [21]. Algunos miembros han
desarrollado una capacidad invasora asombrosa, y pueden encontrarse en todo el mundo,

como por ejemplo la carpa comun (Cyprinus carpio), la cual es considerada una de las 100

peores especies invasoras del mundo [31].

Figura 9. Las especies animales elegidas para el experimento: el camaron fantasma, el caracol
manzana, y el pez dorado.

A. Macrobrachium borellii (Crustacea, Palaemonidae). B. Pomacea canaliculata (Gastropoda,
Ampullariidae). C. Carassius auratus (Osteichthyes, Cyprinidae).

Los valores de toxicidad aguda difieren entre los distintos taxa, siendo los peces y
los moluscos generalmente mas resistentes que los invertebrados benténicos (Figura 10).
Los signos caracteristicos de toxicidad aguda por amoniaco son inmovilidad, pérdida del
equilibrio, y mortalidad [27]. En los animales donde esto puede evaluarse, la toxicidad por
amonio no ionizado puede también evaluarse por un incremento en la ventilacion
branquial, ya que el amoniaco dana el epitelio branquial [34], causa acidosis metabdlica
[35] desacopla la fosforilacion oxidativa en el cerebro [36] y afecta la actividad

osmorreguladora y circulatoria [37, 38].
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Taxa Exposicion aguda Exposicion crénica

(agua duice) (mg NAT/) (mg NAT/)
Peces
6seos 4-33 1-7
Crustaceos
benténicos 6-8 2-3

Otros invertebrados
(anélidos, 17-23 4-5

moluscos, etc.)

Figura 10. Limites maximos recomendables para una exposicion aguda de amoniaco en distintos
taxa de organismos acuaticos.

La tabla muestra rango de valores maximos promedio de concentracion tolerable en exposiciones
de una hora de duracion, recomendables por la agencia de proteccién ambiental de Estados Unidos
para exposiciones agudas y crdnicas en diferentes taxa (géneros y especies) de agua dulce. Los
valores estan expresados como Nitrdgeno-Amonio total (NAT) en mg/L. Modificado de EPA [27].

Objetivos de aprendizaje y expectativas de logro

El objetivo general de esta seccién es que los alumnos entiendan el mecanismo de
toxicidad del amoniaco en funcién del potencial hidrogeno del medio externo en animales
acuaticos. Los objetivos especificos de esta seccidon apuntan a que los estudiantes (1)
registren el efecto sobre la frecuencia respiratoria en peces teledsteos; y (2) evalien
cualitativamente el efecto del amoniaco sobre el comportamiento y la fisiologia de estrés
en diferentes modelos invertebrados. Esta experiencia nos permitira ademas repasar los
mecanismos de excrecidn del nitrogeno en los animales y las ventajas/desventajas
fisioldgicas de cada molécula nitrogenada como producto de excreciéon. Adicionalmente, es
esperable que hipoteticen las ventajas ecoldgicas y evolutivas de organismos hipoteticen
sobre la capacidad de recuperacion de los organismos ante pulsos de contaminacién

nitrogenada en el ambiente.
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Material

Material de laboratorio

. 6 acuarios acondicionados (ver Nota 3) divididos en tres grupos experimentales (ver
Nota 8).

. Redes de seda o tejido sintético de diferentes tamafios.

. Balanza analitica.

. PHmetro electrénico o cintas de papel indicadoras de pH.

o Pipetas Pasteur.

. Varillas de plastico.

o Recipiente plastico graduado de 5 L.

. Vasos de precipitado graduado de 500 mL y 1000 mL.
. Tiosulfato de sodio (Na»S,0s3, PM 158,11 g/mol); solucion stock 100 g/L (ver Nota

5)
. Acido clorhidrico 1N.
o Hidroxido de sodio 1N.

. Sulfato de amonio ((NH4)2S04, PM 132 g/mol), soluciéon 1M.

Material bioldgico

. 5 ejemplares juveniles (>2, < 5 cm de longitud estandar; ver Nota 9) del pez
Carassius auratus.

. 5 ejemplares adultos (> 3 cm longitud total) del camardn Macrobrachium
sp./Palaemonetes sp.

. 5 ejemplares adultos (> 2 cm de longitud recta de la concha, ver Nota 10) del caracol

Pomacea canaliculata.

Metodologia

1. Preparacion de agua dulce declorada: En el recipiente plastico graduado de 5L,

agregar 4 L de agua corriente. Con la pipeta Pasteur, agregar 2 gotas de solucién stock de
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tiosulfato de sodio por litro de agua. Repetir hasta completar el volumen de los acuarios

experimentales.

2. Acondicionamiento de los acuarios experimentales (ver Nota 3): Fijar una linea de
aire con una piedra difusora, ventosa y regulador de flujo. Fijar el termocalentador
sumergible y el termdmetro de alcohol en las paredes del acuario. Cargar cuidadosamente
con el agua. Conectar la linea de aire al compresor de aire y regular la salida de forma de

establecer un burbujeo homogéneo y suave.

3. Desde los acuarios de mantenimiento, trasladar a los ejemplares en forma individual
en vasos de precipitado de tamano adecuado, en la misma agua del bioterio de

mantenimiento.

4, Dividir a los animales en los tres acuarios, procurando ubicar un ejemplar de cada

especie por acuario.
5. Calcular el volumen necesario de solucidn stock de sulfato de amonio necesaria para

obtener valores de amonio total de aproximadamente 1, 5, y 10 mg/L de Nitrégeno-Amonio

total (NAT) por cada acuario experimental (Figura 11).
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Elemento Simbolo Peso molecular Compuesto
Hidrégeno H 1 -
Oxigeno o ie -
Nitréogeno N 14 -
Azufre S 32 -
Sulfato de amonio (NH4)2S04 - 132
Cation amonio NHas* - 18
NAT (%) 18,76
Soluciéon madre (NH41):S04 [M] 1
Soluciéon madre (NH41)2504 [g/1] 132
Solucién madre (NH41)2504 (mg NAT/ml) 36 0,036
Solucién final [Ing NAT/I] t=1 1 0,000001
Solucién final [mg NAT/I] t=2 5
Solucién final [mg NAT/I] t=3 10
VF (ul) 3000000
Vi solucion madre (NH4)2S04 (ul)
t=1 t=2 t=3
83,3 416,7 833,3
pH (acuario 2) 6,5 6,5 6,5
pH (acuario 1) 7 7 7
pH (acuario 3) 8 8 8

Figura 11. Ejemplo de organizacion de hoja de calculo con los calculos de volumen de solucién de
sulfato de amonio a utilizar en los acuarios experimentales.

6. Llenar las peceras con agua declorada. Conectar aireacion suave.

7. Llevar el pH del acuario experimental 1 a 7,0. Con cuidado, modificar el pH del
acuario (ver Nota 11) experimental 2 hacia el valor 6,5 (agregando HCl). Hacer lo mismo
en el acuario experimental 3, de forma de llevar el pH hacia el valor 8,0 (con el agregado
de NaOH).

8. Una vez estabilizado el pH, introducir los animales en los acuarios procurando el
menor estrés posible. Esperar al menos 15 minutos a que los animales estabilicen su ritmo
respiratorio. Puede en esta instancia registrarse frecuencia respiratoria y datos cualitativos

comportamentales como instancia control de la experiencia (ver punto 9).
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9. Agregar a cada acuario la cantidad suficiente de sulfato de amonio, de modo de
llegar a una concentraciéon final de 1 mg NAT/L (t=1). Luego de 15 minutos, anotar y
registrar el ritmo respiratorio (en base a los movimientos operculares) del pez, la secrecién
mucosa y el comportamiento general de las tres especies; adicionalmente, con ayuda de
la varilla plastica, evaluar el comportamiento de huida del camardn fantasma (ver Nota
12).

10. Posteriormente, elevar la concentracién de (NH4).SO4 hasta 5 mg NAT/L. Proceder
como en el punto 9. En el caso de registrar un comportamiento franco de intoxicacién en
los animales, imponer el punto final humanitario recomendado para el experimento por el
comité de bioética animal, que en este caso implica regresar al animal al acuario con agua

libre de amonio.

11. Luego de 15 minutos, elevar la concentracion de (NH4).S04 hasta 10 mg NAT/L.
Proceder como en el punto 9. En el caso de registrar un comportamiento franco de
intoxicacién en los animales, imponer el punto final humanitario recomendado para el
experimento por el comité de bioética animal, que en este caso implica regresar al animal

al acuario con agua libre de amonio.

Analisis de resultados

1. Anotar los datos obtenidos (cualitativos y cuantitativos) en diferentes hojas de
calculo para cada pH estudiado en todos los ejemplares de peces, crustaceos vy
gasterépodos (pH 6,5: 1 mg NAT/L, Figura 12; 5 mg NAT/L, Figura 13; 10 mg NAT/L,
Figura 14; pH 7,0: 1 mg NAT/L, Figura 15; 5 mg NAT/L, Figura 16; 10 mg NAT/L, Figura
17; pH 8,0: 1 mg NAT/L, Figura 18; 5 mg NAT/L, Figura 19; 10 mg NAT/L, Figura 20). Es
conveniente guardar las hojas en un mismo archivo. Graficar ritmo respiratorio de
Carassius auratus vs concentracién de amonio NAT (Figura 21); graficar también el ritmo
respiratorio de Carassius auratus en funcion del pH a una misma concentracién de amonio.
Identificar forma y pendientes de las curvas. Si hay al menos tres repeticiones, los alumnos
pueden ademas calcular datos de dispersién (varianza, desvio estandar, rangos, etc.) en

las variables cuantitativas.
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Frecuencia Frecuencia
respiratoria | respiratoria
; = branquial pulmonar Secrecion 2 s +4 | Excitacién | Depresion .
Especie Ejemplar Ty tvaciado iiicosa® Reactividad nervioes’S | wervicEa®® Muerte
operculares sifon /10
/min)*! min)*2
2 1 54 N/A normal N/A - -
g 2 63 N/A normal N/A  + -
s
] 3 38 N/A normal N/A - -
@
s 4 50 N/A normal NA - -
S 5 63 N/A normal N/A - -
o £ 1 N/A | normal NA - -
5 3
£ £ 2 N/A 0 normal NA - -
E g
; ] 3 N/A 0 normal N/A - -
B ]
g g 4 N/A 0 normal N/A - -
g
M s 5 N/A 0 normal NA - -
1 N/A N/A N/A - -
g
= 2 N/A N/A N/A ++ 4 -
0=
Sk 3 N/A N/A N/A TP
e
- 4 N/A N/A N/A ++ - -
b3
5 N/A N/A N/A ++ + -

Figura 12. Ejemplo de organizacion de hoja de calculo con la frecuencia respiratoria y otras variables

experimentales de C. auratus, P. canaliculata, y M. borellii (pH 6,5, 1 mg NAT/L).
Referencias **7 ver Nota 12.

Frecuencia Frecuencia
respiratqria respiratoria B " ) _— ]
Espuder |Bemgles| Dpil | R | SeoRan | Rescpin | SR | PR i
operculares sifon/ 10
/min)‘! min)*2
e 1 56 N/A normal N/A - - -
g 2 54 N/A — N/A $ - .
™ 3 45 N/A — N/A x . 2
4 54 N/A normal N/A 5 = -
3 5 62 N/A —— N/A : = -
E n 1 N/A 0 normal N/A N = =
E b LE 2 N/A 1 normal N/A - - -
= % 3 N/A 0 normal N/A E = =
g‘ &§ 4 N/A 1 normal N/A . = -
in 5 N/A 0 normal N/A - - -
£ 1 N/A N/A - ++ e - =
%E 2 N/A N/A : . : . -
8s
gg 3 N/A N/A B ++ + = g
S 4 N/A N/A - ++ N = =
a 5 N/A N/A - ++ + - -

Figura 13. Ejemplo de organizacion de hoja de calculo con la frecuencia respiratoria y otras variables

experimentales de C. auratus, P. canaliculata, y M. borellii (pH 6,5; 5 mg NAT/L).
Referencias ***” ver Nota 12.
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Frecuencia |Frecuencia
respiratoria |respiratoria
% . branquial pulmonar Secrecion - - .. | Excitaciéon Pepresiéon s
Especie:  |Ejemplar (mov. (vaciado mucosa*? Reactividads nerviosa'> herviosa's | Muerte”
operculares/ | sifon/ 10
min)*! min)*2
@ 1 58 N/A normal N/A - -
-~
g 2 55 N/A normal N/A - -
®
@ 3 40 N/A normal N/A - - -
@ 4 60 N/A + N/A - - -
8
§ 5 65 N/A normal N/A + - -
£ 1 N/A 0 normal N/A - - -
E s g 2 N/A 0 normal N/A + - -
< Q3
z g 2 3 N/A 0 normal N/A - - -
o g8
£ Q § 4 N/A 1 normal N/A - - -
o
- 5 N/A 1 normal N/A - - -
£ 1 N/A N/A = +++ + = -
% " 2 N/A N/A - ++ - - -
g Tg 3 N/A N/A - g - -
[3)
§ 2 4 N/A N/A E +++ } }
- 5 N/A N/A - +4 ? - =

Figura 14. Ejemplo de organizacion de hoja de calculo con la frecuencia respiratoria y otras variables
experimentales de C. auratus, P. canaliculata, y M. borellii (pH 6,5; 10 mg NAT/L).
Referencias -7 ver Nota 12.

Frecuencia Frecuencia
respiratoria | respiratoria
E < 9 branquial pulmonar Secrecion | Reactividad® | Excitacion | Depresion .
specie | Ejemplar 5 .3 A < o . __+s | Muerte
(mov. (vaciado mucosa nerviosa nerviosa
operculares sifon/ 10
/min)** min)*?
" 1 58 N/A normal N/A - - -
3
hd 2 61 N/A normal N/A - - -
3
. 3 49 N/A normal N/A - - -
3
a 4 70 N/A normal N/A - - -
L]
.
3 5 60 N/A normal N/A = = =
2 1 N/A 0 normal N/A - - -
S| s g 2 N/A 0 normal N/A - . -
03
2| s 3 N/A 0 normal N/A 2 - .
]
o
| €5 4 N/A 0 normal N/A s 2 g
= 5 N/A 0 normal N/A . . .
£ 1 N/A N/A N/A + - - =
3
'.F‘: = 2 N/A N/A N/A ++ + - o
£ 'g 3 N/A N/A N/A e+t - - -
[
§° 4 N/A N/A N/A ++ : : :
= 5 N/A N/A N/A ++ + - -

Figura 15. Ejemplo de organizacién de hoja de calculo con la frecuencia respiratoria y otras variables

experimentales de C. auratus, P. canaliculata, y M. borellii (pH 7,0, 1 mg NAT/L).

Referencias "1-7 ver Nota 12.
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Frecuencia |Frecuencia
respiratqria respiratoria
Especie |Ejemplar branquial pulmpnar Secrecnqg heactividad** Excut_acm.l; Depr‘esm.l: Muerte*?
(mov. (vaciado mucosa nerviosa nerviosa
operculares/ | sifon/ 10
min)*! min)"?
a 1 56 N/A normal N/A = g 3
-~
g 2 63 N/A normal N/A + - -
]
o 3 52 N/A normal N/A - - -
'ﬁ 4 71 N/A + N/A & E a
(2] 3
s 3 5 64 N/A N/A - - -
E S / normal /
~
: 1 N/A 1 normal N/A - - -
z oS 2 N/A 1 normal N/A - o £
of 23
£ E 8 3 N/A 0 normal N/A - - -
]
2 &5 4 N/A 1 normal N/A - - :
9
5 N/A 0 normal N/A - - -
£ 1 N/A N/A - ++ < z =
3 2 N/A N/A - +++ - o
S
29 3 N/A N/A - ++ 2 =
|9
59 4 N/A N/A - ++ - - -
g
5 N/A N/A - + + = i

Figura 16. Ejemplo de organizacién de hoja de calculo con la frecuencia respiratoria y otras variables

experimentales de C. auratus, P. canaliculata, y M. borellii (pH 7,0, 5 mg NAT/L).

Referencias *-7 ver Nota 12.

Frec_uenci_a Frec_uenci_a
respiratoria |respiratoria
cspecie [ejemptar [ Porduil | pumonar | Secreckn ncacrviaad | Excacn | Depresier | wucrte

operculares/ | sifon/ 10

min)*! min)*?
4 1 5_8 N/A normal N/A + - -
§ 2 69 N/A normal N/A + - -
g 3 59 N/A normal N/A - - -
% 4 80 N/A + N/A & C 2
_g '§ 5 71 N/A normal N/A ++ = =
E 1 N/A 1 + N/A o S o
2| 3 3 2 N/A 0 normal N/A + i 2
E §§ 3 N/A 0 normal N/A - 3 .
w 3§ 4 N/A 1 + N/A + - -
5 N/A 1 + N/A " 2 "
g 1 N/A N/A - 4+ + - -
%E 2 N/A N/A - - - + -
Eg 3 N/A N/A - +++ - -
§“ 4 N/A N/A s e+ . -
= 5 N/A N/A - - - + -

Figura 17. Ejemplo de organizacion de hoja de calculo con la frecuencia respiratoria y otras variables
experimentales de C. auratus, P. canaliculata, y M. borellii (pH 7,0, 10 mg NAT/L).
Referencias **7 ver Nota 12.
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Frecuencia Frecuencia
respiratoria | respiratoria
2 2 branquial pulmonar Secrecion | Reactividad® | Excitacién | Depresién *7
Especie | Ejemplar (mov. (vaciado mucosa*? b nerviosa's | nerviosa's | Muerte
operculares/ | sifén/ 10
min)*! min)*2
@ 1 49 N/A normal N/A - - -
-~
';" 2 66 N/A normal N/A - -
9 3 59 N/A + N/A . .
% 4 61 N/A normal N/A 5 A -
N
£ 3 5 65 N/A normal N/A . c =
E ! N/A 1 normal N/A - - -
zcn 5 "",: 2 N/A 0 normal N/A - - -
O3
E| &3 3 N/A 1 + N/A + S =
b g ®
o 4 N/A 0 normal N/A - - -
5 N/A 0 normal N/A - - -
g 1 N/A N/A N/A ++ - - =
s
£ 2 N/A N/A N/A ++ + = =
58 3 N/A N/A N/A P ; ) ;
)
5 = 4 N/A N/A N/A ++ - .
= 5 N/A N/A N/A ++ : :

Figura 18. Ejemplo de organizacion de hoja de calculo con la frecuencia respiratoria y otras variables

experimentales de C. auratus, P. canaliculata, y M. borellii (pH 8,0, 1 mg NAT/L).

Referencias **7 ver Nota 12.

Frecuencia Frecuencia
respiratoria | respiratoria
. 2 branquial ulmonar i6 jvi o itacié i6 .
Especi [Semptar | Proousal | pulmonar | Secrecdy | Resciaded"| Exctaciy | eprenits | puert”
operculares/ | sifon/ 10
min)*? min)*?
é 1 60 N/A = N/A = - -
g 2 70 N/A % N/A + - -
- 3 71 N/A norral N/A + - -
2
N 4 74 N/A & N/A + - -
8
§] 5 72 N/A ' N/A - - -
e ++
E‘ 1 N/A 1 + N/A - - -
= 3 s 2 N/A 1 normal N/A + - =
E| 22 3 N/A 1 + N/A - + -
n
& § 4 N/A 1 + N/A = + -
5 N/A 1 normal N/A - + -
s 1 N/A N/A = + - + -
. 2 N/A N/A - + - -
c =
EE 3 N/A N/A - - - -
§‘° 4 N/A N/A - + - ++ -
= S N/A N/A - - + - -

Figura 19. Ejemplo de organizacidon de hoja de calculo con la frecuencia respiratoria y otras variables

experimentales de C. auratus, P. canaliculata, y M. borellii (pH 8,0, 5 mg NAT/L).

