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(...) Y a la puerta de la ciencia, como a la del
infierno, debiera estamparse esta consigna:
Qui si convien lasciare ogni sospetto,;

Ogni vilta convien che qui sia morta’.

Karl Marx.

Critica a la Economia Politica. 1859

* IDéjese aqui cuanto sea recelo, Matese aqui cuanto sea vileza". Dante, La Divina

Comedia.



Agradecimientos

A mi tutor, el Dr. Juan Arbiza por el constante apoyo y alianta interés por las
zoonosis emergentes y por permitirme desarrollar estaaigie cuando hablar de rabia
en murciélagos en Uruguay tenia cierto matiz de ciencia ficcion.

Al Laboratorio Santa Elena S.A. por creer en este trgbhjmmdarme la posibilidad de
realizar el trabajo de laboratorio en sus instalasoAl Lic. Eduardo Reoldén por
introducirme en los aspectos practicos de virologia y ajpoet su experiencia en este
campo. Al personal de la empresa y muy especiabrgeltds comparieros de Virologia,
por el inestimable apoyo que me brindaron durantedlizacion de la pasantia.

Al Dr. Noél Tordo de la Unidad de Biologia de enfedages virales emergentes del
Institut Pasteur de Lyon por el importante asestaio y apoyo durante la puesta a
punto del RFFIT.

Al Museo Nacional de Historia Natural y Antropologia queiofde marco para la
creacion y funcionamiento del Grupo de Investigacién y Conservaciéon de los
Murciélagos de Uruguay. Al director del MUNHINA Liérturo Toscano, por brindar
el respaldo institucional, apoyar y respetar lesas desarrolladas por el GIM respecto
de la Rabia.

A la Dra. Helena Guarino (Facultad de Veterinaril,AYE / MGAP), otra de las
pocas personas que creian en la necesidad de trabajar en el vinculo de los murciélagos y
la rabia en Uruguay, aun antes de que esta surg@raarme un lugar el trabajo
desarrollado en la Facultad de Veterinaria sobre vigidatte la rabia urbana en
quiropteros.

A la Ing. Agr. Angelita Gomez (RENARE / MGAP), por da& la posibilidad de
participar en las campafas de investigacion y control dé¢ Bie rabia paralitica en el
norte del Pais a fines de 2007, brindandome la posibtidadnocer de cerca la

enfermedad.

A Enrigue Gonzalez y Alby Garcia-Lépez por introducirmelesstidio de los
mamiferos y especialmente de los murciélagos y colabarar aprendizaje de la
mastozoologia de campo.

A Ana Laura Rodales y demas integrantes del GIM ybookdores ocasionales por
toda la colaboracion en las salidas de campoukaar de los métodos de manipulacion,
la experiencia aportada, la ayuda en toma de muestrasegtpo ahi cuando precisé de

ellos.

Al Departamento de Medicina Preventiva y Social de taiad de Medicina, su
director Prof. Dr. Alejandro Gherardi y los docentes Draridtha Goémez, Dr. Claudio
Sosa, Dr. Wilson Benia, Dra. Alicia Aleman y Dra. Adrians&/J por ayudarme en la

formacion en Epidemiologia, permitiéndome realizaclosos de postgrado de la

especialidad que dicta esa catedra a pesar de provenir figraaaion totalmente
diferente, y por el apoyo en aquellos momentosuenngj falta de formacion clinica se
hizo evidente y muy especialmente por apoyar este pmgeatarrera atipica.



A la Dra. Monica Capovilla por la ayuda brindada para mejorar la técnica de sangrado y
maximizar los volimenes en las primeras extracciones deesde los murciélagos

A la Mag. Viviana Sanchez, del servicio de microscopiapiftuerescencia del Institut
Pasteur de Montevideo por la ayuda en la tomagdmierografias de fluorescencia para
la presentacion del avance de este trabajo en las Iddks e Zoologia del Uruguay.

A toda mi familia, y especialmente a mi novia porastgr durante seis afos los
cambios de carrera, las interminables sumas rgstastiplicaciones de horas y
creditos, varios murciélagos en los freezers, las salelaampo, las redes de niebla, las
disecciones, las horas en el museo, las horas en el laboratorio, la atencion cnstante
los murciélagos volando en la noche y demas conse@sedesagradables (para los que
nos rodean) derivadas de esta vocacion.