Referencias "1-7 ver Nota 12.
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Frecuencia Frecuencia
respiratoria | respiratoria
Especie | Ejemplar branquial pulmonar Secrecion | Reactividad® | Excitacion | Depresion Muerte"?
P Jemp) (mov. (vaciado mucosa*? Gl nerviosa*® | nerviosa'®
operculares/ sifén/ 10
min)*1 min)*2
8 1 89 N/A ++ N/A 2 o
g 2 101 N/A + N/A = -
o 3 104 N/A ++ N/A - S L
4 08 N/A +++ N/A - - =
(e} ~
=) S 5 92 N/A ++ N/A ++ - -
2 1 N/A 1 N/A - - -
5 : £ 2 N/A 1 N/A 3 . .
£ 3
S e 3 N/A 1 ++ N/A - - -
=l 8
Q § 4 N/A 1 N/A e 2 =
5 N/A 1 N/A = s =
g 1 N/A N/A = = = 2 +
g 2 N/A N/A - E 5 + )
S S
s g 3 N/A N/A - - - ++ -
§ e a N/A N/A - . . " +
£ 5 N/A N/A = = = + 2

Figura 20. Ejemplo de organizacion de hoja de calculo con la frecuencia respiratoria y otras variables
experimentales de C. auratus, P. canaliculata, y M. borellii (pH 8,0, 10 mg NAT/L).
Referencias "7 ver Nota 12.
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Figura 21. Variacion de la frecuencia respiratoria en funcion de la concentracion NAT en 5 ejemplares
de C. auratus a un potencial hidrégeno de 6,5; 7,0; y 8,0.
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2. Discutir el comportamiento de los invertebrados en funciéon de la concentracién de

amonio total y el pH.

3. Discutir y concluir sobre los resultados generales, focalizando la discusion en las

siguientes preguntas orientativas:

4, ¢A qué se atribuye el efecto tdoxico del amonio libre? Correlacione la forma,

solubilidad y tamafio de la molécula con sus efectos celulares.
5. ¢Como relaciona el cambio comportamental en los invertebrados y la concentracion
de amonio libre? Prestar atencién al efecto neuroldgico y a la ionizacién de la molécula en

funcion de la barrera hematoencefalica éPuede atravesarla como forma ionizada?

6. ¢Como influiria la temperatura sobre el efecto toxico del amonio libre un organismo

animal? ¢Cual es la explicacion fisioldgica?
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5 LA HOMEOSTASIS DE LA MATERIA
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Marco teorico

Los mecanismos fisioldgicos que mantienen el medio interno constante funcionan en
condiciones normales por multiples bucles autorregulatorios. Sin embargo, estos
mecanismos de retroalimentacion no son cerrados, sino que necesitan de un flujo de
energia y recambio de materia. La entrada de materia nueva involucra el ingreso, via
ingestion de alimentos, de los nutrientes necesarios para mantener la homeostasis vy
estructura corporal: hablamos de proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas, y minerales.

Los animales han desarrollado diferentes estrategias de alimentacion a lo largo de
la evolucion. Por ejemplo, muchos animales acuaticos se alimentan filtrando al alimento
de la columna del agua por estructuras especializadas. Otros establecen asociaciones
simbidticas con otros organismos, quienes son los encargados de sintetizar los compuestos
necesarios para el funcionamiento del huésped. Sin embargo, la mayoria de los animales
se alimentan de otros organismos sobre los que predan y digieren en el tubo digestivo para

luego absorber los componentes esenciales a medida que llegan al intestino.

La digestion es el proceso de transformacion de los alimentos, previamente
ingeridos, en sustancias mas sencillas para ser absorbidos, ya que en términos generales
la mucosa gastrointestinal no puede hacerlo cuando los alimentos estdn en su forma
natural. El sistema digestivo es un tubo abierto, generalmente de un solo sentido, que
cuenta con dérganos y varias glandulas accesorias como las glandulas salivales, el higado,
la vesicula biliar y el pancreas de los vertebrados, o la glandula digestiva

(‘hepatopancreas’), glandulas salivales o glandulas unicelulares en los invertebrados

(Figura 22).
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Figura 22. Ejemplo de la anatomia del sistema digestivo de un invertebrado, el caracol manzana.
A. Aspecto externo in vivo de Pomacea canaliculata (Lamarck, 1822) (Ampullariidae, Gastropoda).
B. Ilustracion que muestra la topografia de los 6rganos internos del molusco, luego de retirar su
concha. C. Esquema simplificado del tubo digestivo. En letras rojas, se indican érganos y estructuras
anatomicas. B: boca. GD: glandula digestiva. GS: glandula salival. E: estomago. IC: intestino
contorneado. GR: glandula rectal. A: ano. Modificado de Dellagnola 2015 [39].
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La fisiologia de la digestién puede dividirse en dos etapas; una etapa mecanica (o
masticacién) y una etapa quimica (por medio de enzimas que degradan el alimento en sus
compuestos mas simples). Como ocurre en la mayoria de los mecanismos fisioldgicos que
estudiaremos, esta division es sdlo a los fines didacticos y de facilitar nuestra comprensién
de lo observado. La realidad indica que ambas etapas comienzan ya en la boca. En los
vertebrados, por la masticacién se corta, muele y tritura la comida sélida; facilitando de
esta forma la deglucion y ampliando la superficie del bolo alimenticio para la accién de las
enzimas digestivas. Al mismo tiempo, las glandulas salivales secretan, entre otros
compuestos, enzimas amilasas. Las amilasas pueden desdoblar los azUcares complejos que
forman el almidén en azucares simples. Posteriormente, este bolo alimenticio pasa hacia
el eséfago, por el cual ingresa finalmente a un ensanchamiento del tubo digestivo
denominado estdmago. En el estdmago se secretan varias sustancias, pero sélo dos hemos
de destacar: el acido clorhidrico sintetizado por las células oxinticas, y el pepsindgeno
(cimdgeno) sintetizado por las células principales. El pepsindgeno se convierte en pepsina
en medio acido. Tanto el acido como la enzima pepsina son capaces de convertir el sustrato
proteico del alimento en pequefios polipéptidos.

El pancreas y el higado en conjunto aportan al intestino delgado, lugar donde
comienza la Ultima etapa de digestion extracelular, una gran cantidad de sales biliares,
bicarbonato, y enzimas lipasas que se encargan, por una parte, de neutralizar el ambiente
acido del alimento que proviene del estdmago, y por otro lado de emulsionar las grasas
para su descomposicion enzimatica posterior. Entre otras enzimas, se destaca la tripsina,
que también se secreta como cimdgeno, pero se activa en el intestino siendo su actividad
optima a pH alcalino. Esta enzima es una endopeptidasa que rompe enlaces peptidicos
especificos (lisina/arginina) y continla la degradacién de los polipéptidos iniciada en el
estdbmago. De esta forma, las proteinas liberan a los aminoacidos componentes de su
estructura primaria, que contindan su flujo unidireccional, junto con los demas
componentes esenciales del alimento, hacia el epitelio intestinal. Los aminoacidos son
entonces absorbidos por las microvellosidades intestinales desde donde pasan a la linfa, la
cual es conducida hacia el sistema venoso y de alli al higado, 6rgano regulador del

metabolismo energético por excelencia.
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Objetivo general de aprendizaje y expectativas de logro

El objetivo general es que los estudiantes comprendan la multitud de procesos
fisioldgicos que ocurren a lo largo de la variable topologia del tubo digestivo de un animal.
Es deseable que luego de las experiencias los estudiantes sean capaces de identificar las
principales moléculas que nutren y conforman los polimeros constitutivos del cuerpo
animal, y que relacionen ademas estos procesos digestivos con la transformacién de los

solutos organicos y el balance de ingesta y pérdida de materia y energia.

PARTE A: LA ACCION DE LAS ENZIMAS SALIVALES

Objetivo parcial y expectativas de logro

El objetivo de esta seccion es evaluar la actividad catalitica de la amilasa de origen
salival y el pH adecuado para su funcionamiento. Se espera que los alumnos reconozcan a
la amilasa salival como la primera enzima catabdlica de carbohidratos, identificando

ademas al pH de neutralidad como ideal para su funcionamiento catalitico.

Material

Material de laboratorio

. Balanza analitica.

o Pipetas Pasteur.

. 4 varillas de vidrio.

. 4 tubos transparentes graduados tipo Falcon de 15 mL.

. 2 vasos de precipitado graduados (50 y 250 mL)

o Agua destilada.

. Yodo molecular (I; PM: 253,81 g/mol).

o Yoduro de potasio (KI; PM: 166,01 g/mol).

. Solucién amortiguadora de fosfatos (PB) 0.1M pH 7.4 (ver Nota 13).

. Solucién de acido clorhidrico 1N.
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Material bioldgico

. Saliva.

. Fécula de maiz (2 cucharada chica de café, equivalente a 5 mL, es suficiente).
Metodologia

1. Preparacion de solucién enriquecida en almiddn: En el vaso de precipitado de 250

mL agregar aproximadamente 2 mL de fécula de maiz o 1 g (la densidad de la fécula
comercial de maiz es aproximadamente 0,5g/mL) y 20 mL de agua destilada. Calentar la
solucidn en el mechero, agitando constantemente, o hacerlo en un agitador magnético de

temperatura constante, de forma de facilitar la disolucidon del almidon.

2. Preparacion de solucion de Lugol (1%): Pesar 0,5 g de I, 1 g de KI y disolverlo en
100 mL de agua destilada. Disolver primero el KI en un poco de agua, luego agregar el
yodo molecular (que se disuelve gracias al complejo de triyoduro) y finalmente completar

el volumen a 100 mL.

3. Preparacion de solucion amortiguadora de fosfatos (PB) pH 7.4: tomar 1,98 mL de
solucion 1M fosfato de potasio monobasico y 8,02 mL de solucién 1M de fosfato de potasio

dibasico (ver Nota 13), completando con 90 mL de agua destilada.

4, Preparacion de soluciéon PB-HCI. Tomar 2 mL de solucién PB y agregar, gota a
gota, solucién de acido clorhidrico 1N hasta disminuir el pH a valores acidos (1-4) (ver
Nota 14).

5. Agregar a cada tubo Falcon un volumen igual de solucién almidonada (2 mL) a
temperatura moderada (el calor excesivo puede modificar la actividad catalitica de la
amilasa).

6. Colectar en el vaso de precipitado de 50 mL unos 5 mL de saliva.

7. Agregar 2 mL de PB en el tubo 1,2, y 3. En el Tubo 4 agregar 2 mL de PB-HCI.
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8. Agregar 2 mL de agua destilada en el tubo 1y 1,5 mL en el tubo 2.

9. Agregar con pipeta Pasteur 0,5 mL de saliva en el tubo 2, y 2 mL de saliva en el

tubo 3 y 4. Mezclar por inversion suave.

10. Agregar dos gotas de solucién de Lugol a cada tubo. Mezclar por inversién suave.

11. Registrar las observaciones (color e intensidad de color de la solucién; ver Nota 15)

a diferentes intervalos de tiempo (0, 5, y 15 min). Interpretar los resultados.

Analisis de resultados

1. Confeccionar una tabla con las observaciones de la experiencia (Figura 23).

Tubo 1 2 3 4
Soluciéon de almidén (ml) 2 2 2 2
PB (ml) 1 1 1 -
PB-HCI (ml) = = = 1
Saliva (ml) - 0,5 2 2
H20 (ml) 2 1,5 - -
Lugol (gotas) 2 2 2 2

Color (t=0)
Color (t= 5 min)

Color (t=15 min)

Figura 23. Ejemplo de tabla a completar con las observaciones de color e intensidad de la solucion
luego de la experiencia de la Parte A.

2. Identificar el control y los tratamientos del experimento. Registrar el color de la
solucién de Lugol en los diferentes tratamientos y a los diferentes tiempos (Figura 24).

Explicar los resultados de cada uno.
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Tubo 2 4
Solucién de almidén (ml) 2 2
PBS (ml) 2 -
PB-HCI (ml) -
Saliva (ml) 0,5
H,0 (ml) 1,5

Lugol (gotas)

Color (t=0)

Color (t=5min)

Color (t=15 min)

d @ &)
@&t - -

::@ (._ :QM"“NH

C] :( ',:(. K

Lugol + agua

9

Figura 24. Ejemplo de organizacion de hoja de calculo con el registro de las observaciones del

experimento de la Parte A.
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PARTE B: UN ESTOMAGO IN VITRO

Objetivo parcial y expectativas de logro

El objetivo de esta seccidn es evaluar in vitro el efecto del pH estomacal sobre un
alimento rico en proteinas y su relacion con la masticacidn. Se espera que los alumnos
reconozcan la importancia que tiene la maceracion mecanica previo a los procesos quimicos
de digestidn, y reconozcan el efecto de la acidez en el estdbmago sobre los alimentos previo

a la accion de enzimas luminales.

Material

Material de laboratorio

o Espectrofotémetro UV equipado con cubetas de cuarzo.
. Agitador vortex (opcional).

. Bisturies o cuchillas afiladas.

. Pinzas metalicas de diseccidn.

. Pipetas automaticas (100-1000 pL)

. Puntas descartables (100-1000 pL).

. 4 tubos transparentes graduados tipo Falcon de 15 mL.
o 4 vidrios de reloj.

. 1 probeta graduada de 25 mL.
o Agua destilada.
. Acido clorhidrico 0.1 N

Material bioldgico

. 4 trozos pequenos de carne (magra) de res, de aproximadamente 0,5 cm3.
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Metodologia

1- Agregar 5 mL de agua destilada en el primer tubo y 2,5 mL en el segundo.

2- Agregar con cuidado en el segundo tubo 2,5 mL de solucidn de acido clorhidrico

0,1N; y 5 mL en el tercer y cuarto tubo.

3- Colocar los trozos de carne sobre los vidrios de reloj. En los tres primeros, picar la
carne con los bisturies hasta obtener un material disgregado relativamente homogéneo.

Dejar intacto el cuarto trozo de carne.

4- Colocar, en cada uno de los tres primeros tubos, un trozo de carne que previamente
fue picado con el bisturi. En el cuarto tubo coloque el trozo entero de carne sin picar.
Esperar durante 15 minutos, agitando vigorosamente por unos 15 segundos a intervalos

de 2 minutos (a mano o con ayuda de un agitador vértex).

5- Con una pinza comparar la textura y el ‘alimento’ extraido (quimo) de cada uno de

los tubos.

6- Tomar 100 pL de la solucion de cada tubo y diluir en 900 pL de agua destilada. Medir
la absorbancia en el espectrofotdmetro UV a 280 nm de longitud de onda (ver Nota 16).
Restar la absorbancia del blanco (1 mL de agua destilada para el tratamiento 1 y 100 pL
de solucién de HCI 0.1 N diluidos en 900 uL de agua destilada para el tratamiento 2, 3 y

4) a la misma longitud de onda. Anotar los resultados en la tabla adjunta.
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Analisis de resultados

1. Confeccionar una tabla con los resultados obtenidos (Figura 25).
Tubo 1 2 3 4
Carne picada picada picada entera
H20 (ml) 5 2,5 - -
HCl 0.1N (ml) - 2,5 5 5
Textura
Turbidez

Absorbancia (280 nm)

Figura 25. Ejemplo de tabla a completar con las observaciones luego de la experiencia de la Parte
B.

Identificar el control y los tratamientos del experimento. Registrar en una hoja de calculo
la textura de la carne, la turbidez y la absorbancia de la solucidon en los diferentes

tratamientos (Figura 26). Explicar los resultados de cada uno.

Tubo 1 2 3 4

Carne picada picada picada entera
H,0 (ml) 5 2,5 - -
HCI 0.1N (ml) 5 2,5 5 5
Textura * E + et GE
Turbidez > + + + =
Absorbancia (280 nm) 0,044 0,135 0,207 0,046

Textura ! Disminucion cualitativa de la consistencia al pinzarse.

Turbidez'? Cualitativa relativa a t=0

Figura 26. Ejemplo de organizacion de hoja de célculo con el registro de las observaciones del
experimento de la Parte B.
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¢En qué tubo la carne cambidé mas de textura del alimento? ¢Por qué?

éPor qué es posible comparar este proceso quimico in vitro con la digestion?

¢Qué diferencias encuentra con el proceso que ocurre en el estdmago?

¢Qué diferencia se encontré entre la carne picada y la carne entera?

Si observé diferencias en la absorbancia, ¢A qué la atribuye?
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PARTE C: DIGESTION DE PROTEINAS

Objetivo parcial y expectativas de logro

El objetivo de esta seccidén es evaluar in vitro la hidrélisis enzimatica de proteinas
en la digestién animal. Se espera que los alumnos reconozcan, luego de la experiencia
anterior acerca del efecto de la acidez y la mecanica masticatoria, el efecto neto de las

enzimas sobre las macromoléculas para completar el proceso digestivo luminal.

Material

Material de laboratorio

. Balanza analitica.

. Mechero.

. Espectrofotémetro UV equipado con cubetas de cuarzo.
. Pipetas automaticas (100-1000 pL).

. Puntas descartables (100-1000 pL).

. Vaso de precipitado de vidrio de 50 mL.

. 4 microtubos Eppendorf de 2 mL.
. Acido clorhidrico (0,1 N).

. Gelatina (solucion al 2 %).

. Tripsina (solucién stock 5mg/mL).

Metodologia

1- Preparacion de solucion amortiguadora de fosfatos (PB) pH 7.4: tomar 495 pL de

solucién 1M fosfato de potasio monobdsico y 2,005 mL de soluciéon 1M de fosfato de potasio

dibasico (ver Nota 13), completando con 22,5 mL de agua destilada.

2- Preparacion de solucion PB-HCI. Tomar 4 mL de soluciéon PB y agregar, gota a
gota, solucién de acido clorhidrico 0,1N hasta disminuir el pH a valores acidos (1-4) (ver
Nota 14).
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3- Preparacion de Solucion PB-Gelatina (2%). Tomar 5 mL de solucién PB y agregar
al vaso de precipitado de vidrio; pesar 0,1 g de gelatina (ver Nota 17) y agregar a la
solucién PB. Calentar lentamente en el mechero sin que la solucién alcance a hervir hasta
la completa disolucién de la gelatina, agitando continuamente. Esperar a que la

temperatura baje lo suficiente (ver Nota 18) sin que la solucién gelifique.

4- Agregar con la micropipeta en los 4 microtubos Eppendorf 1000 uL de solucion PB-
Gelatina (2%) en estado liquido. Ubicar en la heladera a 4°C hasta que gelifique

completamente.

5- Una vez solidificada la gelatina, adicionar 0,5 mL de solucién preparada segun la

tabla de la Figura 27:

Tubo 1 2 i 4
PB-HCI (pl) - - - 450
Tripsina 5 mg/ml (pl) - 10 50 50
PB (pl) 500 490 450 -

Figura 27. Volumenes de reactivos para preparar las soluciones experimentales para la experiencia
de la Parte C.

6- Incubar 1 hora a temperatura ambiente (ver Nota 17). A intervalos regulares (~10
min), mezclar la fase liquida superior pipeteando suavemente sin tocar la interfase

gelificada de la gelatina.

7- Tomar 100 pL de la solucion de cada tubo y diluir en 900 pL de agua destilada. Medir
la absorbancia en el espectrofotdmetro UV a 280 nm de longitud de onda (ver Nota 16).
Restar la absorbancia del blanco (1 mL de soluciéon PB + enzima a concentracién adecuada
para los microtubos 1, 2 y 3 y Soluciéon PB-HCI + enzima a concentracion adecuada para

el microtubo 4) a la misma longitud de onda.

Analisis de resultados
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1. Identificar el control y los tratamientos del experimento. Anotar los valores de
absorbancia de cada tratamiento, corrigiendo las cuentas si fue necesaria una dilucion, y

graficar la absorbancia en funcién de la tripsina adicionada en cada tratamiento (Figura
28). Interpretar los resultados.

Tubo 1 2 3 4
Gelatina 2% (pl) 700 700 700 700
HCI 0.1 N (ul) - - - 450
Tripsina 5mg/ml () - 10 50 50
H,O (ul) 500 490 450 -
Gelificacién* = = = licuacion
Absorbancia 0,01 0,091 0,234 1,146

Gelificacion™ cualitativa respecto a t=0 (sélido).

Absorbancia vs tratamiento

Tripsina (50
mg/ml); HCl ——_
1 <>
Q
c et
©
£
2 R
R T .
= H0
W 01 O Tripsina (50
= ' N mg/ml)
Tripsina (10
mg/ml)

0,01 &> ; . i

Figura 28. Ejemplo de organizacién de hoja de calculo y gréfico de la Absorbancia vs Concentracion
de Tripsina de la Parte C.
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6 EL EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE EL METABOLISMO
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Marco teorico

La temperatura es posiblemente el parametro fisico que mas influye en el
mantenimiento de la homeostasis en los organismos. Este parametro es una medida de
una de las formas de energia de la materia, el calor. Sin embargo, el calor, a diferencia de
la energia quimica, eléctrica, y mecanica, es una forma de energia que no realiza ningln
tipo de trabajo en los organismos vivos. éPor qué entonces es tan importante en el estudio
de la fisiologia? Por una razén fundamental: los efectos indirectos de la temperatura
afectan al metabolismo, aumentando la velocidad de las reacciones quimicas al aumentar
la temperatura, y disminuyendo la solubilidad de los gases en medio acuoso.

Uno de los parametros mas significativos para estudiar la velocidad de consumo de
energia en un organismo es el indice metabdlico (IM). Este parametro expresa la cantidad
de energia necesaria que necesita un animal para mantener el cuerpo en funcionamiento
por unidad de tiempo. El indice metabdlico puede medirse directamente por calorimetria,
o indirectamente por la medicién del consumo de oxigeno de un animal. Diversas variables
pueden alterar el indice metabdlico de un organismo, por ejemplo, el ejercicio y el consumo
de alimentos. Por eso los indicadores utilizados tienen que estar estandarizados,
manteniendo a los animales en ayuno y en reposo al realizar la experiencia. En estas
condiciones controladas, es posible definir entonces un valor medio de indice metabdlico
basal (en animales homeotermos) o un indice metabdlico estandar (en animales
poiquilotermos). Es importante destacar que en los animales que no regulan su
temperatura existen tantos IME como temperaturas posibles.

Ademas, el indice metabdlico es una funcién alométrica respecto al peso corporal y
no directa (Figura 29A). Esto conduce al concepto de indice metabdlico especifico para el
peso. De esta curva puede deducirse que los animales pequenos tienen un indice
metabdlico especifico mas elevado en funcidn del peso que los animales grandes. Existen
numerosas explicaciones a este fendmeno, aunque la mas extendida es la que plantea una
mayor relacién superficie-volumen en los animales pequefios, y en consecuencia una
mayor velocidad de pérdida de calor hacia el medio externo.

Por otra parte, la solubilidad del oxigeno (en condiciones de saturacidn) disminuye
drasticamente al aumentar la temperatura del agua, a salinidad y presidén equivalentes
(Figura 29B). En pocas palabras, las aguas frias tienen una mayor capacidad de contener

oxigeno que las aguas mas calidas.
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IMB: aw®

indice metabélico estandarizado (Jouleftiempo)
Oxigeno disuelto (mg/l)

Peso corporal (g) Temperatura (C?)

Figura 29. El indice metabdlico de los animales en funcion de su peso corporal y efecto de la
temperatura sobre la solubilidad del oxigeno en el agua.

A. Curva tedrica que muestra la relacion alométrica entre el indice metabdlico estandar y el peso
de un animal. La curva responde a la ecuacion IMB=aWB; donde IMB: indice metabdlico basal; W.
peso del animal, y a-b son constantes. B. Curva tedrica que muestra la relacion inversa entre la
concentraciéon de oxigeno en el agua y la temperatura del agua. El valor de concentracién del gas
corresponde al valor de saturacién para cada temperatura.

Estos efectos de la temperatura sobre el metabolismo y la solubilidad de los gases
tienen una enorme importancia en el mantenimiento de la homeostasis, particularmente
en animales acuaticos que viven en los trépicos, o que viven en regiones templadas con
veranos calurosos. Los animales acuaticos tienen ademas otro problema a resolver y que
se origina por la elevada conductividad térmica y capacidad calérica del agua respecto al
aire (el agua conduce el calor unas 25 veces mas rapido que el aire). Los animales acuaticos
pequefios tienden a perder calor mas rapidamente que los grandes, y necesitan en
consecuencia un mayor consumo por gramo de tejido, oxigeno que esta menos disponible
en solucién. Es entonces que los animales acuaticos pequefios tenderan a aumentar la
superficie de intercambio de gases (superficie branquial, por ejemplo) en situaciones de
estrés térmico cronico, o aumentando el ritmo respiratorio y cardiaco en situaciones
agudas.

Los peces son el grupo de vertebrados mas exitoso, con una riqueza especifica
estimada en unas 32.500 especies [40]. Esta diversidad se ve reflejada también en las

diversas estrategias fisioldgicas que han desarrollado a través del camino evolutivo para
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resolver algunos desafios ambientales, como ser la antinomia ‘indice metabdlico-oxigeno
disuelto’. Dentro de los peces dseos (Osteichthyes) uno de los 6rdenes mas diversos es el
de los Siluriformes (‘Bagres’ o ‘Peces gato’), que cuenta con unas 2800 especies descritas.
La riqueza especifica de los Siluriformes corresponde a casi el 40% de las especies de
peces de agua dulce registradas en Argentina [41]. Los bagres son conocidos peces que
han desarrollado la capacidad de respirar aire atmosférico de forma independiente en
varios clados, y la respiracion dual suele activarse cuando la concentracion de oxigeno en
el agua es baja [42]. Esta respiracion de aire puede cuantificarse por el nimero de veces
que el animal tiene que ascender a la superficie a respirar (ya que la mayoria de los bagres
son habitantes del bentos en los cuerpos de agua). Aqui trabajaremos con ejemplares de
Hoplisoma paleatum (ex. Corydoras paleatus; fam. Callichthydae) (Figura 30) una pequefa
especie de bagre acorazado de origen paranoplatense, muy conocida en la aficion
acuaristica. La especie ha sido trasplantada fuera de su area original, desarrollando
poblaciones estables hacia el sur y el oeste de la Argentina (incluyendo algunos cuerpos
de agua de Mendoza, Dellagnola obs. pers.), lo que proporciona una idea de su rusticidad,
resistencia tanto al frio como al calor y disponibilidad de individuos; caracteristicas que lo

hace apto para esta experiencia.

Figura 30. La especie animal elegida para el experimento: el pez limpiafondos.
Hoplisoma paleatum (Jenyns, 1842) (Osteichthyes, Callichthydae), un pequefio ‘pez gato acorazado’
nativo del pais, en el acuario.
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Objetivos de aprendizaje y expectativas de logro

El objetivo general de esta seccion es que los alumnos identifiquen el principal factor
(la temperatura) que influye en el indice metabdlico de animales ectotérmicos. Los
objetivos especificos de esta seccidn apuntan a que los estudiantes (1) analicen el efecto
de la temperatura sobre la frecuencia respiratoria de un animal acuatico con respiracién
dual, Hoplisoma paleatum; y (2) evallen el efecto de la temperatura y el consumo de
oxigeno en funcidn del tamafio corporal en el mismo modelo animal. Esta experiencia nos
permitird ademas repasar los factores bioldgicos que influyen en el indice metabdlico, y a
través de la estimacion de frecuencia respiratoria e intercambio de gases en el agua,

revisar los métodos indirectos de estimacion del IM en los animales.

Material

Material de laboratorio

. 6-9 acuarios acondicionados (ver Nota 3) divididos en tres grupos experimentales
(ver Nota 19).

o 12 separadores rigidos de ~1 cm de tamano de poro (ver Nota 20).

. Redes de seda o tejido sintético de diferentes tamafios.

o Bolsas de gel refrigerante (ver Nota 19).

. Balanza analitica.

. PHmetro.

. Oximetro o test colorimétrico de oxigeno (ver Nota 21).

o Pipetas Pasteur.

. Recipiente plastico graduado de 5 L.

. Probeta de 500 mL.

o Vasos de precipitado graduado de 500 mL y 1000 mL.

. Agua destilada.

o Cloruro de sodio (NaCl; PM: 58,44 g/mol).

. Tiosulfato de sodio (Na>S:03, PM 158,11 g/mol); solucidon stock 100 g/L (ver Nota
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Material bioldgico

. 9 ejemplares pequefios de Hoplisoma paleatum, ayunados desde el dia anterior.

. 9 ejemplares grandes de Hoplisoma paleatum ayunados desde el dia anterior.
Metodologia

1. Preparacion de agua dulce declorada: En el recipiente plastico graduado de 5L,

agregar 4 L de agua corriente. Con la pipeta Pasteur, agregar 2 gotas de solucién stock de
tiosulfato de sodio por litro de agua. Repetir hasta completar el volumen de los acuarios

experimentales.

2. Acondicionamiento de los acuarios experimentales de agua corriente declorada (ver
Nota 3): Fijar una linea de aire con una piedra difusora, ventosa y regulador de flujo. Fijar
el termocalentador sumergible y el termdmetro de alcohol en las paredes del acuario.
Cargar cuidadosamente con el agua. Conectar la linea de aire al compresor de aire y regular

la salida de forma de establecer un burbujeo homogéneo y suave.

3. Preparacion de agua reconstituida con NaCl: En el recipiente plastico graduado de
5L, agregar 3,5 L de agua destilada con el agregado de 1,75 g de NaCl; agregar ademas
390 mL de agua corriente (ver Nota 22) con la probeta de 500 mL. Utilizando la pipeta
Pasteur, agregar 1 gota de solucidn stock de tiosulfato de sodio. Repetir hasta completar

el volumen de los seis acuarios experimentales.

4, Desde los acuarios de mantenimiento, trasladar a los ejemplares en forma individual
en vasos de precipitado de tamafo adecuado, en la misma agua del bioterio de

mantenimiento.

5. Dividir a los peces en los seis acuarios, procurando ubicar tres ejemplares ‘pequenos’
y tres ejemplares ‘grandes’ por acuario experimental (es recomendable medir la longitud
estandar de los peces y separarlos entonces en dos grupos, el primero conformado por los
ejemplares con mayores valores de longitud estandar (LE) y el segundo grupo conformado

por los individuos de menores valores de LE; ver Nota 23). Ubicar aleatoriamente un
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ejemplar pequefo y un ejemplar grande por cada espacio delimitado por separadores, de

forma que sean facilmente reconocibles individualmente por el observador.

6. En los acuarios designados como control experimental, ubicar a los peces a la misma
temperatura que el acuario de mantenimiento (20-25 °C). Esperar que los animales se
habituen al acuario al menos por unos 10 minutos y proceder con el experimento.
Desconectando la aireacion, contar los movimientos operculares por minuto cada 10
minutos, repitiendo hasta finalizar cuarenta minutos totales experimentales desde el
primer conteo. Durante ese periodo de tiempo, contar ademas el llenado intestinal de los

ejemplares (ver Nota 24).

7. En los acuarios destinados al tratamiento hipotérmico, ubicar a los peces y bajar
lentamente la temperatura con las bolsas de geles refrigerantes a 10 °C. Una vez alcanzado
este punto, esperar 10 minutos. Desconectando la aireacién, contar los movimientos
operculares por minuto cada 10 minutos, repitiendo hasta finalizar cuarenta minutos
totales experimentales desde el primer conteo. Durante ese periodo de tiempo, contar

ademas el llenado intestinal de los ejemplares.

8. En los acuarios destinados al tratamiento hipertérmico, ubicar a los peces y
aumentar en forma lenta pero uniforme la temperatura del agua ajustando los
termocalefactores a 32 °C. Desconectando la aireacién, contar los movimientos
operculares por minuto cada 10 minutos, repitiendo hasta finalizar cuarenta minutos
totales experimentales desde el primer conteo. Durante ese periodo de tiempo, contar

ademas el llenado intestinal de los ejemplares.

9. En caso de detectar signos de descompensaciéon franca (natacion anormal, pérdida
de equilibrio) imponer el punto final humanitario recomendado para el experimento por el
comité de bioética animal, que en este caso implica regresar, lentamente, el agua del

acuario a temperaturas de 20-25 °C.

10. Alos 0, 20 y 40 minutos de cada experimento, medir el pH y el oxigeno disuelto del

agua.
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11. Al finalizar la dltima medicidon, conectar nuevamente la aireacidon y regresar

gradualmente la temperatura a 20-25 °C.

Analisis de resultados

1. Anotar los datos obtenidos en diferentes hojas de calculo para cada uno de los
tratamientos térmicos en ambas categorias cualitativas de tamafio relativo (Figura 31).
Identificar forma y pendientes de las curvas. Si hay al menos tres repeticiones, los alumnos
pueden ademas calcular datos de dispersidon (varianza, desvio estandar, rangos, etc.). Se
recomienda centralizar todos los registros y graficos en un mismo archivo de hoja de

calculo.

2. Graficar frecuencia respiratoria de Hoplisoma paleatum vs el tiempo
(movimientos/min; Figura 32), y el nUmero absoluto de eventos de respiracién intestinal
(eventos/min) en rangos temporales de 10 minutos para todas las categorias de tamafios
y tratamientos. Se recomienda centralizar todos los registros y graficos en un mismo

archivo de hoja de calculo.
3. Anotar y graficar el pH del acuario en funcién del tiempo, y la concentracion de

oxigeno disuelto del acuario en funcidén del tiempo (Figura 33). Se recomienda centralizar

todos los registros y graficos en un mismo archivo de hoja de calculo.

El Mantenimiento de la Homeostasis 88



Frecuencia respiratoria branquial (mov.

Respiracion intestinal (eventos absolutos a

operculares/min a 25 °C) 25 °C)
= Longitud
Ejemplar t=0 t=10 t=20 t=30 t=40 t=0/10 t=10/20 t=20/30 t=30/40
estandard
1 1.6 50 55 62 66 78 1 0 1 2
2 1.8 54 60 64 66 72 2 1 2 0
3 2.1 60 64 66 70 84 0 1 1 1
4 4.1 40 45 52 56 60 0 0 0 1
5 4.5 46 52 54 56 62 0 0 1 1
6 4.9 42 48 56 62 66 0 0 0 1
Frecuencia respiratoria branquial (mov. Respiracion intestinal (eventos absolutos a
operculares/min a 10 °C) 10 °C)
Longitud
Ejemplar t=0 t=10 t=20 t=30 t=40 t=0/10 t=10/20 t=20/30 t=30/40
estandard
1 1.7 26 32 36 42 46 0 0 0 0
2 2.7 36 42 42 48 50 0 0 0 1
3 1.9 36 44 42 46 48 0 0 0 0
4 4.7 24 26 30 36 36 0 0 0 0
5 5.7 26 30 36 36 40 0 0 0 0
6 6 30 26 36 42 45 0 0 0 0
Frecuencia respiratoria branquial (mov. Respiracion intestinal (eventos absolutos a
operculares/min a 32 °C) 32°C)
Longitud
Ejemplar t=0 t=10 t=20 t=30 t=40 t=0/10 t=10/20 t=20/30 t=30/40
estandard
1 1.8 78 84 96 120 124 3 2 5 7
2 1.9 82 90 114 120 2 2 4 6
3 1.8 80 90 116 122 130 4 4 7 9
4 4.9 70 78 90 110 2 2 4 5
5 4.7 76 80 86 110 2 3 3 5
6 5.5 80 84 90 116 120 2 2 4 6

Figura 31. Ejemplo de organizacion de hoja de calculo con la frecuencia respiratoria branquial e
intestinal de H. paleatum a 25, 10 y 32 °C.
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Hoplisoma paleatum, 25 °C
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Figura 32. Variacién de la frecuencia respiratoria branquial en funcion del tiempo en 6 ejemplares
de H. paleatum a 25, 10 y 32 °C.

Los ejemplares 1-3 corresponden a las mayores longitudes estandar (LE), mientras que los
ejemplares 4-6 a los de menor LE.
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pH Oxigeno disuelto (mg/I)

Temperatura(°C) t=0 t=20 t=40 t=0 t=20 t=40
Acuario 1 25 7,1 7,07 6,9 8 6,9 4,9
Acuario 2 10 7,05 7,04 7,02 8 8 7.4
Acuario 3 32 7,15 6,94 6,5 6 4,4 1,5

pH vs tiempo
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Figura 33. Variacion del pH y el oxigeno disuelto en funcién del tiempo a 25, 10 y 32 °C.
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4, Discutir y concluir sobre los resultados, tomando en cuenta las siguientes preguntas:

5. ¢Qué efecto tiene la temperatura sobre el metabolismo? (Qué efecto tiene la

temperatura sobre las necesidades de oxigeno en organismos aerdbicos?

6. ¢Es esperable encontrar diferencias significativas segun el tamafio corporal? éComo
serian esas diferencias tedricas? ¢Se observd en la experiencia practica? éQué otros
factores influyen en el indice metabdlico? Ordene a esos factores segln su importancia

cuantitativa de influencia en el IM.
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7 CAMBIOS ANATOMICOS EN RESPUESTA A DESAFIOS
FISIOLOGICOS
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Marco teorico

La fisiologia y la anatomia son disciplinas intimamente relacionadas. Muchos cambios
fisioldgicos se traducen en cambios morfoldgicos si el estimulo ambiental ocurre durante
un tiempo prolongado o crénico. Los mediadores entre el estimulo ambiental y la respuesta
morfoldgica final son tipicamente respuestas nerviosas, inmunoldgicas, y especialmente
hormonales. Si bien los desafios ambientales pueden ser muy diversos, uno de los mas
importantes que enfrentan los animales acuaticos es la regulacidn de las sales y los iones
presentes en los liquidos del plasma. Los iones juegan un rol clave en el mantenimiento
de los potenciales de membrana, en la regulacidon osmotica, y en el contenido de agua del
organismo. En el liquido extracelular, ciertos iones tienden a ser abundantes (Na*, CI")
mientras que otros son escasos (K* por ejemplo). Otros iones tienen una norma fisiolégica
plasmatica con un rango sumamente estrecho (por ejemplo, Ca*?) ya que participan en
procesos fisioldgicos vitales como sefalizacién intracelular, la regulacién de los potenciales
de membrana, la contraccidn muscular, entre otros.

La fisiologia clasica, basada fundamentalmente en la regulacién hidrosalina de los
mamiferos como modelo, describe al rindn como el principal érgano de excrecién y balance
electrolitico del medio interno. Sin embargo, los Osteichthyes (o ‘peces éseos’) el grupo
que engloba a mas de la mitad de las especies de cordados [21], utilizan principalmente
las branquias como o6rgano regulador del balance hidrosalino. Los peces éseos son
hipoosmoticos cuando viven en el mar (los fluidos extracelulares del pez estan menos
concentrados que el agua de mar), pero son hiperosmoéticos en agua dulce (es decir, el
plasma estd mas concentrado que el agua). La solucidn fisiolégica que adoptaron estos
animales en agua dulce es interesante; produciendo grandes cantidades de orina diluida,
de modo de compensar la ganancia natural de agua por osmosis. Al mismo tiempo, poseen
una gran capacidad para incorporar sales del medio a través de las branquias, que de otra
forma se perderian siguiendo su gradiente de concentracidon. Por el contrario, en agua
salada, los peces 6seos tienden a deshidratarse, ya que el agua tiende a seguir el gradiente
osmoético (el agua de mar tiene el doble o mas osmolaridad que la sangre del pez). El
animal compensa esta situacion bebiendo grandes cantidades de agua de mar. Sin
embargo, esta solucidn fisioldgica acarrea un nuevo problema: la incorporacién de enormes
cantidades de iones al plasma (el agua marina es una solucion compleja de iones con una

salinidad promedio de 3,5% p/v, de la cual 34 partes corresponde a sal de mesa, NaCl).
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Los Osteichthyes marinos desarrollaron entonces una gran capacidad de excretar
activamente sales hacia el medio externo, funcién compartida entre las branquias (que
excretan la mayoria de los iones monovalentes) y el rifidn (que excreta los iones
divalentes). Por consecuencia, las branquias no son simples érganos especializados en el
intercambio gaseoso, sino que juegan un rol fundamental en el intercambio idnico y en la
regulacion de la osmolaridad plasmatica. Desde un punto de vista histoldgico, tres tipos
celulares pueden reconocerse en el tejido branquial tipico: células pavimentosas
(especializadas fundamentalmente en el intercambio gaseoso), células accesorias
‘mucosas’ (produciendo una secrecion que actua como proteccidon mecanica e inmunitaria)
y células de cloruro o ionocitos, que son las células especializadas en la regulacion idnica
branquial [43]. Las células de cloruro son extremadamente versatiles, y responden al estrés
ambiental de diferentes formas con las sefiales neurohormonales adecuadas (glucagdn,
leucotrienos, cortisona, acetilcolina, adrenalina, etc.) [44, 45]. En agua marina, estas
células branquiales son capaces de disminuir activamente la concentracién de cloruro de
sodio sérico (Figura 34A) mientras que en agua dulce son capaces de transportar
activamente cloruro de sodio desde el agua, en un transporte acoplado con la excrecidn

de protones y amoniaco (Figura 34B).
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Figura 34. Mecanismos moleculares observados en las células de cloruro de peces teledsteos.