No se trata de la salud de la Vida Silvestre, o
del Hombre o del Ganado. Realmente hay una

sola salud: la salud y el equilibrio de los

ecosistemas.
Dr. William Karesh#
Wildlife Conservation Society
# Citado por David Quammen en IContacto Letal". Nati onal Geographic en Espafiol

24(6):3-29. Junio de 2009.



indice

Resumen ! Abstract 7
Introduccion 8
Objetivos

3.1. Objetivo general 12
3.2. Objetivos especificos 12

Material y métodos

4.1. Cultivos celulares y virales 13
4.2. Produccion de sueros control 14
4.3. RFFIT 14
4.4. Captura e identificacién de los ejemplares 15
4.5. Toma de datos y muestras bioldgicas 17
4.6. Conservacion de las muestras 18
Resultados

5.1. Cultivos celulares, virus y sueros control 19
5.2. Testeo de los sueros 20
Discusién 23
Conclusiones y perspectivas 26
Bibliografia 27
Anexos

9.1. Anexo 1. Procedimiento Operativo Estandar: Deteccién de anticuerpos
antirrdbicos mediante Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test 30

9.2. Anexo 2. Clave de campo para la determinacion de las especies de molésidos
(Mammalia: Chiroptera) de Uruguay en base a caracteres externos (visibles
sin realizar incisiones) 32

9.3. Anexo 3. Hoja del catalogo detallado de campo. 33



1. Resumen

La rabia es una enfermedad viral que puede afectar a todos los mamiferos. A nivel
regional y mundial, los reservorios silvestres toman cada vez mas importancia en la
transmision de esta enfermedad, conforme se controlan los ciclos urbanos y se
agudizan los impactos antrépicos en los ambientes naturales. La vigilancia
epidemiolégica es una herramienta indispensable para el control de la enfermedad.
Las técnicas laboratoriales aplicadas a Rabia son muy diversas. La serologia es una
buena herramienta para la investigacion epidemioldgica especialmente en animales
silvestres. En este trabajo se analizaron sueros de campo de animales silvestres,
testando un protocolo aplicable para la vigilancia de la circulacion del virus en
murciélagos. La tecnica utilizada fue la prueba de inhibicion de focos fluorescentes
(RFFIT por sus siglas en inglés: Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test) la cual es
una técnica rapida, barata y confiable, apropiada tanto para vigilancia epidemiolégica,
como para la evaluaciéon de la respuesta a la vacunacion. Esta técnica fue puesta
punto durante este trabajo, modificandola para adaptarla a las condiciones de trabajo y
recursos de un laboratorio local; y se produjeron sueros control para los ensayos. Los
resultados obtenidos constituyen, a nuestro entender, la primera evidencia de
anticuerpos neutralizantes en sueros de quirépteros y carnivoros de Uruguay: tres
Desmodus rotundus y un Cerdocyon thous. La presencia de anticuerpos indica la
exposicion al virus, a pesar de que las muestras de D. rotundus provenian de una
localidad que se mantuvo sin casos confirmados de rabia.

Palabras clave: Serologia; Vigilancia epidemioldgica; Rabia; Murciélagos; Desmodus
rotundus; Cerdocyon thous.

Abstract

Rabies is a viral disease that could affect to all mammal species. At regional and world
level, wild reservoirs became more important as urban cycles are controlled and
human impacts on natural environments increases. Epidemiologic surveillance is an
important tool for disease control. Laboratory techniques in rabies are very diverse.
Serology is a suitable instrument for epidemiological research specially in wild fauna. In
this work field sera samples from wild animals were analyzed, testing a standard
procedure suitable for viral circulation surveillance in bats. The techniqgue employed
was the Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test (RFFIT) which is a quick, affordable
and reliable test, suitable both for epidemiologic surveillance and for control of
vaccination response. This technique was modified and set-up during this work to fit
the working conditions of a local laboratory. Control sera for the assay were produced
as well. Three Desmodus rotundus and a Cerdocyon thous were founded positive.
This results are, to our knowledge, the first evidence of neutralizing antibodies in wild
bats and carnivore sera from Uruguay. The presence of antibodies shows a history of
exposition to virus, although the D. rotundus samples were from a site without livestock
rabies cases

Key words: Serology; Epidemiologic surveillance; Rabies; Bats; Desmodus rotundus;
Cerdocyon thous.



2. Introducciéon

La rabia es una enfermedad aguda del sistema nervioso que puede afectar a
todos los mamiferos. Esta enfermedad se adquiere en general a través de la
mordida de un animal infectado, pero también puede contraerse por el contacto
con aerosoles que contienen el virus (Corey, 1998).