A. Situacion fisioldgica de las células de cloruro en un teledsteo en agua de mar. B. Situacion
fisioldgica de las células de cloruro de un teledsteo en agua dulce. El transporte activo y cotransporte
esta representado por lineas continuas, mientras que la difusién pasiva esta representada por lineas
azules discontinuas. La linea azul continua, corresponde a la difusion paracelular de sodio. Las
uniones intracelulares estrechas estan representadas por cuatro lineas negras, mientras que las
uniones celulares laxas estan representadas por una sola linea negra. Adaptado de Fish Physiology,
Vol. 14 [45].
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Las células de cloruro cumplen en agua dulce otra funcidén extremadamente
importante. Son las encargadas de transportar activamente el ion Ca*? hacia el plasma
desde el agua. Esto es especialmente importante en los peces que vive en aguas ‘blandas’,
que por definicion son aguas pobres en iones divalentes y salinidad general. Es notable la
proliferacién que puede verse de estas células branquiales, en peces que viven en aguas
pobres en Ca*?, aun a costa de reducir proporcionalmente el nimero de células
pavimentosas, y por tanto, la membrana respiratoria [1].

En general, los peces 6seos viven o en el mar o en agua dulce, pero existe un nimero
relativamente importante de especies que pueden vivir y aclimatarse a aguas de salinidad
fluctuante en relativamente cortos periodos de tiempo. Uno de estos animales es Jenynsia
lineata (Jenyns, 1842), comunmente conocida como la ‘madrecita de agua’. Este es un
pequefio pez viviparo, nativo de la cuenca del Rio de La Plata y ampliamente distribuido
en gran parte del pais (entre los cuales se encuentran varias cuencas de Mendoza, incluidos
cuerpos de agua urbanos; Figura 35) gracias a su gran capacidad de resistir bajas
temperaturas invernales y aguas de concentracién salina elevada o minima. La madrecita
de agua es comun de encontrar también en cuencas endorreicas hipersalinas como ser la
laguna mar Chiquita (Cdérdoba) o la Laguna de Llancanelo (Mendoza) (Dellagnola, obs.
pers). Incluso puede habitar estuarios y desembocaduras de arroyos a escasa distancia del
mar, 0, en raras ocasiones, la costa marina [46]. La especie posee entonces una gran
capacidad de amortiguar los cambios de salinidad del medio, ajustando su concentracidn
plasmatica de sodio en apenas 48-72 h [20]. Jenynsia estad incluida en la familia
Anablepidae (Garman, 1895), un pequeio taxéon de peces ciprinodontiformes de origen
marino, viviparos y con un notable dimorfismo sexual; que puede encontrarse actualmente

en aguas dulces, salobres e incluso marinas [21].
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Figura 35. La especie animal elegida para el experimento: la madrecita de agua.
Jenynsia lineata (Osteichthyes, Anablepidae), ejemplar silvestre proveniente del arroyo Carrizal,
cuenca del Rio Tunuyan, Mendoza.

Objetivos de aprendizaje y expectativas de logro

Los objetivos de esta experiencia apuntan a que los estudiantes evallen los cambios
histolégicos provocados en la branquia de ejemplares de Jenynsia lineata
(Cyprinodontiformes, Anablepidae) cuando el pez ha sido aclimatado (21 dias) en agua
dulce ‘dura’ (> 300 ppm de CaCOs3) o en agua blanda (~60 ppm CaCO3s). Esperamos
ademas que puedan elaborar un analisis profundo de qué forma este organismo (y
organismos similares) puede censar el medio y procesar una respuesta fisioldgica al desafio
ambiental planteado; es decir, qué sistemas y mediadores humorales se disparan para la

diferenciacion, o las trofias/plasias de células y tejidos efectores.

Material

Material de laboratorio

Parte 1. Experimentos en aguas de diferente osmolaridad

. 6 acuarios acondicionados (ver Nota 3) divididos en dos grupos experimentales (ver
Nota 25).
. Redes de seda o tejido sintético de diferentes tamafios.

El Mantenimiento de la Homeostasis 97



o Pipetas Pasteur.

. Recipiente plastico graduado de 5 L.

. Agua destilada.

. Tiosulfato de sodio (Na»S,0s3, PM 158,11 g/mol); solucion stock 100 g/L (ver Nota

Parte 2. Eutanasia y obtencion de tejido branquial

. 2 vasos de precipitado de 100-500 mL.

. 2 cajas de Petri de vidrio.

. Material de diseccién (Bisturies, cuchillas afiladas; pinzas y tijeras metdlicas de
diseccion, etc.).

. Pipetas automaticas (100-1000 pL).

. Puntas descartables (100-1000 pL).

o 6 microtubos Eppendorf de 1,5-2 mL.

. Benzocaina (4-Aminobenzoato de etilo) (CoH.NO,, PM 165,19 g/mol) - alcohol;
solucién madre 100 g/L) (Ver Nota 26).
. Paraformaldehido (HO(CH20)nH(n=s-100)); PM 30,03 (mondmero) g/mol); solucidn

madre al 8% (Ver Nota 27).
o Etanol (C2HsOH; PM 46,07 g/mol); 70% v/v.

Parte 3. Inclusion, corte y tincion de preparados

o 6-12 frascos de vidrio de aprox. 5 mL.
. 2 vaso de precipitado de 50-100 mL.
o 2 Erlenmeyer graduado de 100 mL.

. Pipetas automaticas (100-1000 pL).

. Puntas descartables (100-1000 pL).

. Pinzas metalicas de diseccidn.

. Cuchillas descartables para microtomia.

o 6-12 soportes estandar de tacos de parafina.
. Portaobjetos de vidrio.

. Cubreobjetos.

. Papel secante.
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Papel de Filtro tipo Whatman (recomendamos de 125 mm de didametro, 160 um de

grosor, y < 2 um de tamafio de poro).

Estufa de Laboratorio.

Dispensador de resina (Ver Nota 28).

Agitador magnético con calentador.

Mechero y tela metdlica con centro ceramico con dispersor de calor.
Conjunto de tincidon histoldgica estandar (Ver Nota 29).

Micrétomo rotatorio.

Bafio termostatico.

Microscopio éptico convencional.

Serie de soluciones de concentracion creciente de etanol (C2HsOH; PM 46,07 g/mol:

70%, 80%, 96%, 100%).

Xileno puro (CgHio) (ver Nota 30).

Parafina (ver Nota 28).

Alcian Blue 8GX (CseHesClaCuN16S4; PM 1298,86 g/mol).

Acido acético glacial (CHsCOOH; PM 60,05 g/mol).

Amoniaco liquido, solucién al 25%.

Rojo Nuclear Rapido (*Nuclear Fast Red’: Ci14HsNNaO;S; PM 357,27 g/mol).
Sulfato de Aluminio (Al2(SO4)3); PM 342,15 g/mol).

Eosina 0,5%.

Fenol (CeHsOH; PM 94,11 g/mol).

Medio de montaje para microscopia.

Agua destilada.

Parte 4. Analisis histolégico del tejido branquial

Microscopio dptico convencional con cadmara incorporada.
Computadora.

Software de analisis de micrografias (Image ProPlus Version 6 o similar, ver Nota

Software de analisis estadistico GraphPad Prism 6 o similar, ver Nota 32).
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Material bioldgico

. Seis ejemplares de Jenynsia lineata.
. Cortes histoldgicos de branquias del teledsteo Jenynsia lineata, luego de 21 dias bajo

diferentes condiciones ambientales (tratamientos de ‘agua dura’ vs ‘agua ‘blanda’).

Metodologia

Esta experiencia, a diferencia de las anteriores, consta de cuatro extensas partes
cuyas metodologias son muy diferentes y transversales a varias subdisciplinas bioldgicas
(técnica de bioterio y cultivo de organismos acuaticos, disefio experimental, anatomia
animal, histologia, bioestadistica, etc.). Por otra parte, es necesaria una planificacidon
concienzuda ya que las etapas (consecutivas) requieren de varios dias de duracion. Se
recomienda comenzar con la primera etapa al inicio del espacio curricular de Fisiologia
Animal y finalizarla antes de los ultimos examenes, de forma que los alumnos la utilicen
como trampolin para integrar los conocimientos adquiridos durante el transcurso de la

materia.

Parte 1. Experimentos en aguas de diferente osmolaridad

1. Preparacion de agua dulce declorada: En el recipiente plastico graduado de 5L,
agregar 4 L de agua corriente. Con la pipeta Pasteur, agregar 2 gotas de solucién stock de
tiosulfato de sodio por litro de agua. Repetir hasta completar el volumen de los acuarios

experimentales.

2. Preparacion de agua dulce diluida: En el recipiente plastico graduado de 5L, agregar

800 mL de agua dulce declorada, y completar con 3,2 L de agua destilada (dilucion 1/5).

3. Acondicionamiento de los acuarios experimentales (ver Nota 3): Fijar una linea de
aire con una piedra difusora, ventosa y regulador de flujo. Fijar el termocalentador
sumergible y el termdmetro de alcohol en las paredes del acuario. Cargar cuidadosamente
con el agua correspondiente a cada tratamiento (tres acuarios con agua dulce declorada,
y tres acuarios con agua dulce diluida; ver Nota 25). Conectar la linea de aire al compresor

de aire y regular la salida de forma de establecer un burbujeo homogéneo y suave. Esperar
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a que se estabilice la temperatura y los parametros fisicoquimicos homogéneos en todos
los acuarios. Con 20 minutos de los acuarios funcionando en una habitacion estable es

generalmente suficiente.

4, Desde los acuarios de mantenimiento trasladar a los ejemplares en forma individual
en vasos de precipitado de tamafo adecuado, en la misma agua del bioterio de

mantenimiento.

5. Colocar un animal por acuario. Mantener, bajo las mismas condiciones de
alimentacién (ver Nota 33) y mantenimiento del bioterio, por tres semanas (21 dias).
Recordar que los cambios parciales de agua deben ser realizados con agua reconstituida

de idénticos parametros salinos.

Parte 2. Eutanasia y obtencion de tejido branquial

1. Preparacion del bafio anestésico: en vasos de precipitado, agregar
benzocaina/alcohol para realizar una anestesia inicial del animal, agregando 50 pL de
solucidon madre por cada 100 mL de agua de bafio anestésico a la misma temperatura que
el agua del acuario de origen. Sumergir al pez en el bafio anestésico, repitiendo la misma
dosis cada diez minutos hasta que el animal esté completamente inmdvil y cese el

movimiento opercular.

2. Una vez asegurada la eutanasia programada, tomar el material de diseccion y
obtener tejido branquial (ver Nota 34); agregar a un microtubo Eppendorf cargado con
500 pL de agua del acuario de origen, agregando ademas 500 pL de solucion madre de
paraformaldehido, de forma de alcanzar una concentracion final de fijador de 4%. Fijar el
tejido por no mas de 24 h. Rotular el microtubo con lapiz de grafito o marcador indeleble

resistente al alcohol, indicando el nimero de ejemplar y el tratamiento.
3. Con una pipeta automatica, retirar el fijador y descartar apropiadamente (siguiendo

los protocolos de descarte de solventes y sustancias nocivas del laboratorio). Agregar 1

mL de etanol 70% y tapar bien el tubo. Renovar la solucion por nuevo etanol a las 24 h.
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El tejido puede preservarse a mediano plazo (revisando que el alcohol no se evapore) hasta

la inclusién en parafina.

Parte 3. Inclusion, microtomia y tincion

La inclusién, obtencion de cortes histoldgicos y tincidn siguen los lineamientos generales

de histologia convencional, y pueden ser adaptados segun el material disponible.

1. Deshidratacion del tejido branquial: con la pipeta automatica, tomar el liquido fijador
de cada microtubo, descartar y reemplazar con idéntico volumen de etanol a concentracién
creciente (70%, dos veces x 30 min; 80%, dos veces x 20 min; 96%, dos veces x 20 min;
100%, dos veces x 10 min). Descartar la ultima solucion y reemplazar por xileno puro (2

veces x 10 min).

2. Ajustar la temperatura de la estufa a 57-60 °C y ubicar dentro de ella un vaso de
precipitado de 50-100 mL y las pinzas metalicas de diseccion. Encender el dispensador de
parafina. Una vez que la parafina alcance el estado liquido, en un vaso de precipitado de
vidrio tomado desde el interior de la estufa, tomar 20 mL de parafina, y 20 mL de xileno y
mezclar repetidamente hasta la homogeneizacion de la solucién. Ese volumen es suficiente

para unas 12 muestras histoldgicas en microtubos de 1,5-2 mL.

3. En cada microtubo, descartar la solucion de xileno puro y reemplazar por idéntico
volumen de solucién xileno/parafina 1:1 (2 veces x 30 min dentro de la estufa a 57-60
°C).

4, Reemplazar el contenido de cada microtubo por idéntico volumen de nueva parafina
(pura). En paralelo, ubicar el soporte del taco histolégico en la placa del dispensador de
parafina y llenar el molde de inclusidon cuidadosamente con parafina nueva tratando de no
generar burbujas de aire. Con las pinzas de metal, ubicar y orientar la pieza histoldgica en
el soporte (preferentemente para obtener cortes sagitales de arcos branquiales
individuales). Dejar enfriar en la mesada unos minutos a temperatura ambiente. Etiquetar

cuidadosamente el taco y almacenar en lugar fresco hasta la microtomia.
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5. Tallar el espécimen en forma romboidal, siguiendo las especificaciones estandar de
la microtomia de especimenes en parafina (por ejemplo, véase [47]). Ubicar el soporte de
la pieza histoldgica en el portabloques del micréotomo, sujetar firmemente con los tornillos
reguladores. Insertar y fijar la cuchilla con los tornillos fijadores. Comenzar con cortes
‘gruesos’, hasta aproximar a una zona representativa que, en nuestro caso, abarque
idealmente al menos un arco branquial completo (Figura 36A). Una vez elegida la zona
microscopica, ajustar el micréotomo con cortes iguales o inferiores a 8 ym de grosor.
Trasladar la serie consecutiva de cortes al bano termostatico con agua destilada limpia a
55 °C, evitando pliegues de tejido. Tomar de la superficie del bafio con un portaobjeto
limpio, dejar brevemente en posicion vertical para que el tejido se estire completamente.
Rotular apropiadamente y enviar a la estufa de laboratorio (37 °C) hasta deshidratacién

completa (2-48 h). Almacenar a 4-20 °C en una caja para portaobjetos.

6. Repetir la obtencion de cortes parafinados a diferentes profundidades del espécimen
histolégico, de forma de asegurar portaobjetos y estructuras diferentes (por ejemplo,
distintos arcos branquiales). Seleccionar unos pocos vidrios (no mas de doce por cada
animal) con tejidos que a vista macroscopica no presenten pliegues, artefactos, o
desgarres por la cuchilla del micrétomo. Aumentar el nimero de portaobjetos complejiza
el manejo en la etapa de tincidn, aunque ciertamente puede ser una buena idea en caso
de articular contenidos practicos con espacios curriculares que involucren técnicas

histoldgicas.

7. Preparacion de Solucion de Azul de Alcian (1%, pH 2,5): pesar 1 g de Alcian Blue
8GX y agregar a un Erlenmeyer de 100 mL. ARadir cuidadosamente 97 mL de agua
destilada y 3 mL de acido acético glacial. Agitar continuamente hasta disolucién. Antes de
transvasar al recipiente definitivo, pasar la solucién por un papel de filtro. Recubrir el frasco
con papel de aluminio para proteger la solucidon de la luz y almacenar a temperatura

ambiente.

8. Preparacion de Solucién de Amoniaco/Alcohol (70%, pH 9,2): agregar 200 uL de

amoniaco (solucién 25%) en 100 mL de Etanol 70%. Almacenar a temperatura ambiente.

9. Preparacion de Solucién de Rojo Nuclear Rapido (0,1%): pesar 0,1 g de Nuclear Fast

Red, 5 g de Sulfato de aluminio, y anadir a 100 mL de agua destilada. Bajo fuego de
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mechero, calentar lentamente hasta hervir, agitando continuamente el vaso de precipitado
o Erlenmeyer sobre la malla metdlica. para disolver el sdélido precipitado. Enfriar
lentamente con agitacion intermitente. Antes de transvasar al recipiente definitivo, pasar
la solucion por un papel de filtro. Recubrir el frasco con papel de aluminio para proteger la

solucion de la luz y almacenar a temperatura ambiente.

10.  Preparacién de Solucién de Acido Acético (pH 4,5): Agregar 30 pL (2 gotas con
propipeta) de acido acético glacial en 100 mL de agua destilada. Almacenar a temperatura

ambiente.

11.  Preparacion de Solucidon de Carbol Xileno: En un recipiente de vidrio con agitador
magnético, disolver suficientes cristales de fenol para producir 25 mL de liquido en
agitacion constante a 60 °C; afadir a 75 mL de xileno puro. Almacenar a temperatura

ambiente.

12. Finalizado el proceso de preparacion de soluciones, armar el set de tincion
histoldgica siguiendo el esquema conceptual de la figura presentada en la Nota 29 vy

desarrollado al detalle en los puntos 13-23 de esta seccion.

13. Tomar los portaobjetos con las secciones obtenidas en el punto 5 y llevar al set de
tincion convenientemente preparado de antemano. Desparafinar los cortes sumergiendo

los portaobjetos en xileno puro (10 min).

14. Retirar de la jarra de Coplin y limpiar el exceso de xileno con papel secante; sumergir

brevemente en etanol 96° (1-3 min) hasta la remocién completa del xileno residual.

15. Retirar de la jarra de Coplin y remover el exceso de etanol con papel secante.

Rehidratar las secciones histoldgicas, sumergiéndolas en agua destilada por 3 minutos.
16. Sumergir el portaobjeto en la solucién de Azul de Alcian (1 min), de forma de teiiir

de color azul los glicosaminoglicanos acidos del tejido [48-51]. Remover el exceso de

colorante con papel secante. Enjuagar con agua destilada.
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17. Sumergir el portaobjeto en solucién de amoniaco/alcohol (10 min). Enjuagar con

agua destilada.

18. Sumergir el portaobjeto en la solucién de Rojo Nuclear Rapido (15 min), de forma
de teiiir los nucleos celulares de rojo brillante [48-51]. Agitar la solucidon antes de usar de
forma de resuspender el posible aluminio precipitado. Remover el exceso de colorante con

papel secante. Enjuagar con agua destilada.

19. Sumergir el portaobjeto en la solucién de acido acético (1 min). Limpiar el exceso

de solucién con papel secante.

20. Sumergir el portaobjeto en solucién de Eosina (30 s). Enjuagar con agua destilada.

21. Sumergir el portaobjeto en solucién en Etanol 96% (30-60 s) para remover del corte

histoldgico el exceso de eosina.

22. Limpiar el exceso de solucion con papel secante y rapidamente trasladar el
portaobjeto a una jarra de Coplin con Carbol Xileno. Mantener por 5 minutos. Extraer el
portaobjeto y secar los bordes con papel secante. Es importante que el Carbol Xileno de

tejido no se evapore.

23. Con una varilla de vidrio, agregar sobre el corte histolégico una gota de medio de
montaje comercial y cuidando de remover las burbujas de aire, poner encima un
cubreobjeto de tamafo apropiado al corte (18x18-22x22 mm?). La cantidad debe ser
suficiente para abarcar todo el cubreobjeto, pero sin que desborde demasiado. Dejar secar
en estufa a 37 °C por al menos 24 h (el tiempo puede ser variable segun la naturaleza del

medio de montaje).

24. Luego que el medio de montaje solidifique, remover con una cuchilla afilada el
exceso de material de montaje de los bordes del cubreobjeto y guardar el portaobjeto,

debidamente etiquetado, al abrigo de la luz.

Parte 4. Identificacion y cuantificacion de los linajes celulares
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1. Antes de obtener las micrografias, recomendamos repasar la anatomia branquial
general y la microanatomia de un arco branquial individual y correlacionar con lo observado
en el microscopio. Recorrer a diferentes aumentos (10X, 40X, 60X) cada seccion (en
multiples vidrios) y elegir los cortes que ostenten una orientacién sagital, lo que permite
reconocer estructuras histoldgicas en base a su forma y caracteristicas tintoriales (Figura
36).

Figura 36. Histologia normal de los arcos branquiales de la madrecita de agua.

A. Corte sagital de un arco branquial de un ejemplar de Jenynsia lineata aclimatado a agua dulce
dura (> 300 ppm de CaCOs). B. Tejido duro (cartilago, hueso, y tejido de soporte) del arco
branquial. C. Vaso sanguineo (posiblemente arteria aferente) de la base de la laminilla primaria. El
tejido branquial esta tefiido con tincidn tricromica (Alcian blue 8G-Nuclear Fast Red-eosina; A-B) y
el estandar de Hematoxilina-Eosina (C).

2. Luego de identificar los distintos tejidos y unidades funcionales, identificar
histolégicamente los tipos celulares de las branquias (60X-100X de aumento) con ayuda
de atlas histoldgicos [43, 52]. La Figura 37 puede tomarse como guia histoldgica para la

identificacion de los tipos celulares de J. lineata:
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Figura 37. Histologia de las laminillas primarias de la madrecita de agua luego de dos
tratamientos cronicos a diferente salinidad.

A. Laminillas primaria y secundarias de un ejemplar de Jenynsia lineata aclimatado a agua dulce
dura (> 300 ppm de CaCOs). B. Laminillas primaria y secundarias de un ejemplar de J. lineata
aclimatado a agua dulce blanda (~ 60 ppm de CaCOs3). El tejido branquial esta tefido con tincién
tricromica (Alcian blue 8G-Nuclear Fast Red-eosina).

3. Tomar al menos 10 micrografias (60X-100X) de laminillas branquiales de J. lineata
por cada ejemplar (n=3), desde cortes histoldgicos de animales sometidos a ambas
condiciones experimentales. De esta forma, se trabajara con al menos 30 micrografias por
tratamiento. Las micrografias tienen que provenir de laminas branquiales tomados al azar
(recordar que la aleatorizacion de los datos es importante para reducir la variabilidad en

el disefio experimental, como se explicd en la seccidn introductoria correspondiente) pero

que se encuentren en buenas condiciones de conservacién (libre de artefactos
histolégicos). Recordar tomar las micrografias a la misma resolucién y con un adecuado

ajuste de la barra de escala de referencia en las fotos.
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4. Iniciar el programa Image-Pro Plus Versidon 6 (Media Cybernetic, 2012; ver Figura

38) para estimar el area y numero ocupado por liquido y estructuras histoldgicas.

5. Una vez abierto el programa, seleccionar la foto a trabajar desde el archivo de fotos
(‘File’ > ‘Open’ < ‘(ruta de directorio donde estan almacenadas las micrografias)’. Abrir el
menu ‘Manual Measurements’ (el icono es un compas con una regla amarilla); en ‘Features’
seleccionar la herramienta ‘Drag Line’ (el icono es una linea recta en diagonal). Sobre la
barra de escala estampada sobre la micrografia por el software de la camara del
microscopio, trace una linea recta que coincida exactamente con la longitud de la barra de
escala. Puede ayudarse haciendo clic con el botdon derecho del ratdn o touchpad y
seleccionando ‘Zoom In’ de forma de agrandar la micrografia. Seleccionar luego la pestaia
Input/Output, seleccionar ‘Clipboard’ y cliquear sobre ‘Export Now’. La medicion puede
entonces exportarse a una hoja de cdlculo donde obtendremos, entre otros datos, una
medida de longitud (‘Length’) que corresponde a la longitud estimada, en pixeles, de la
barra de escala del microscopio. Repetir la medicién en otras micrografias y promediar el
valor obtenido. Ya que conocemos el valor de longitud (generalmente expresado en
micrémetros por el software de la camara del microscopio) haciendo una sencilla regla de
tres podemos extrapolar el nimero de pixeles a micrémetros. Ese valor es muy importante
hacia adelante ya que nos permitira estimar medidas de ocupacién de area de las

estructuras bioldgicas.

6. Abrir el mena ‘Measure’, luego ‘Count/Size’ y ‘Options’. Asegurarse el siguiente
ajuste:

a. ‘Outline style’: Fillet

b. ‘Label Style’: None

C. ‘Dark Background on Sample’: destildada.

d. ‘Objet options’: 4-connect

e. ‘Smoothing’: 0

f. Resto de opciones destildadas.

g. ‘Clean Borders’: None

h. Cliguear ‘ok’ al final. Cerrar la ventana.
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7. Ingresar a ‘Manual Measurements’. El icono es el compas con una regla amarilla.
Dentro de la misma ventana, seleccionar entre las figuras geométricas el poligono central.

Si se abre la pestafia ‘Magic Wand’ cambiar la opcién a ‘Trace’'.

8. Apretar y mantener el botdn izquierdo del mouse y dibujar manualmente el borde
de las areas de la lamina branquial, de modo de obtener una estimacién (en pixeles) del
espacio ocupado por la laminilla branquial primaria completa en la micrografia. Completar
cuidadosamente hasta casi cerrar el trazo, pero sin llegar al punto de partida. Soltar botén
izquierdo y apretar el boton derecho del mouse. Automaticamente se cierra el trazo.
Completar todos los tejidos presentes en la micrografia. Una vez terminado, seleccionar
‘Measurements’ y asegurarse que exista una medicion ‘PGx; hasta PGx,’ con su
correspondiente valor de area en pixeles. Seleccionar posteriormente ‘Input/Output’, tildar
‘Features’ y ‘Clipboard’. Finalmente, seleccionar ‘Export Now’ y exportar a la hoja de
calculo. El programa devuelve un nimero que corresponde a la superficie de la estructura,

encerrada en el poligono, en numero de pixeles.

9. Apretando y manteniendo el botén izquierdo del mouse, dibujar manualmente el
borde de las areas ocupadas por las Células de Cloruro. Repetir hasta dibujar cada una de
las células de cloruro de la micrografia. Una vez completado, seleccionar ‘Measurements’
y asegurarse que exista una medicidn ‘Cx; hasta Cxn’ con su correspondiente valor de area
en pixeles. Seleccionar posteriormente ‘Input/Output’, tildar ‘Features’ y ‘Clipboard’. Al
final tildar ‘Export Now’ y exportar a la hoja de célculo. De la misma forma, y como
mediciones independientes, medir los espacios linfaticos entre las células pavimentosas y

capilares branquiales, y la superficie de las células accesorias mucosas.

El Mantenimiento de la Homeostasis 109



Q Image-Pro Plus - DW (20).tif (1/1) System spatial calibration
File Edit Acquire Sequence Enhance Process Measure Macro Window Help I <none> ﬂ Apply

FHEwCSBR2|B00cav/a il sHEZnll«oBA I cuRE BEE B
£ DW (20).45 (1/1) 2]

= m] X

Features I Measuvemen!sl Inpm.‘Du{pull Uptionsl Advanced DpLI

Center X Pos. Center Y Pos.

ls2 %8 |1 |~|0]@|x

¥ Display

Update I
Basic... I

Measurements —
Select Meas..

Area <
¥ Auto Add

Add >
Remove <

Trace - Click on [?] for help

Wand | Thresh= ITE Smoath= ,D_E Speed= IS_E Noise= FE I~ Auto

24761480 [163191(0.0.0.0 fwh1T [ [image: <none> (Pixels) System: <none>

[0

RGB 24(14.745.600 bytes), Zoom:25%

Figura 38. Estimacion de la superficie de estructuras histoldgicas con el programa Image-Pro plus.
Laminillas primarias y secundarias de un ejemplar de J. lineata aclimatado a agua dulce blanda
(~60 ppm de CaCOs3). El tejido branquial esta tefiido con tincién tricrémica (Alcian blue 8G-Nuclear
Fast Red-eosina).

10. Organizar hojas de calculo con férmulas apropiadas para el calculo del area ocupada
por las estructuras medidas respecto a la laminilla branquial (por unidad de area y como
porcentaje relativo); es imprescindible hacerlo con las células de cloruro y los espacios
extracelulares, aunque se puede hacerlo también en el area comprendida por las células

accesorias mucosas en ambos tratamientos.

11. Puede estimarse también el nimero de células de cloruro y mucosas por micrografia
en ambos tratamientos, aunque esto puede ser dificil en el caso de las Células de Cloruro
poco desarrolladas ya que la Eosina se confunde en el fondo tefiido con Nuclear Fast Red

y con los globulos rojos. Proceder de la misma forma que el punto 10.
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Analisis de resultados

1. Obtener la media muestral y las medidas de dispersién de las variables calculadas
con Image-Pro Plus.

2. Analizar graficamente el porcentaje de ocupacion tisular de las células de cloruro,
células accesorias (mucosas) y espacios extracelulares (que pueden interpretarse como
espacios edematicos debido al ingreso de liquido por la brecha osmoética aumentada entre
el agua y la sangre de Jenynsia) por micrografia para cada tratamiento, en relacién al

porcentaje tisular de la laminilla branquial primaria (Figura 39).

3. Analizar grafica y/o estadisticamente la media del area ocupada por las células de
cloruro, accesorias, y espacios extracelulares entre ambos tipos de aclimataciones
fisioldgicas (Figura 40). Indicar, si hay diferencias de la media obtenida, el test estadistico
asociado. Exprese los resultados en forma grafica, identificando claramente las variables.
En el mismo grafico, plotear alguna medida de dispersiéon de datos (varianza, desvio

estandar; ver Nota 35). Indicar graficamente si hay diferencias significativas.

4., Analizar grafica y/o estadisticamente la media del nUmero de las células de cloruro
y células accesorias entre ambos tipos de aclimataciones fisioldgicas (Figura 41). Indicar,
si hay diferencias de la media obtenida, el test estadistico asociado. Exprese los resultados
en forma grafica, identificando claramente las variables. En el mismo grafico, plotear
alguna medida de dispersién de datos (varianza, desvio estandar; ver Nota 35). Indicar

graficamente si hay diferencias significativas.
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Figura 39. Area relativa porcentual de las células de cloruro, células accesorias, y espacios
extracelulares respecto al area total de la laminilla primaria de J. lineata en agua dura y agua
blanda.

AD1-9: micrografias tomadas al azar de laminillas primarias de tres ejemplares de J. lineata
aclimatadas a agua dura. AB1-9: micrografias tomadas al azar de laminillas primarias de tres
ejemplares de J. lineata aclimatadas a agua blanda
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Figura 40. Comparacion estadistica del area ocupada por las células de cloruro, células accesorias,
y espacios extracelulares en la laminilla primaria de J. lineata aclimatados a agua dura y blanda.
Datos y graficos generados por el software GraphPhad Prism 6 a partir de 9 micrografias tomadas
al azar de laminillas primarias de tres ejemplares de J. lineata. Letras diferentes entre ambos
tratamientos indican diferencias estadisticas significativas.
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Figura 41. Comparacion estadistica del numero de células de cloruro y células accesorias en la
laminilla primaria de J. lineata aclimatados a agua dura y blanda.

Datos y graficos generados por el software GraphPhad Prism 6 a partir de 9 micrografias tomadas
al azar de laminillas primarias de tres ejemplares de J. lineata. Letras diferentes entre ambos
tratamientos indican diferencias estadisticas significativas.

5. Elaborar un informe que resuma breve y concisamente los resultados obtenidos.
Discuta y concluya sobre los mismos, tomando en cuenta las siguientes preguntas e

interrogantes:

6. ¢Existen diferencias anatdmicas en la branquia de Jenynsia cuando el animal es
sometido experimentalmente a aguas de menor salinidad y osmolaridad? éCuales son las
estructuras identificadas? éTodas corresponden a cambios en el tejido, o incluye ademas

a espacios llenos de liquidos extracelulares?

7. En caso de detectar diferencias estadisticas, ¢qué es lo que censa y provoca el
cambio en el niumero y masa de las células de cloruro branquiales? Considere la mayoria
de factores hormonales y nerviosos que podrian estar involucrados en el cambio

morfoldgico observado.

8. ¢Qué ventajas ecoldgicas puede tener para un pez este tipo de mecanismos
fisioldgicos?

9. ¢Cudl es la diferencia entre este tipo de aclimatacion fisioldgica y adaptacion de la
especie al medio? ¢Considera que esta capacidad puede dirigir la evolucién de algunas
poblaciones de Jenynsia? ¢éEn qué tipo de ambientes naturales las poblaciones que ostentan

esta capacidad fisioldgica podrian tener una ventaja adaptativa?
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8 NOTAS
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1. La tetrodotoxina es una potente neurotoxina presente en algunos tejidos internos de
ciertos peces del orden Tetraodontiformes (peces globo, peces cofre, ‘puffers’ y otras
especies afines). La toxina no es exclusiva de los peces globo, hay otras criaturas
(moluscos, platelmintos, bacterias, etc.) que la concentran y/o sintetizan. La TTX se une
en forma muy especifica a los canales de sodio voltaje-dependiente de los grandes axones

periféricos y mata, a dosis muy bajas, a la victima por paralisis respiratoria.

2. El tetraetilamonio bloquea los canales de potasio de los axones periféricos y produce
sintomas nerviosos similares a la TTX, aunque también afecta a otras estructuras nerviosas

ya que su efecto incluye también a canales de potasio calcio-dependientes.

3. El acuario experimental (Figura 42) debe ser rectangular y pequeno (3-15 litros de
capacidad maxima); y contener una linea de aire (LA), un termocalentador automatico
(TC) y un termdmetro. La linea de aire debe estar conectada a un compresor eléctrico (una
linea de 1000 centimetros cubicos/min es suficiente) con manguera siliconada fijada con
ventosas (V) y conectada a un difusor (D) que proporcione una salida de burbujas
pequefias y uniformes; la linea debe tener ademas una llave reguladora para ajustar el
flujo de aire. El termdmetro (Tm) debe ser sumergible y digital o a base de alcohol (no
mercurio), y el termocalentador sumergible conectado a una linea eléctrica (LE). Si el
ambiente es térmicamente estable, este Ultimo insumo no es imprescindible. Recordar que,
al aumentar el volumen, aumentan proporcionalmente también la cantidad de sales y

soluciones a utilizar.
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Figura 42. Diagrama del equipamiento y disposicion de un acuario experimental genérico.

4. El numero de acuarios experimentales dependera de varios factores; por ejemplo, la
cantidad de estudiantes, el nUmero de sujetos animales aprobados por CICUAL, el espacio
fisico del laboratorio, o el tiempo disponible para llevar adelante la experiencia, entre otros
factores. Se recomienda disponer de al menos tres y no mas de seis acuarios con agua
dulce declorada y su correspondiente contrapartida para el tratamiento con agua salobre.
Aumentar el nimero de acuarios no necesariamente acorta los tiempos para llevar la
experiencia ya que complejiza la logistica del armado de termocalentadores, tomas
eléctricas, lineas de aire, reguladores, conectores y compresores. Demasiados acuarios y
muchos alumnos provocan también un aumento de las redes y trafico de personas
apuradas en pesar el sujeto animal. Una serie de tres acuarios por tratamiento es ideal,

ya que pueden compartir un solo compresor de ‘doble boca’ de al menos 7500 centimetros

cubicos de aire por minuto (Figura 43). Por otra parte, los animales de los taxa elegidos

pueden compartir los acuarios experimentales sin problemas de compatibilidad si se
respetan los tamafios recomendados. Si es necesario, los alumnos pueden dividirse en
comisiones y repetir la experiencia para sumar nimero muestral.
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Figura 43. Disefio experimental propuesto para la experiencia 3.

5. El tiosulfato de sodio es el principal componente de los productos ‘anticloros’; el
compuesto reacciona con el cloro activo afadido al agua corriente produciendo una
diversidad de sales secundarias. Aunque el producto se descompone en numerosos
compuestos de azufre, aproximadamente una gota de soluciéon concentrada (50-100 g/L)
por litro de agua (concentracién final aproximada de 2-4 mg/L) es suficiente para

neutralizar el cloro activo del agua de red.

6. La especie ostenta un marcado dimorfismo sexual por tamano; siendo las hembras
mucho mas grandes que los machos. Las hembras pueden reconocerse ademas por una
notable ‘mancha gravida’ de color rojo, y ausencia de gonopodio en los primeros radios de
la aleta anal. Los machos, en el acuario, son ademas mas activos que las hembras, por lo
gue el indice metabdlico es posiblemente diferente entre ambos sexos. Siempre que fuese
posible, se recomienda trabajar con ejemplares hembra, que son mas faciles de manipular

y pesar.

7. Los camarones fantasmas tienen un comportamiento natatorio que involucra una
vigorosa reaccion del telson, impulsando al animal rapidamente hacia atras en la columna

de agua. Esa reaccién se desata normalmente cuando el animal es contactado con un
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objeto. Si ese comportamiento de huida esta notablemente disminuido ante la perturbacién
del animal con una varilla plastica, adicionalmente a un cambio notable en la transparencia
del cuerpo que se vuelve anormalmente ‘opaco’, se infiere que el animal sufre un estrés o
injuria fisiolégica importante. Curiosamente, parte de ese reflejo de huida en los
camarones palemoénidos estd conformado por fibras motoras gigantes, similares al
reconocido axon gigante de calamar, y con discontinuidades anatémicas nerviosas que
presentan continuidad eléctrica [53]; lo que puede ser interesante para que los alumnos
integren a la experiencia la fisiologia de la transmisidn de informacién nerviosa y la sinapsis

celular.

8. El numero de acuarios experimentales dependera de varios factores; por ejemplo, la
cantidad de estudiantes, el nimero de sujetos animales aprobados por CICUAL, el espacio
fisico del laboratorio, o el tiempo disponible para llevar adelante la experiencia, entre otros
factores. Se recomienda disponer de al menos tres y no mas de seis acuarios con agua
dulce declorada y su correspondiente contrapartida para el tratamiento con tres pH
diferentes. Aumentar el niumero de acuarios no necesariamente acorta los tiempos para
llevar la experiencia ya que complejiza la logistica del armado de termocalentadores, tomas
eléctricas, lineas de aire, reguladores, conectores y compresores. Una serie de tres
acuarios por tratamiento es ideal, ya que pueden compartir un solo compresor de ‘doble
boca’ de al menos 7500 centimetros cubicos de aire por minuto (Figura 44). Los alumnos
deben tomar su tiempo para modificar el pH de los acuarios experimentales y calcular el
volumen de NAT a partir de la solucion madre de sales de amonio, por lo que es posible
gue la experiencia no empiece sincronizada en todos los grupos. Los animales de los taxa
elegidos pueden compartir los acuarios experimentales sin problemas de compatibilidad si
se respetan los tamafios recomendados. En caso que se planifique la experiencia con mayor
potencia estadistica, los alumnos pueden dividirse en comisiones (no necesariamente con
la misma tarea) y repetir luego la experiencia para sumar nimero muestral. Recordemos
gue otros factores deberan tenerse en cuenta para afinar el disefio experimental, por
ejemplo, no utilizar los mismos animales que en las experiencias previas, unificar los

criterios de cada observador, usar las mismas soluciones y calculos, etc.

El Mantenimiento de la Homeostasis 119



_Agua dulce declorada

|
) S pp A S Jp ) GEE—
oz W & > e
y & = '
\v4 \v4 \v4
JAgua dulce declorada._____
.
gl | L | |
H = i ! i
L pHOS i i pHTO i i PHBO

Figura 44. Disefio experimental propuesto para la experiencia 4.

9. La longitud estandar de un pez es la distancia lineal comprendida desde el extremo del
morro (la boca en el caso de Carassius) y el final del pedunculo caudal, sin incluir en la
medicidn la longitud de la aleta caudal. Esto es especialmente importante en Carassius ya
gue existen numerosas variedades obtenidas por seleccion artificial con diversidad de
formas, colores, y especialmente tamano y duplicaciéon de las aletas [54]. Ademas, las
formas de cria altamente selectiva, cuyos origenes pueden remontarse a China hace mas
de 1000 afos, pueden tener diferentes requerimientos de mantenimiento y generalmente
no presentan el vigor y la resistencia a condiciones adversas que las formas de cria

cercanas al fenotipo salvaje.

10. La Longitud (Recta) de la Concha es la distancia lineal que existe entre el dapex y el
extremo distal de la abertura en la concha de un gasterdpodo [55]. En ejemplares pequefios

es necesario utilizar un calibre para mayor precision de la medicién.

11. La modificacion del pH puede ser mas o menos dificultosa segun las caracteristicas

quimicas del agua corriente disponible. En general, aguas ‘duras’ (ricas en

carbonatos/bicarbonatos de iones divalentes) son alcalinas y presentan ademas un poder
tampon considerable, por lo que la modificacion del pH puede llevar cierto tiempo. Por el
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contrario, las aguas ‘blandas’ (pobres en sales) tienen un poder tampén bajo y el pH puede
modificarse rapidamente ante la adicién de bases o acidos, por lo que debe procederse con

cuidado ‘gota a gota’.