La infeccion por el virus de la rabia produce de 40.000 a 100.000 muertes
anuales en todo el mundo, ademas de los millones de personas que deben ser
sometidas a costosos tratamientos post-exposicion, especialmente en los
paises en desarrollo de las regiones tropical y subtropical (Ruprecht et al.
1995). La epidemiologia de esta enfermedad ha variado sustancialmente en las
ultimas décadas: entre el 70% y el 80% de los casos humanos ocurridos en los
Estados Unidos desde 1946 a 1965, se relacionaban a una exposicion
conocida al virus, principalmente mordidas de perros; sin embargo el 80 % de
los casos ocurridos a fines de los afios 80 y comienzos de los 90, no contaban
con un historial de exposicion conocido (Ruprecht et al. 1995). Ademas, tanto
en los Estados Unidos, como en otras partes del Mundo incluida América
Latina, la fuente principal de infeccibn ha cambiado, pasando de ser de los
perros domésticos, a una situacion en la que la fauna silvestre y
particularmente los murciélagos juegan un rol preponderante (Ruprecht et al.
1995; Schneider, 1995; Schneider et al., 1996; Favi et al., 1999; Favi et al.,
2002). Este cambio en la importancia relativa de los distintos reservorios
animales para la ocurrencia de casos humanos, debe ser interpretado a la luz
de dos sucesos importantes: en primer lugar el éxito de las campafas de
combate a la rabia humana, y en segundo, al cambio en patrones de uso del
espacio y de los recursos que ha experimentado la fauna silvestre en relacién a
los cambios en el uso del paisaje realizado por la poblacibn humana
(Schneider, 1995; Schneider et al., 1996; Favi et al., 1999; Amasino et al.,
2002; Schneider et al., 2005).

En Uruguay la rabia pudo haber ingresado a través de perros infectados
provenientes de Inglaterra o Africa durante las invasiones inglesas al Rio de la
Plata a comienzos del siglo XIX, registrandose casos a partir de 1807 en la
entonces Banda Oriental (Amasino et al. 2002). Se registraron en el pais varios
brotes epizodticos durante el siglo XX: en 1927 y 1937 y mas tarde entre los

afos 1965 y 1966. Entre 1949 y 1964 no se reportaron casos de rabia canina,



reportandose en éste Ultimo afio un caso de rabia humana previo al registro de
la dltima epizootia (Tosi et al. 1968). El dltimo registro de rabia humana
corresponde al afio 1966, totalizando tan solo diez casos en el siglo XX (siete
entre 1918 y 1937 y los ultimos tres entre 1965 y 1966) (Tosi et al. 1968;
Salvatella, 2002). El dltimo caso registrado en caninos corresponde a un perro
del departamento de Rocha en el afio 1985 (Salvatella, 2002).

En octubre de 2007 se confirmé el primer caso de rabia paralitica bovina en el
pais (CONHASA, 2007). Los casos anteriores registrados en ganado fueron
atribuidos a rabia canina (Salvatella, 2002). Estos nuevos casos detectados a
partir de octubre de 2007 implican la reemergencia de la enfermedad luego de
22 afos de silencio epidemiologico, pero al mismo tiempo implican la
emergencia de una forma clinica y epidemiologica diferente a la rabia urbana
conocida en Uruguay. A partir del brote y de las acciones de control de mismo
emprendidas por el Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca (MGAP) se
constaté la presencia de ejemplares infectados de Desmodus rotundus
confirmandose esta especie como origen del brote. A la fecha, se han
identificado 52 focos (Departamentos de Rivera y Tacuarembd) en todo el pais,
de los cuales 11 se encuentran aun activos (Dpto. Rivera); se identificaron 3
colonias de D. rotundus positivas y actualmente se han detectado focos en
Brasil cercanos a la frontera con Uruguay en la zona de Paso Centurion
(CONHASA, 2007; CONHASA, 2008%). Las acciones de vigilancia llevadas
adelante en el pais, lograron identificar tres especies de murciélagos no
hematofagos positivas para el virus: Tadarida brasiliensis (Dpto. Rivera vy
Montevideo), Myotis sp. (Dpto. Tacuarembd) y Molossus molossus (Dpto.
Montevideo), ademas de los casos positivos de D. rotundus principalmente en
Rivera y el norte de Tacuarembé (Guarino et al., 2008%; Guarino et al. 2008).
La presencia de anticuerpos en el suero de un individuo (seropositividad),
indica contacto con el agente infeccioso aunque no es determinante de
enfermedad. Por lo tanto la serologia puede utilizarse en investigacion pero no
tiene valor diagnéstico ni en humanos ni en animales. Sin perjuicio de esto
ultimo, la rapidez y relativamente baja invasividad que implican las pruebas
seroldgicas, las convierten en elementos dutiles en el campo de la
epidemiologia. La serologia puede ser utilizada para seguir la respuesta

inmune inducida por la vacunacion tanto en animales (domésticos o silvestres)