12. La frecuencia respiratoria en los peces teledsteos puede calcularse contando los
movimientos operculares del pez (o alternativamente, los movimientos de la boca) en un
periodo de tiempo determinado. Por ejemplo, en Carassius pueden contarse los
movimientos operculares en 10 s y multiplicarlos por 6 para expresarlos como ciclos
respiratorios por minuto. Para una mejor aproximacién, pueden hacerse tres series
independientes y calcular un simple promedio aritmético. La frecuencia respiratoria aérea
en los caracoles ampularidos es un poco mas dificil ya que es un respirador dual que
presenta una ventilacidon aérea intermitente; se recomienda expresarla como nimero de
extensiones del sifén hasta la superficie en un periodo de 10 o 15 minutos. En cuanto a
datos cualitativos, los alumnos son capaces (luego de una observacion adecuada y guiada
y sin un conocimiento exhaustivo de la biologia basica de las especies elegidas) de
reconocer diferencias en la secrecién mucosa de peces y gasterépodos acuaticos y su
aumento en relacidon a una secrecidn ‘basal’. Lo mismo puede decirse para cualificar la
reactividad y comportamiento de huida de los camarones al ser perturbados con una varilla
plastica; la excitacidn nerviosa en todos los animales respecto a un estado basal en el
acuario de agua dulce declorada (sin amonio); depresion nerviosa (movimientos natatorios
erraticos, pérdida de equilibrio o hiporreactividad en relaciéon a un estado basal en todos
los animales, cambios de color y opacidad en los camarones fantasma, muerte. La Figura

45 resume los caracteres cuantitativos y cualitativos a registrarse en la experiencia:

Frecuencia (movimientos Promedio de tres mediciones independientes, calculada como (nimero de
operculares/min) ‘! movimientos operculares*10 s) * 6

Frecuencia (vaciado sifon/ Namero de extensiones del sifon en el periodo de 10 minutos del

10 min) "2 experimento.

Secrecion mucosa '3 Cambios en la secrecion epidérmica de moco en peces y gasterdpodos.
Reactividad ' Reaccion relativa del telson de los crustaceos ante la perturbacion con una

varilla plastica (huida).
Movimientos natatorios exacerbados en relacion a un estado basal (t=0) en
todos los animales.

Excitacion nerviosa'>

Depresion nerviosa'® Movimientos natatorios erraticos y/o hiporreactividad en relacion a un estado
basal (t=0) en todos los animales, cambios de color (mayor opacidad) en
crustaceos.

Muerte 7 Verificada entre los 30 minutos posteriores al experimento (ausencia de

movimiento opercular en peces, inmovilidad y arreactividad en gasterdopodos
y crustaceos.

N/A No aplica.
() Negativo.
(+) (++4) (+++) Positivo.
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Figura 45. Tabla de items a evaluar en la experiencia 4.

13. Soluciones de buffer fosfato disefiadas a un pH determinado pueden prepararse a partir
de la mezcla proporcional de dos soluciones concentradas de sales de fosfatos. Se
recomienda preparar dos soluciones madre de sales de fosfato de potasio, ambas de
concentracidon 1M. La primera, solucion, de fosfato de potasio monobasico (KH.PO4, peso
molecular 136,086 g/mol), se prepara pesando 6,8 g en 50 mL, esterilizando la solucién y
guardandola en la heladera. Por otra parte, la segunda solucién, de fosfato de potasio
dibasico (K;HPO4, peso molecular 174,2 g/mol), se prepara pesando 8,7 g en 50 mL,
esterilizando la solucién y guardandola en la heladera. Ambas deben utilizarse en el
momento para preparar la solucidon amortiguadora de fosfato, o en su defecto ser filtradas
por ejemplo con un papel de filtro Whatman (160 pm de espesor y < 2 um de tamafo de

poro) previo a su uso.

14. Si bien el pH estomacal es variable, usualmente puede alcanzar valores de 1-2
unidades de pH. En la experiencia se busca evaluar el comportamiento de la amilasa
salival humana, cuya actividad catalitica es maxima a pH neutro. Si no se dispone de un
pHmetro digital, puede orientarse utilizando indicadores de papel de pH basados en rojo
de metilo o naranja de metilo, que viran a un color rojo o anaranjado fuerte ante valores
de pH menores a 4. Sin embargo, las enzimas salivales pueden seguir actuando sobre el

almidon y el viraje de color esperado ser menos contundente.

15. La solucién de Lugol es de un color amarillo-amarronado, coloraciéon proporcionada por
fotones emitidos tras los saltos de energia de los electrones de los ‘complejos de
transferencia de carga’ (yodo molecular y los iones negativos de yodo presentes en la
mezcla de sales) ante la incidencia de luz. Por otra parte, el almidén es un carbohidrato
complejo formado principalmente por dos cadenas de polisacaridos de glucosa unidos de
manera diferente, la amilosa (lineal) y la amilopectina (ramificada). Cuando una solucién
de Lugol se pone en contacto con almiddén, los iones ioduros negativamente cargados
forman complejos con las cadenas lineales de amilosa, formando nuevos complejos de
transferencias de carga que emiten radiacién a una longitud de onda diferente; a los ojos
del ser humano, la solucion resultante se torna azul oscuro. La profundidad y tono de esa
coloracion depende de la cantidad de amilosa (y, por lo tanto, de almidén) y el pH de la
solucidon que desnaturaliza las cadenas de almidoén, oscilando entre un color azul oscuro,

purpura y amarillo-amarronado dependiendo de la concentracién y pH. La amilasa salival
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tiene un pH éptimo de accién de 6,9 e hidroliza los enlaces a-1,4 glucosidicos liberando
mondmeros de glucosa y disminuyendo por lo tanto la cantidad y tamafio de las hélices de
amilosa. Es esperable entonces que el color resultante varie segun el pH de la solucion, la
cantidad de enzima presente, y la calidad de la fécula utilizada. Por otra parte, la secrecién
in vivo depende de muchos factores, por lo que los volumenes de solucion propuestos para
esta experiencia son sélo orientativos y deben ajustarse previamente con el material

disponible.

16. El espectrofotometro es basicamente un aparato que, a través de |lamparas especiales
y filtros monocromadores, emite un haz de luz a una determinada longitud de onda que
atraviesa una solucion en una cubeta transparente y es analizado por un fotodetector que
cuantifica la absorbancia (cantidad de luz absorbida) o la transmitancia (cantidad de luz
no absorbida) por la muestra a esa longitud de onda [56]. Para cuantificar proteinas o
péptidos en solucidon se necesita emitir a una longitud de onda de 280 nm (rango
ultravioleta) y utilizar cubetas de cuarzo, que aseguran, a diferencia del vidrio, que la luz
UV no sea absorbida por las paredes del recipiente. Para fines comparativos, el blanco debe
hacerse con el mismo buffer y al mismo tiempo que la solucidn incégnita; si la absorbancia
medida es mayor a 2, debe hacerse una dilucidén 1/10 para ingresar al rango de linealidad
de la curva absorbancia vs concentracion [57]. Para cuantificar en forma absoluta, puede
hacerse una curva de concentracidon conocida de albumina, aunque no consideramos que
sea conveniente en esta experiencia ya que distrae y complica la experiencia de fisiologia

digestiva.

17. La gelatina es una mezcla compleja de proteinas animales, principalmente de la matriz
celular (colagenos); esto hace que las propiedades de gelificacidon y disolucion sea muy
variable segun la temperatura, calidad y naturaleza de la proteina purificada. La
concentracion también es importante, ya que determina el tamafno del poro del gel y la
‘accesibilidad’ de otras macromoléculas tales como la tripsina. Se han obtenido resultados
muy variables segun la temperatura, del fabricante, y de la procedencia de la gelatina. Por
eso el protocolo de ese libro es orientativo y se recomienda probar diferentes tiempos de
incubacién, concentraciones y proveedores en condiciones de laboratorio lo mas

estandarizadas posible para obtener buenos resultados.
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18. La gelatina, a diferencia de otros gelificantes como el agar, gelifica a temperaturas
relativamente bajas (menores a 25 °C). Un buen punto para transvasar la gelatina liquida
a los microtubos Eppendorf es cuando al tocar el vaso de vidrio con un guante fino de
latex, se experimenta una sensacién de calor sin una ‘sensaciéon de quemadura’ asociada.
Esta experiencia sensorial es Util como disparador para el repaso de los receptores
sensoriales y en particular para el estudio fisiolégico del dolor, ya que el calor ‘quemante’
es una sensacidon compleja que involucra la activacién de fibras C amielinicas (nociceptores
polimodales que, entre otros estimulos, se estimulan por temperaturas superiores a 40
°C).

19. El numero de acuarios experimentales dependera de varios factores; por ejemplo, la
cantidad de estudiantes, el nimero de sujetos animales aprobados por CICUAL, el espacio
fisico del laboratorio, o el tiempo disponible para llevar adelante la experiencia, entre otros
factores. Se recomienda disponer de tres acuarios de agua dulce declorada a temperatura
ambiente y no mas de seis acuarios para los tres tratamientos térmicos. Si se utilizan
separadores, el espacio delimitado entre ellos debe ser suficiente para colocar
comodamente los geles refrigerantes o los termocalefactores para el tratamiento
hipotérmico e hipertérmico respectivamente. Los geles refrigerantes deben almacenarse a
-20 °C en un compartimento limpio del freezer y ser retirados inmediatamente antes de
comenzar la experiencia con los animales dentro del acuario, de forma que la temperatura
baje en forma rapida pero uniforme. Asegurar que la bolsa no tenga ningun tipo de
rasgadura o pinchadura, y que ningun solvente o producto quimico quede adosado en su
superficie, limpiando la superficie con alcohol al 70°. Por otra parte, los termocalefactores
deben tener suficiente potencia (al menos 10 vatios por litro de agua del acuario), de forma
que la temperatura suba en forma rapida pero uniforme. Ya que la potencia del aparato
suele ser proporcional a la altura del tubo de vidrio del calefactor, es posible (y
conveniente) duplicar la potencia en watts utilizando dos aparatos por acuario
experimental, ubicados en ambos extremos, si los acuarios no tienen la altura apropiada
para un solo termocalefactor potente. Aumentar el nUmero de acuarios no necesariamente
acorta los tiempos para llevar la experiencia ya que complejiza la logistica del armado de
termocalentadores, tomas eléctricas, bolsas de geles refrigerantes, lineas de aire,
reguladores, conectores y compresores. Una serie de tres acuarios pueden compartir un
solo compresor de ‘doble boca’ de al menos 7500 centimetros cubicos de aire por minuto

(Figura 46). Los animales de diferentes tamafios pueden compartir cada espacio delimitado
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por separadores sin problemas de compatibilidad. En caso que se planifique la experiencia
para obtener mayor potencia estadistica, los alumnos pueden dividirse en comisiones y
repetir la experiencia para sumar numero muestral. Recordemos que otros factores
deberan tenerse en cuenta para afinar ese disefio experimental, por ejemplo, no utilizar
los mismos animales que en las experiencias previas, unificar los criterios de cada

observador, usar las mismas soluciones y calculos, etc.
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Figura 46. Disefio experimental propuesto de la experiencia 6.

20. Cada separador puede construirse con dos varillas idénticas, en entre 1-2 cm de ancho
y de un largo igual a la altura del acuario, sosteniendo entre si una tela rigida de plastico
de 1 cm de tamano de poro entramadas con dos varillas de vidrio transversales (una
superior y otra inferior) de idéntico ancho (1-2 cm) pegadas con silicona transparente que
no contenga fungicida. El separador puede entonces ubicarse en cualquier posicién del
acuario, sostenidas con ventosas plasticas. El tamafio de poro permite pasar la linea de
aire y ademas que la temperatura y gases sean homogéneos, sin ningun tipo de

estratificacion fisicoquimica en los acuarios experimentales.

21. Se recomienda invertir en un oximetro o medidor digital multiparametro que estime,

con un electrodo, el oxigeno disuelto en el agua. Estos aparatos son faciles de usar,
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calibrar, y son razonablemente precisos. Ademas, poseen generalmente una compensaciéon
automatica segun la salinidad y la temperatura (recordemos que la capacidad de disolucién
del oxigeno gaseoso en el agua disminuye con el aumento de la salinidad y temperatura,
y aumenta con el aumento de la presion atmosférica). Por otra parte, existen ademas test
colorimétricos de oxigeno que dan como resultado, luego de disolver consecutivamente
una serie de reactivos, una solucién coloreada cuyo color, tono e intensidad debe ser
comparada con una escala impresa. En la experiencia personal, los resultados basados en
test colorimétricos no son fiables, dificilmente repetibles, y varian mucho en base al
observador, el experimentador, la iluminacién de la sala, y los reactivos suelen perder sus

propiedades rapidamente, incluso dentro de la fecha de vencimiento del producto.

22. La proporcidon 9:1 de agua reconstituida/agua corriente declorada propuesta
proporciona una concentracion salina cuya conductividad es similar al agua de la cabecera
del sistema de distribucidon de agua del Rio Mendoza (900 pS/cm) [58]. Esa conductividad
garantiza similar osmolaridad, pero una capacidad amortiguadora de pH muy disminuida
por la dilucidn de las sales carbonatadas. De esta forma, es posible estimar el aumento del
CO; por actividad respiratoria a través de la disminucién del pH del agua ya que el diéxido

de carbono tiene reaccion acida en el agua, respondiendo a la ecuacion I:

Ecuacién (I):

CO: (dioxido de carbono gaseoso) + H20 (agua) <---> H2CO3 (acido carbodnico)

Este acido carbdnico formado pierde rapidamente un hidrégeno formando cation hidréogeno

y anién bicarbonato:

H2CO: (acido carbonico) <---> H* + HCOs™ (anion bicarbonato)

Por supuesto, la proporcidon debe ajustarse segun la composicion del agua de origen en la
que se planifique la experiencia. Otra posibilidad practica (que no hemos testeado) es
hervir el agua corriente. El hervor del agua elimina los gases disueltos (oxigeno molecular
y didxido de carbono) por lo que, segun las reglas de equilibrio quimico, la ecuacién II se
desplaza a la derecha. De esta forma el calcio soluble y el anién bicarbonato forman
carbonato de calcio insoluble. Este carbonato de calcio precipita formando una ‘costra’ en

el recipiente y deja de formar parte del equilibrio idnico del agua:
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Ecuacion (1II):

Ca2t (acuoso) + 2HCO3" (acuoso) <====== > CaCOs3 (sélido) + CO:2 (gaseoso) + H20 (liquido)

El calcio combinado con otros aniones diferentes (por ejemplo, sulfato o cloruro) no
participa de ese equilibrio y permanece soluble independientemente de cuanto gas

carbonico eliminemos calentando el agua (dureza ‘permanente’).

23. Hoplisoma paleatum (ex Corydoras paleatus) ostenta una caracteristica relativamente
comun a otras especies del Orden Siluriformes: presenta un dimorfismo sexual por tamafio,
siendo en general las hembras mas grandes que los machos [20]. Esto significa que existe
un sesgo sexual si se establecen dos categorias arbitrarias de tamafnos corporales. Esto
deberia ser tenido en cuenta en un disefo experimental con potencia estadistica elevada,
y ademas deberia ser discutido con los alumnos, ya que el indice metabdlico puede variar

también en funcién del sexo y la edad reproductiva.

24. El género Hoplisoma comprende especies tropicales y subtropicales de pequeros peces
acorazados que tienen la capacidad de intercambiar gases tanto en el agua como en el aire
(respirador dual) [59]. Estas especies intercambian gases respiratorios por las branquias
como cualquier otro pez teledsteo, pero poseen ademas un epitelio intestinal especializado
que sirve como o6rgano respiratorio accesorio de modo de utilizar, bajo ciertas
circunstancias, la respiraciéon aérea en forma facultativa [60, 61]. Los opérculos de
Hoplisoma paleatum son pequefos, relativamente inconspicuos, y la boca es pequena, por
lo que se necesita cierto entrenamiento previo para reconocer cada ciclo respiratorio. Por
otra parte, cuando el animal estd en reposo y el consumo de oxigeno es bajo, el
movimiento opercular es muy pequefio y cuesta mucho cuantificarlo. Una forma
relativamente sencilla de proceder es observar de cerca al ejemplar, con el eje de la visién
del observador horizontal al acuario de observacion, en la zona de los radios
branquiostegos, bajo el hueso subopercular (Figura 47). Por otra parte, la toma de aire
atmosférico es facil de reconocer por un observador. El animal, desde una posicién
generalmente pasiva en el fondo del acuario, nada rapidamente en forma diagonal hacia

la superficie del agua, donde toma velozmente una burbuja y la deglute, volviendo

El Mantenimiento de la Homeostasis 127



velozmente a la posicion original. Aunque la maniobra etoldgica es facilmente reconocible,
ocurre en pocos segundos y no sigue un patrén temporal regular, por lo que el observador
tiene que estar atento en todo momento. Se recomienda que los alumnos tengan un

entrenamiento previo al respecto antes de iniciar los experimentos.

Figura 47. Diagrama de la cabeza de un pez del género Hoplisoma.
El circulo rojo muestra la zona opercular discutida en la Nota 24.

25. Esta experiencia debe ser planificada, en su etapa con animales vivos, como un
experimento extenso en el tiempo (21 dias). El nimero de acuarios experimentales
dependerd fundamentalmente del nimero de sujetos animales aprobados por CICUAL, ya
que el punto final del experimento involucra eutanasia programada. En mi opinidén, un
numero de tres ejemplares de J. lineata por tratamiento es suficiente para establecer una
buena comparacién estadistica de las variables sugeridas, aun con niveles de significancia
y potencia estadistica altos, particularmente si se trabaja mas adelante con una buena
‘seleccion aleatoria’ de micrografias branquiales de forma de disminuir la dispersion de
datos. Se recomienda disponer de al menos tres acuarios de agua dulce ‘dura’ y tres
acuarios de agua dulce ‘blanda’ con un unico ejemplar en ellos. Si se trabaja con animales
de diferente sexo, es conveniente que los animales no tengan acceso visual al compafiero
del acuario adyacente, ya que los machos de Jenynsia suelen disponer de mucho tiempo y
gastar mucha energia en el cortejo de las hembras. La experiencia podria realizarse en dos
acuarios (uno por cada tratamiento) y tres ejemplares aislados por separadores similares
a los descriptos en la Nota 20. Sin embargo, debe decirse que (en este caso particular) la
unidad muestral seria el acuario y no el pez individual, ya que es posible que (al menos en

parte) los cambios histoldgicos branquiales puedan ser explicados por la interaccion social
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o por sustancias moduladoras producidas por los animales y disueltas en el agua. Por otra
parte, aumentar el numero de acuarios complejiza la logistica del armado de
termocalentadores, tomas eléctricas, bolsas de geles refrigerantes, lineas de aire,
reguladores, conectores y compresores. Una serie de tres acuarios pueden compartir un

solo compresor de ‘doble boca’ de al menos 7500 centimetros cubicos de aire por minuto

(ver Figura 48).

Agua corriente diluida ("blanda”)
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Figura 48. Disefio experimental propuesto para la experiencia 7.

26. La benzocaina es un anestésico aprobado para su uso en peces, cuya solucion madre
puede ser preparada en un tubo plastico tipo Falcon de 50 mL pesando 4,5 g de droga
pura, agregando 45 mL de etanol (100%) y almacenado en la heladera al abrigo de la luz
[6, 62]. La droga es relativamente barata, no tdxica para el ser humano, pero es
relativamente poco soluble en agua; por ello, es que su dosis es dificil de calcular si no es
administrada parenteralmente, ya que depende de la solubilidad (contenido mucoso-
lipidico) del epitelio branquial, intestinal, y dérmico, y de las condiciones fisicoquimicas del
agua del acuario. Existen otras drogas similares derivadas de la benzocaina (por ejemplo,
el Mesilato de Tricaina o ‘MS 222’) que son mucho mas solubles en agua, pero
comparativamente mucho mas caras; todos ellos pueden utilizarse en las dosis

recomendadas por la bibliografia. Se recomienda utilizar un recipiente pequeno (bafio
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anestésico) de tamano y forma adecuada a la especie, en el que se agregue inicialmente
solucion madre de benzocaina para llegar a una concentracion final de 0,05 g/L bajo

agitacion constante.

27. Las soluciones fijadoras de formaldehido son irritantes por contacto directo, e irritantes
del sistema respiratorio, causando en algunas personas cuadros de neumonia y bronquitis
luego de su inhalacién. El formaldehido es ademas un xenobidtico con efectos toxicos para
la médula 6sea y el cerebro [63, 64]. Si se prepara desde la droga pura, recomendamos
hacerlo bajo campana, pesando 4 g en un tubo tipo Falcon de 50 mL y agregando 50 mL
de agua destilada o una solucidn neutra de buffer fosfato, bajo movimiento y calentamiento
constante (60 °C) en un agitador magnético hasta la disolucion total. La disolucién suele
acelerarse agregando gotas de NaOH 1N. Es imprescindible el uso de material de proteccién
(barbijo, guantes). Puede usarse como reemplazo soluciones de formalina (formol al 37%)
diluidas apropiadamente, pero la fijacién de las piezas histoldgicas suele ser mas pobre y

los preparados de menor calidad (mas artefactos, rotura del tejido, etc.).

28. El dispensador de parafina es un insumo comun en laboratorios donde se realiza
histologia de manera rutinaria, pero no es imprescindible en esta experiencia, ya que puede
reemplazarse por un espacio cerrado con mechero y estufa de laboratorio que permita
trabajar a la parafina en forma liquida. Esta ultima puede obtenerse desde diversos
proveedores de insumos de laboratorio y presenta, segin la marca comercial, diferentes

puntos de fusion, usualmente entre 55 y 60 °C.

29. Un set de tincién es basicamente el conjunto de soluciones a concentracion final de
uso dispuestas en una serie de jarras de Coplin, ordenadas l6gicamente segun el protocolo
de tincidn a utilizar. La Figura 49 muestra la légica del protocolo de tincidn de la experiencia
para obtener una tincién tricromica basada en Alcian Blue/Nuclear Fast Red/Eosina,
desarrollada por Dellagnola y colaboradores [51]. Las soluciones deben ser mantenidas en

recipientes individuales (120-150 mL) bien tapados hasta su uso.
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Figura 49. Diagrama del set de tincion y disefio experimental propuesto para los preparados
microscopicos de la experiencia 7.

Abreviaturas: Xil, xileno; Et70, solucién de etanol al 70%; dH20, agua destilada; AB, Solucion de
Azul Alcian (1% pH 2.5); A-Et70 9.2, Solucion de Amoniaco/Alcohol (70%, pH 9,2); NFR, Solucién
de Rojo Nuclear Rapido (0,1%); Ac 4.5, Solucién de Acido Acético pH 4,5; Eo, Solucién de Eosina
(0,5%); C - X, Carbol - xileno.

30. El xileno se evapora facilmente y puede irritar los ojos, las membranas mucosas y la
piel. La exposicion prolongada a este solvente puede tener efectos nocivos en los sistemas
nervioso, musculoesquelético, gastrointestinal, respiratorio, renal, endocrino vy
cardiovascular [65]. Tener cuidado al trabajar cerca de fuentes de llama porque el xileno
es un liquido inflamable. Por estas mismas caracteristicas, el xileno debe descartarse
siguiendo las practicas adecuadas de gestion de residuos de laboratorio para respetar la

bioseguridad ambiental.

31. Aunque nosotros mostramos el detalle para uso de Image ProPlus, existen numerosos

programas de analisis de micrografias que pueden ser adaptados para la experiencia. Uno

de ellos, muy completo y de licencia de uso libre, es Imagel (https://imagej.net/ij/, [66]).

32. Existen numerosos programas de soporte estadistico para comparar la media muestral
de una variable. Se recomienda, en caso de utilizar analisis estadistico en la experiencia,
el uso de los programas que los alumnos hayan usado previamente, o en su defecto, sean

capaces de manejar con facilidad.
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33. Jenynsia es un pez que se alimenta principalmente a base de artropodos en la
superficie del agua; sin embargo, acepta cualquier tipo de alimento comercial para peces.
Se recomienda proporcionar la comida al menos dos veces por dia la cantidad que puedan
consumir en pocos minutos, a base de alimento en escamas para peces tropicales (con un
contenido de al menos >30% de proteina asimilable). Las escamas pueden
complementarse con otro tipo de alimento seco (por ejemplo, en ‘sticks’ o pastillas de
fondo) a base de algas (por ejemplo, enriquecido en la cianobacteria Spirulina) y
eventualmente alimento fresco o en gel rico en proteinas. El alimento no debe sobrar ni
acumularse en los filtros o el fondo del acuario, ya que se corre el riesgo de provocar un
aumento de productos nitrogenados poco oxidados (tdxicos) y el sobrecrecimiento de

bacterias heterotréficas u otros microorganismos potencialmente patégenos.

34. La técnica requiere cierta practica, pero no es complicada en ejemplares grandes;
recomendamos abrir con cuidado el opérculo con pinzas y extraerlo con unas tijeras
afiladas pequefias siguiendo el borde preopercular desde abajo hasta cerrar la incisién con
la abertura superior subopercular (Figura 50A). Extraer con muchisimo cuidado, sin tocar
los filamentos branquiales, los arcos branquiales, seccionando los arcos branquiales en la
union con la cavidad bucofaringea (Figura 50B). Si el ejemplar es muy pequefio, se puede
cortar la cabeza con un bisturi afilado a la altura del opérculo y liberar la base del arco

hioideo para exponer los arcos branquiales (Figura 50C).
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Figura 50. Obtencion de tejido branquial en ejemplares eutanasiados de J. lineata luego de dos
tratamientos osmdticos diferentes.

A. Secuencia fotografica que muestra el area ocupada antes de la remocion del opérculo (linea roja
discontinua) y después de su remocion (flecha roja) de la cabeza de un ejemplar de J. lineata visto
bajo la lupa estereoscopica. B. Arcos branquiales con tejido intacto extraido satisfactoriamente del
ejemplar mostrado en A. C. Zonas extra de diseccion con bisturi y tijeras (linea roja discontinua)
para un mejor acceso a los arcos branquiales en un ejemplar pequefio de J. lineata.

35. Las medidas de dispersién son muy utiles para conocer la variabilidad de los datos de
una variable en una muestra, pero deben ser usadas con cuidado ya que no todas significan
conceptualmente lo mismo. Por ejemplo, en las ciencias biomédicas suelen utilizarse
indistintamente la Desviacion Estandar (SD por sus siglas en inglés) y el error estandar
(SE por sus siglas en inglés) como sindnimos, siendo conceptualmente diferentes. La SD
es una medida de dispersién valida para una muestra o subconjunto de una poblacion en
particular, mientras que el SE estima cdmo variaran las medias de la muestra con respecto
a la desviacion tipica de esta distribucion de muestreo, disminuyendo a medida que el
numero de muestras aumenta. Recomendamos articular con los docentes de los espacios

curriculares estadisticos para reforzar estos conceptos en los estudiantes.
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10 ANEXO I: EJEMPLO DE DOCUMENTO CICUAL PARA PROTOCOLOS
Y PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
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INFORME PARA LA EVALUACION DE ACTIVIDADES EN INVESTIGACION, DOCENCIA ¥

SERVICIOS QUE INVOLUCREM LA UTILIZACION DE ANIMALES

e lEnibe cite Formnubeirss Se dedes Facilisr la reviadn de los rabs)od gus redluoren el uso de animakes Lod Satos il
wobcEdos Serdn devades Sl Connlb Erestituciors] Pars el Culdeds di Anlinales di Laborsborss (CECIALY, o quié poded efect usi
Suderendibs & ireesi gador O diosnte.

1. TETULO DEL PROYECTO
El Mantenimiento de la Homeosstasis — Guia de Laboratorio de Fisiologia Animal

2. OBIJETIVOS DEL PROYECTO fDewoil de forms resurdds s ohijethanes Gui S& Do guen]

El presente proyects imoalocra algunes expedencias de laboraborio disefiados para |a enseffanzs da
Fisiologla Animal, espado cemicular correspondient= & tercer 2o de |8 carmera de Uosndatura en
Clendas Bésicas (orientacion Blologla) de la Fecultad de Clencles Exactes v Naturales (Universidad
Hational de Cupn). Con estes expariencias de laborataro s& pretende que & alumno de Fisiologia
Animal comprenda el significada del térming “homeostasis” vy onstruya una visidn fisialogica
integrada ebardanda aspectes comparatived taxontmioog, ecoldgims ¢ ewalubives. Para estos
enperirmentos de  laboratoris, %= han selecdonads un conjunts de  eSpeces  animales,
filogendticarnente  distentes, pera eveluar algunas respoestas  metabdicas In wiwo comao
consecuencia & clertos desafios fiioldgioss bejo condidones controladas. Los experméntos
deseribes han sido dissfades de forma deé minimizar & estrds v el nomero de animales por
experiencis. Otras eopariend as practices de la meterla <2 han planificada v wire y no ineolucran la
utilizacidn de animeles, par lo gue fo Serdn descrikas aqui.

3. DATOS DEL INVESTIGADOR RESPONSABLE
Apellido y Mormbres: DELL AGROLA, Federico Agustin
Teléfono: +54 {0261) 413-5000 |nr.l=m|:| 2714,
E-mail: dedlsgnolafitgmail com

4. NOMBRE DE LA FACULTAD/SINSTITUTO/ O EMPRESA AL QUE PERTEMECE EL
INVESTIGADOR

Uniwersidad Nadonal de Cuya.,

5. ENTIDAD QUE FINANCIA EL PROYECTO
Universidad Hadanel de Cuya.

6. DURACION DEL PROYECTO el CHUAL oo and Su aval, cusrfn corresgonds, por 18 duracide oLl del propscto
o IreeRigeddn

Lewts trabajos practioos de la materda de figiclogia enirmal Seran incorporadas en al sagurdo sermstra
e 2017, D Ser gprobado @ protecalo, sollcitamos que @l gval S ectiends par 5 efias. Adimismao,
fds Comprometemas a solicitar una nueva éavalusdan i e inosrparan cualguier tipa de modifl cadidn
ar @l presante rfarrma.

7. TITULO DEL PROCEDIMIENTO O DE LOS PROCEDIMIENTOS (S enberde por procsdivients beia
it | st die i andmal con Mnes Sentifioes o de dotenos que puids chisaile Jokor, Sarimients, Sngoas o Gafia prolomg i,
Incdodds boada Sctiecidn e possdds dae bogar al racidends de un andmel en les oond icores anderiones. o2& debe confundi un
eireend W T £ Ll PPOrr 0 g IMvESUgEcdrL L Sroypits posde ol wEries prodasSiml o, S s prdrp el | vehetra sl
G procedimento, el os)

PFrooedirmienbs 1: Culthvo dé lenpnds molbidenstata (Anablepldae, Oyprinodontiforrnes) en rmedios
atudbcos de diferente salinidad v eamolaridad.
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Procedimiento 2: Estudio de la frecuencia respiratoria (branguial e intestinal) en animales cn
respiracidn dual expuestos a diferentes temperaturas.

Procedimiento 3: Diferencia de agua osmitica (pesado) de organismos acudticns expuestos a
cambios de csmolaridad en el medio.

Procedimiento 4: Registro de cambios del comportamiento y de la frecuencia respiratoria branqguial,
en organismaos acudticos expuestos a diferentes concentraciones de amonio no lontzado.

Procedimiento 5: Eutanasia por scbredosis de anesté<co (benzocaing/alcohal, 0,05 g/l).

7.1. LOS ANIMALES SERAN (rdicar y completar lo que comesponda)
a) Sacrificados al llegar al laboratorio para obtencién de érganos o tefidos (descnir o
métedo eutandsico utilizado) X

Procedimiento 5: Eutanasia por sobredosis de anestésico (benzocaina/alcohol, 0,05 q/l).
Sels ejemplares del pez eurhalino Jenynsia multidentats (Anablepidae, Cyprinodontiformes) serén
aclimatados durante 21 dias a 3 medios acudticos con diferente salinidad y csmolanidad (ver
descripcidn de Procedimiento 1). Luego, los animales serén sacrificados, utilizando una solucédn
madre de benzocaing/alcohol de 100 g/l [1] agregada al agua a razin de 0,05 g/ de concentracén
final, durante 10 minutos o hasta que cesen los movimientos operculares del pez [2]. Posteriormente,
las branquias serdn disecadas, fijadas en formaldehido e Induidas en resina (Histoplast ®) para
emplear téonicas histoldgicas convendonales, donde e evaluard por programas de software el area
ocupada por chlulas pavimentosas, mucosas, lonodtos vy espados extracelulares, & partir de
micrografias obtenidas desde cortes histoldgicos teflidas con tinddn tricdmica.

b) Seran sometidos a procedimientos NO quirlrgicos (descibe o procedinents o los procediientos
del punto 7) X

Procedimiento 1: Cultivo de Jenynsia multidentata (Anablepidae, Cyprinodontiformes) en
medios acuéticos de diferente salinidad y osmolaridad. Seis ejemplares del pez eurthalino
Jenynsia muftidentata (Anablepidae, Cyprinodontiformes) seran aclimatados durante 21 dias a 3
medios acuiticos con diferente salinidad y csmolaridad. Do ejemplares serdn mantenidos en agua
dulce "dura” (aprox. 300 mg/L CaC0i), dos ejemplares en agua dulce "blanda” (~60 mg/L CaC03) y
2 ejermplares en agua marina reconstituida artifidalmente (salinkdad 35%x).

Procedimiento 2: Estudio de la frecuencia respiratoria (branquial e intestinal) en animales
con respiracién dual expuestos a diferentes temperaturas. Pars evaluar e efecto de la
temperatura sobre el metabalismo de los respiradores duales se utilizaran en total sels ejemplares
pequelios (<30 mm de longitud esténder; LE) y seis ejermplares grandes (> 30 mm LE) del pez
Corydoras paleatus (Callichthyidae, Silurfformes). Los animales serén ayunados 24 h previo & la
experiencia y repartidos en 3 acuarios de 20L de capaddad, con agua corriente dedorada (Yosulfato
de sodio: N&aS:03;4 mg/L). Se ubicarén dos ejermplares de cada categoria de tamafio por acuario,
equipado con su cormespondients termémetro y conectado a sireaddn artificial. En & primer acuario
la temperatura se mantendrd constante (20°C), en & segundo se subird progresivamente la
temperatura del agua hasta 35°C con un termocalefactor, v en ¢ tercer acusrio se bajard la
temperatura on geles refrigerantes hasta alcanzar 10°C. Luego de 10 min de alcanzar las
temperaturas programadas, se desconectard la alreaciin y se cuantificard ¢ ritmo respiratorio
branquial de cada ejemplar cada 5 min hasta obtener un valor homogéneo. También se registrard el
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nuamero de veces que cada pez respira aire atrmosférico desde la superfice. Al finalizar el experimento,
se conectard nuevamente la aireaddn y la temperatura se regresaréd graduaimente a 20 *C. Al
comienzo y finalizacidn de la experiencia se medira el pH y la concentraddn de oxigeno del agua para
cada uno de los tratamientos térmicos.

Procedimiento 3: Diferencia de agua osmética (pesado) de organismos acuéticos
expuestos a cambios de osmolaridad en & medio. Para evaluar la capacidad de csmorregulacdn
de aigunos organismos acudticos, se utilizardn 3 ejemplares del cameardn Macrobrachium borediii
(Decapoda, Crustacea), 3 ejemplares del pex Jenynsla  multidentata (Anablepidae,
Cyprinodontiformes) y 3 ejemplar de la rana Xenopus laevis (Amphibla, Anura). Los animales serdn
sometidos a dos medios acudticos con diferente salinidad y pesados a intervalos regulares, de modo
de obtener por diferencia el agua perdida o ganada por el gradiente csmético. Los individucs serdn
repartidos en 3 acuanios espedficos de 20L de capaddad, con agua corriente deciorada (tiosulfato de
sodio: N2;S;0;; 4 mg/l) & 20 °C. En acuarics adicionales, se preparard agua salobre (preparada con
agua corriente declorada a 20 °C, a la que se agregard NaQl hasta alcanzar una concentracidn del 5%
v). Los animales serén pesados y trasladados al agua salobre por 3 min. Posteriormente, serdn
pesados & intervalos regulares de 3 min hasta completar 15 minutos de exposicidn total al agua
salobre. Finalmente, se trasladarén otra vez & agua dulce, donde serén pesados a idénticos Intervailos
temporales (3, 6, 9, 12 y 15 minutos respectivaments).

Procedimiento 4: Registro de cambios del comportamiento y de la frecuendcia respiratoria
branquial, en organismos acuéticos expuestos a diferentes concentraciones de amonio no
ionizado. Para evaluar los efectos thacos del amonio no lonizado en la fauna acudtica se evaluardn
especies animales distandadas fllogenéticamente (3 ejermnmplares del custiceo Palaemonetss
arpentinus (Decapoda, Crustacea), 3 ejemplares del molusco Pomaces canaliculata (Ampullanidae,
Gastropoda) y 3 ejermnplares del pex Carassius auratus (Cyprinidae, Cypriniformes)). Los individuos
serén repartidos en 3 acuarios espedfices de 20 | de capaddad, con agua cormiente dedorada
(tiosulfato de sodio: Na;S;:0;; 4 mg/L) a 20 °C. En tres acuarios pequefias (3 | de capacidad con linea
de aireacidn) se llevard el pH del agua original a un valor de 6.5; 7.0, y B.0 respectivamente. Un
ejemplar de cada espede seré locado por acuario. Luego de 10 minutos, se calculard el ritmo
respiratorio del pez y se evaluard el comportamiento de todos los ejemplares. Inmediataments se
agregara una solucdn de sales de amonio, hasta una concentracidn de Nitrogeno Amonio Total (NAT)
de 1 mg/l. A los 15 min, esa concentracdn serd elevada a 5 mg/l NAT, y por dltimo hasta una
concentracidn final de 10 mg/l NAT en idéntico intervalo de tiempo. En cada caso se registrard el
Mtmo respiratorio del pez y el comportamiento de todos los animales. Pese a que se trabaja con
concentradones menores a las aceptadas como maxima expasicidn aguda para los fauna acuética [3]
<l se detectaran signos francos de intoxdcacidn (pérdida de equilibrio, inmovilidad, etc.) ¢ animal serd
devuelto Inmedistamente al acuario original, <in amonio.

-LEl animal serd sometido a deleryfe estrés significativo?

Si.

-{Se van a utilizar agentes quimicos para aliviar el dolor? (especificar droga, dosis y via)
No.

- Si no <& va a aliviar el dolor, justificar:

Los procedimientos descritos en el punto 7.1.b, son fuente de estrés, pero no de dolor.

¢) Seran sometidos a procedimientos quirGrgicos No
- Describir e procedimiento Iincluyendo régimen anestésico: droga; via y dosis. No aplica.
- {Se utilizarén blogueantes neuromusculares? No aplica.
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(En caso afirmativo indicar droga, via y dosis)

- (Bl animal serd sacrificado al final de la cirugia? No aplica.

-En caso de que su respuesta sea negativa, explique en detalle los culdados postquirdrgicos que
sequiré: -

7.2 EUTANASIA
&) Eutanasia programada (indcue método y/o preducte, via y dosis) X

Procedimiento 5: Los animales serdn sacrificados por sobredosis de anestésico, utilizando una
solucidn madre de benrocaing/alcohol de 100 @/l [1] agregada al agua hasta obtener una
concentracion final de 0,05 @/l, durante 10 minutos 0 hasta que cesen los movimientos operculares
del pez [2].

b) Eutanasia no programada: En caso que durante el procedimiento y/o experimento se detecte
dolor 0 estrés no deseados explique qué caiteriafs utilizard para fijar el punto final y qué método
eutanasico aplicara, X

En caso que en cualquiera de los experimentos anterfores se detecten signos irreversibles de
deterioro del estado de salud del animal (pérdida del equilibrio estatico-dindmico y/o ritmo
respiratorio irregular) por al menos 24 h, se sacrificard al animal sigulendo Idéntico procedimiento
al desarrollado en el punto 7.2.a (eutanasia programada).

Los oterios humanitarios de eutanasia fueron fijadas de acverdo a los criterios publicades por
Hendriksen CFM y Morton D [HMendriksen CFM, Morton D., editors. Humane endpoints. In: Animal
expeniments for bicrmedical ressarch, Royal Socety of Medicine, 1995,
(http: /www.lal.org.uk/cont. htm)].

7.3. PERSONAS IMPLICADAS EN EL PROCEDIMIENTO (ndica 2 categorla y la capscesadn y/o
entrenamiento redbids en uso y mane)o de animales de laboratono)

Categoria (investigador,
Apellidos y nombre técnico, becario, | -
estudiante, etc.)
DELL AGNOLA, Fecerico Becario Postdoctoral - Jefe | Responsabie del mantenimiento de
de Trabagos Practicos Invertebrados, peces, reptiies, y anfibics
Fsicloga Animal cel Acuario Municipal e Mencoza (2005~
(FCM/FCEN - UNCuyo) 2009).
Investigacidn en dferentes topicos de
ecofisiologla de organismos acuaticos
(2009-2017).
VEGA, lsnael Inv. Adjunto CIC Investigacidn con Invertebrados de agua
CONICET- Profesor culce y marina (desde 1999 a ia fecha).
Fsiologia Animal FCEN -
UNCuyo
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7.4. DECLARACION DE METODOS ALTERNATIVOS

Técnicas 0 estrategias experimentales que cumplen con el prindplo de las tres R (Reduccion del
nimero de animales, Refinamiento de la técnica y Reemplazo de animales por otras téonicas)

Indicar el motivo por el cual no se plantea aplicar métodos alternativos al procedimiento

propuesto.

X El procedimiento propuesto e un método alternativo (Procedimiento 2, 3, 4y 5).
X No existe método alternativo al procedimiento (Procedimiento 1).

H Existen métodos alternativos, pero no estén validades,

Otros motives: (Espeaficar en desaile)

Justificar con bibliografia la respuesta elegida (la bibliografia debe ser breve y condsa pero
especifica al procedimiento © métodos experimentales).

[Véase al final del formulario la referenda a los trabajos de 4, 2, &, 3.

8. IDENTIFICACION DE LOS ANIMALES
Especie: (nomendatura tinomial segin el cadigo 1C2N)

Procedimiento 1: Jenynsia multidentsts (Jenyns, 1842).

Procedimiento 2: Corydoras paleatus (Jenyns, 1842).

Procedimiento 3: Macobrachium borelii (Nobill, 1896); Jenynsia multidentata (Jenyns, 1842),
Xenopus lesevis (Daudin, 1802).

Procedimiento 4: Palasmonetes argentinus (Nobili, 1901), Pomaces canaliculats (Lamardk, 1822),
Carassius suratus (Unnaeus, 1758).

Procedimiento 5: Jenynsia multidentata (Jenyns, 1842).

9. ORIGEN DE LOS ANIMALES (vdica con una cruz)

a) Bioterio de la Facultad de Ciencias Médicas, UNCuyo (detallar cudl) X. Los ejemplares de
Pomacea canaliculata (Procedimiento 4) serén provistos por el Dr. Sergio Carminatti, responsable
del Codeario del Instituto de Fisiologia (IMEM-FCM-UNCuyo). Las condidones de cultivo,
mantenimiento y reproduccdn de esta espede ya fueron aprobadas previamente por CICUAL (aval
N°® 55/2015).

b) Compra fuera de las instituciones antes mencionadas (espeaficr provesdor): X, Los
ejemplares de Corydoras palestus, Macrobrachium borellii, Palaemonetes argentinus, Xenopus
lsevis, y Carassius auratus; correspondientes & los procedimientos 2-4 serdn adquirdos en acuarios
comerdales habllitados de la cludad de Mendoza (ef.: Akuarium - Necochea 565, Cludad, Mendaza;

hitp/fwww akguacium com arfakua home swf).

¢) Otros (esgecnicar): X. Los ejemplares de Jenynsia multidentata correspondientes a la experienda
1 y 3 serén donados, sl hublese disponibilidad, por & Acueric Municipal de Mendoza

(http://www.dudaddermnendoza. gov.arfacuario-municipal).
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10. JUSTIFICACION DEL NUMERO DE ANIMALES QUE SE VAN A UTILIZAR POR ANO (ndcar
¢l nimero estimado, de acuerdo A duseflo experimental propuesto)

&) Nomero de animales a utilizar por experimento

Procedimiento 1: 6 individuos de Jenynsis multidentats,

Procedimiento 2: 12 individucs de Corydoras paleatus.

Procedimiento 3: 3 individuos de Macrobirachium borelili, 3 Individuos de Jenynsis multidentata, y
3 Individuas de Xenopus laevis,

Procedimiento 4: 3 individuos de Palsemonetss argentinus, 3 individuos de Pomaces canaliculata,
y 3 individuas de Carassius auwratus.

Procedimiento 5: 6 individuos de Jenynsiz multidentsta (los mismas involucados en el
procedimiento 1).

NUmero de experimentos totales (calculado para § afias)
Procedimiento 1: 1 (sdlo el primer afo).
Procedimiento 2: 5 (uno por afio).

Procedimiento 3: 5 (uno por afic)

Procedimiento 4: 5 (uno por afio).

Procedimiento 5: 1 (sdlo el primer afio).

b) Total de animales a utilizar en el proyecto (calculado para 5 afios)
Jenynsia multidentata: 21.

Corydoras palestus: 60.

Macrobrachium boreliii: 15.

Xenopus laevis: 15,

Palaermonetes argentinus: 15,

Carassius auratus: 15.

11. JUSTIFICACION DE LA ESPECIE ELEGIDA (indicar bblegrafia)

Procedimiento 1.

Jenynsia multidentata (Jenyns, 1842). E< un pequelio pez viviparo, eurthalino, nativo de
cuenca del Rio de La Plata y ampliamente distribuido en gran parte del pais (entre los cuales
encuentran varias cuencas de Mendoza) graclas a su gran capaddad de resistir tanto ba
temperaturas como aguas de concentracitn salina elevada. Incluso puede habitar estuarios y
desembocaduras de arroyos a escasa distandca del mar, o la misma costa marina en clertas ocasiones.
La especie posee entonces una gran capaddad de amortiguar los cambios de salinidad del medio,
ajustando su concentradon plasmatica de sodio en apenas 48-72 h [§]. Desde un punto de vista
histoldgico, tres tipos celulares pueden reconocerse en el tejido branguial tipico de Jenynsia (y
también en otros teledstecs): odlulas pavimentosas (espedalizadas fundamentaiments en el
intercambio gasenso) cllulas accesorias 0 mucsas (que producen una mucosidad que actua como
protecddn mecinica e iInmunitaria) e lonoctes, que son las ctlulas especalizadas en la regulacén
inica branquial [7]. Los ionodtos son extremadaments versdtiles, y responden al estrés ambiental
por medio de mensajeracs hormonales y neurctransmisores [£]. En agua marina, estas células
branquiales son de disminuir activamente la concentracidn de doruro de sodio S&rico mientras que en
agua dulce son capaces de transportar activarments doruro de sodio desde ¢ agua, en un transporte
acoplado con la exarecidn de protones y amoniaco [S].

8w
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Procedimiento 2.

Corydoras paleatus (Jenyns, 1842). Los peces son el grupo de vertebrados més exitoso, con una
riqueza espedfica estimada en unas 32.500 especies [10]). Esta diversidad se ve reflejada también en
las diversas estrategias fisiologicas que han desarrollado a través del camine evelutivo para resclver
algunas desafios amblentales, como ser la antinomia "indice metabdlico-oxigeno disuelto”. Po otra
parte, la riqueza especifica de los peces Siluriformes o "bagres” corresponde a casl el 40% de las
especies de peces de agua dulce registradas en Argentina [11]. Muchos de éstos bagres son conocidos
peces que han desarrollado la capacidad de respirar aire atrmosférico (ademas de respirar por las
branquias) de forma independiente en varics clades, y ademas la respiracion dual suele activarse
cuando la concentracidn de axigeno en el agua es baja [12]. Esta respiracdn adrea puede cuantificarse
por &l nimero de veces que el animal, habitante habitual del bentos, tiene que ir & la superfice a
respirar. En perticular, Corydoras palestus (Callichthyidae) e una pequefia especie de bagre
acorazado que muestra esta capacdad dual de respiracitn alre-aguea; sendo de origen parano-
platense y muy conocda en el hobbie acuaristico. La espede ha sido trasplantada fuera de su drea
original, desarrollando pobladones estables haca el sur y el ceste de la Argentinga (induyendo alguncs
cuerpos de agua de Mendoza), ko que da une idea de su rustiddad, resistenda a temperaturas
extremas [€] y disponibilidad de individuos; caracteristicas que hacen 2 la espede Ideal para el
presente estudio.

Procedimiento 3.

Macrobrachium borellii (Nobili, 1896). Este camartn es uno de los crusticeos decipodos mas
corspicucs de la cuenca del Rio de la Plata, y tiene una amplia distribuddn en aguas dulces de la
llanura pampeana de Argentina, Uruguay, Paraguay, y sur de Brasll [13]. Alli vive y se alimenta dentro
de la comunidad litoral bentdnica [13]). Bl género Magobrachium es el género mas diverso de
Palaemonidae, una familia de camarones de distribuddn mundal de &reas tropicales y subtropicales;
CoN numMerosos representantes de agua dulce y aguas salobres. Muchas de éstas especies son
eurihalinas o capaces de soportar aguas salobres en parte de su desarrolio [13].

Jenynsia multidentata (Jenyns, 1842). Es un pequefio pez viviparo, nativo de la cuenca del Rio
de La Plata y ampliamente distribuido en gran parte del pais (entre los cuales se encuentran varias
cuencas de Mendoza) gracias a su gran capacidad de resistir tanto bajas temperaturas invermnales
como aguas de concentraddn salina elevada. Esta espece regula su concentracion plasméatica de
<odio en apenas 48-72 h cuando e expuesta a un incremento de la salinidad del medio [€]. Jenynsia
esta induida en la familia Anablepidae, una pequefio taxa de peces ciprinodontiformes, viviparos y
con un notable dimorfismo sexual; que pueden encontrarse actualmente en aguas duloes, salobres ¢
induso marinas [1€].

Xenopus lrevis (Daudin, 1802). La "rana de ufias” es un anuro que se caracteriza por la ausencia
de lengua y un cuerpo aplanado en direcddn dorsoventral, indulda en La familia Pipidae. Es originaria
del Africa subsahariana, y es un animal modelo Ideal para estudics ontogénicos y fisiolégicos. Por
ejemplo, e capaz de cambiar el metabdismo amoniotélico a ureotélico en respuesta a la
deshidratacion, es resistente a condiciones andxicas, y especiaimente tiene una alta tolerancia a las
soluciones hiperosmdticas [17].

Procedimiento 4.

Palsemonetes argentinus (Nobili, 1901). E<te pequeio camandn tiene una amplia distribuddn en
aguas dulces de la llanura pampeana de Argenting, Uruguay, Paraguay, y sur de Brasil [13]. Alli vive
y se alimenta dentro de la comunidad Iitoral béntica [14] La espedie ha sido transplantada a Mendaza,
donde ha desarroliado poblaciones estables en la cuenca del Rio Tunuyéan (Dellagnola, obs. pers.).
Palaemonetes es un género diverso dentro de Palaemonidae, una familia de carmarones de distribucion
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mundial de &reas tropicales y subtropicales; con numerosos representantes de agua duloe y aguas
salobres. Como todas los custacecs decapodos, son animales completamente amoniotélicos.
Pomacea canaliculata (Lamarck, 1822). Este molusco es nativo de |la cuenca del Rio de la Plata
y s por lejos la espede de ampuldrido mejor estudiada y conocida por su enorme capaddad invasora
([12:20]. La especie ha expandido en ¢l pais su drea de distribucidn orignal, colonizando otros
amblentes del ceste y sur del pais. S| bien este animal es un respirador dual, vive en & agua y como
tal, es amonictélico. También se ha descrito que acumulan dcdo drico concentrado en cuerpos
cristaloides alojadas en un tejido perfvascular, con una posible funddn antioxidante durante el periodo
de estivadon [21].

Carassius auratus (Linnaeus, 1758). Este animal e un pex exttico, de los cusles existen
nurmerosas formas cbtenidas por seleccion artificial. La especie e< muy resistente, y suele vivir en
el bentos de ambientes I6tices, a veces eutrdficos, ricos en vegetacion [15]. Carassius es un pez
teledsteo, taxon que excreta la mayor parte del nitrdgeno residual bajo la forma de amoniaco a
nivel del epitelio branquial, & cual es el Grgano excretor de nitrdgeno por excelencia en estos taxa

[22].

Procedimiento 5.
Jenynsia multidentata (Jenyns, 1842). Véase Procedimiento 1.

12, IDENTIFIQUE LAS INSTALACIONES DESTINADAS A ALOJAR A LOS ANIMALES

Los animales serdn alojados en acuanios de vidrio que cuentan con termbmetro, termocalefacter y
una linea de aireacidn artificlal adosada a pledra difusora, de modo de mantener |a temperatura a
25 °C y el oxigeno & niveles de saturaddon. Los acuarios cuentan ademés con filtros mecanico-
blologicos de material sintético y carbdn activado. El agua corriente a utilizar serd dedorada con
ticsulfato de sodio (N225203, & 4 mg/l de concentracidn final). Testeos regulares de calidad de agua
(dureza total, dureza de carbonatos, pH, No-2 y NO-1) serdn llevados & cabo semanalimente. Cambios
de agua parciales seran hechos cuando (1) la concentracion de nitratos supere 25 mg/l, (2) se
detecten trazas de nitritos, o (3) ¢ pH descienda por debajo de 7. En condidones experimentales,
los animales serdn trasladados a acuarios de 20 | con alreacidn artifidal, control de temperatura y
pH. El agua serd renovada pardalmente (1/2 del volumen total diariamente) de modo de mantener
las condiciones de higlene apropladas.

13, EL ANIMAL SERA SACRIFICADO AL FINAL DEL EXPERIMENTO (seflake o gue comesponds)

& NO

En caso negativo, Indicar destino del animal. Procedimiento 2, 3 y 4: Los animales serdn
regresados al bicterio correspondiente o0 mantenidos en condiclones apropladas en nuestro
laboratorio hasta |a experienda posterior al afo sigulente.,

SI & Procedimiento 1y 5.

14, RIESGOS PARA EL PERSONAL, PARA LA POBLACION ANIMAL DEL BIOTERIO O PARA
EL AMBIENTE (sefalyr con wna oruz 1o que corresponds)

&) Riesgo potendial (descibe o nesge)

-quimico X. El formaldehido es un tdadco Irritante del s<stema respiratorio, plel, y es lacrimbgeno en
el ser humano. Por otra parte, la scbredosis en los animales acudticos (Cl=o—-96h: 67-166 ppm;
véase Chinabut et al 1588) es usuaimente mortal, aumentando esa mortalidad con la deplecidn de
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oxigeno del agua. Sin embargo, a bajas dosis (15-25 ppm) el formaldehido es utilizado en muchos
organismos acudticos como antiparasitario externo (Francis-Flayd, 1596).

-blolégico X. El riesgo bicldgico al operador implica eventuales heridas corto-punzantes ocasionadas
por los radios osificados de las aletas, particularmente en la espede Corydoras paleastus. También
han ddo descritas algunas Infecdones cutdneas en el hombre ocasionadas por la bacteria
Mycobacterium marinum [como ejempio, vésse el trabajo de 23] &l manipularse con heridas expuestas
organismos acudticos provenientes de aguas contaminadas con ese microorganismo. Bl resgo
bloldgico para los crganismos acuédtices Invelucra Infecdones secundarias provocadas en la plel y
mucosa debidas a la manipulacidn, por bacterias, hongas, protozoos, 0 metazoas parédsitos.
ooty

et

b) Medidas para disminuir y/o evitar el riesgo (descaibir)
La manipulacidn de todos los organismaos acuéticns implicados en los experimentos seré a través

del empleo de diversas redes de material sintético, de un tamafio adecuado a los animales. A dio
e agrega la utilizackén de guardapolivo y guantes de ltex por parte del operador. Adidonaimente,
1a fijacitn del tefido branquial con formaldehido se haré demds con guantes y bajo campana.

Por otra parte, medidas de profilaxis (azul de metileno al 0,1 %, formalina 0,0025%; ~20 ppm)
serdn aplicadas al agua del acuario donde se ublcan los animales, previa e inmedistamente
terminadas |as experiendas practicas de laboratorio, de modo de evitar infecdones bacterianas,
protozoarias, o parasitarias en los organismaos acudticns involucrados en los experimentos.
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15. DECLARACION DEL DIRECTOR DEL PROYECTO
El investigador responsable dedara:

Que la informacdidn que se ha dado en este protocolo es suficlente para dar una imagen exacta del
uso y cuidado que se les dard 2 los animales

Que se han estudiado las alternativas al uso de animales y procedimiento dolorosos o estresantes
y Gue se tomaran las medidas necesarias para aliviar el dolor y/o estrés gue se provoque en los
animales,

Que tiene los conocmientos que le competen scbre la legisiacion nadonal vigente en & trato de
animales (Ley 14346 de protecddn animal)

Que es consdente que no puede inidar & proyecto hasta que se cumplan los requisitos que la
legislacidn vigente establece y ¢l aval del CICUAL

Que el aval de este protocolo e por e periodo que declare el investigador

Que sl existe cualquier modficacion relevante del procedimiento serd necesario comunicario al
comité. Se consideran modfficaciones relevantes:

a. Aumento del nimero de animales

b. Wtilizadon de nuevas especies animales.

¢. Aumento del dolor o sufrimiento del animal

d. Cambios del lugar donde se realiza ¢l procedimiento

Que el personal implicado en el procedimiento tiene los conocimientos necesarios o estan bajo la
supervigidn directa de quien los tHene

Que entiende cudles son las fundones del CICUAL y acepta redbir visitas de este comité
Lugar y Fecha: Mendoza, 03 de mayo de 2017

Aclaracién: Dr. Federico Dell agnola
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Mendoza, 5 de mayo 2017
CICUAL Aval N° 1042017

Los integrantes del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboemanio (CICUAL). de la Facultad de Ciencias Médicas (FCM) de la Universidad
Nacional de Cuyo (UNCuyo), han evaluado el protocolo para ¢ uso de animales en
docencia: “El Mantenimicnto de la Homevstasss — Guia de Laborssorio de Fisiologia
Animal”, peesentado por Mesa de Entradas de FCM mediante Nota N°0OI41252017.
Este curso comresponde 2 tercer afo de la carrern de Licenciaturnen Ciencins Béasicas
(orentacién Biologin) de la Facullad de Ciencias Exactss y Naturales, UNCuyo, siendo
responsable el Dr. Federico Agustin DELL AGNOLA

El CICUAL concluye que ¢ mencionsdo wo(mo!o cumple <on  las
reglamentaciones institucionales y Legislacién Nocional vigentes referidas al uso de
animalkes ¢n docencin. Por lo tanto, ¢ CICUAL no tiene objecsanss pam ks sigasentes
procedimientos que involucran animales descriptos en el mismo:

1. Procedimiento]: Cultivo de Jemymsia meideavara{ Anablepidac,
Cyprinodontiformes) en medias acuiticos de diferente salinidad y osmolaridad.

2. Procediniento 2: Estudso de la frocuencsa respirstonia (branquial ¢ intestingd) en
amimades con respiracion dunl expoestos a diferentes temperaturas.

3. Procadimicnto 3: Diferencia de agua osmotica (pesado) de organismos aceiticos
expuestos a cambios de osmolaridad en el medio.

4, Procedimiento 4: Registro & cambios del comportamicnto y de la frecuencia
respirtoria branquial, en  orgamismos  acwiticos expuesios o diferentes
concentraciones de amomio no ionizado.

5. Procedimiento 5: Eutanasia por sobrodosis de anesiésico (bemeocaina‘sdeohol,
0,05 g1).

Los procedimientos enunciados se encoentran svalados por CICUAL desde mayo 2017
hasta diciembre 2022

Todo tratajo que resultara de este proyecto debe hacer relferencia al presemte aval de la

“All animals were cared in scconfance with the Guiding Principles in
the Cae md Use of Animals of the US Nmtional Institute of Health
All procedwes  were appeoved by the  Institutbomal  Amimal Care and  Use
Commatiee of  the School of Medical Scu:nce. Universidnd  Nocional
de Cuyo (Protocol approval N* 1042017y,
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De acverdo a Jo declurado por el director del proyecto msegura que el preseme
projocolo no tendrd cambios sin previa notificacion v revision del CICUAL, como asi
también acepea recibir inspecciones por miembeos del Comité,

El presente certificado tiene validez oficial y podrd ser presestado ame o
organismo que bo solicite.
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