como en seres humanos. En fauna silvestre sirve a la vez para evidenciar la
circulacion viral, y permite evaluar la inmunidad de las poblaciones al virus, lo
gue puede ser utilizado como indicador del riesgo de aparicion de un brote.
Existen numerosos métodos para revelar la presencia de anticuerpos en una
muestra de suero. La seroneutralizacion, una prueba que consiste en infectar
un cultivo celular o un animal de experimentacion con una cantidad constante y
conocida de virus y diluciones seriadas del suero a testar, presenta la ventaja
de permitir detectar la presencia de anticuerpos neutralizantes en el suero por
la inhibicién de la infeccidn que estos provocan. Asi mismo esta técnica permite
cuantificar los anticuerpos presentes en la muestra incluyendo en la prueba
diluciones seriadas de una muestra de suero cuya concentracion de
anticuerpos es conocida (suero de referencia).

La prueba de inhibicién de focos fluorescentes (RFFIT por sus siglas en inglés:
Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test) (Smith et al., 1996) permite la
deteccion de anticuerpos neutralizantes. Para la realizacion de esta prueba se
incuba una cantidad constante y conocida de virus de rabia con diluciones de
las muestras de suero, luego de un periodo de incubacién, se infecta con la
muestra un cultivo celular. El virus no neutralizado provocara una infeccion en
la monocapa que puede ser visualizada mediante la tincidbn con anticuerpos
fluorescentes y la observacion bajo microscopio de epifluorescencia. La
inhibicion se determina por comparacion con un suero control sin anticuerpos
neutralizantes. El resultado obtenido es en principio cualitativo, expresandose
el titulo como el inverso de la dilucion mas baja que inhibe el 50% de los focos
en comparacion con el control negativo. Cuando se requiere un resultado
cuantitativo, el titulo de anticuerpos neutralizantes en la muestra se obtiene por
comparacion con un suero estandar previamente calibrado, para esto se utiliza
en general un suero estandar internacional; en este caso se obtiene un titulo en
unidades internacionales por mililitro (Ul/ml).

Otro factor importante en la correcta determinacién del papel que juegan las
diferentes especies en los ciclos de la enfermedad, es la correcta identificacién
taxondmica de los ejemplares. Las técnicas convencionales de diagnéstico
posmortem para rabia, implican extraccion del cerebro, dafiando caracteres
taxonomicamente valiosos a nivel del craneo (Sheeler-Gordon & Smith, 2001).

En este sentido la utilizacion de técnicas de diagndstico que preserven estos
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caracteres y la coordinacién entre las tareas de vigilancia epidemioldgica y de
identificacion taxondmica y conservacion de los ejemplares, surge como una

imperiosa necesidad.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo fue la deteccion de anticuerpos antirrdbicos
en sueros de quirépteros con potencial aplicacion en vigilancia epidemiolégica

de la rabia en Uruguay.

3.2. Objetivos especificos

- Puesta a punto de la tecnica de inhibiciébn de focos fluorescentes (RFFIT
realizando modificaciones de la técnica original para adaptarla a las
condiciones de trabajo de un laboratorio local.

- Producir un suero hiperinmune antirrabico para ser usado como control en la

técnica.

- Probar la viabilidad de la técnica para ser utilizada en relevamientos

seroldgicos en fauna silvestre en el pais.

- Redactar un protocolo estandar para la realizacién de la prueba en diferentes

especies silvestres.
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4. Material y Métodos

4.1. Cultivos celulares vy virales

Se utilizaron células de la linea BHK-85 provenientes del instituto TECPAR de
Brasil conservadas en nitrdgeno liquido. Se realizaron varios ensayos para
determinar el medio éptimo para el crecimiento de estas células.

El descongelado de las células se realizo en 10 cc de medio minimo
suplementado al 10% de suero fetal bovino (MEM 10% SFB). Luego de una
hora de adhesidbn se renueva el medio para eliminar los restos de
crioconservante (DMSO) toxico para el crecimiento de las células. El cultivo se
continla 48 horas, hasta que la monocapa alcanza un 100% de confluencia.
Los subcultivos se realizaron ajustando a 2.5x10° celulas/ml.

Se realizaron dos cultivos en paralelo utilizando diferentes medios, de manera
de evaluar las condiciones ideales de cultivo para las células. El primer cultivo
continug utilizando el MEM 10% SFB suplementado con glucosa a una
concentracion final de 4.5 g/l, en el otro se utilizé el Glasgow's MEM también
suplementado con SFB al 10% (GMEM 10% SFB).

Como ino6culo se utilizaron dos lotes de virus cepa PV (Pasteur Virus),
producidos en biorreactores para obtencion del antigeno para la vacuna. Los
virus utilizados fueron extraidos del tanque de produccion previo a la
inactivacion y titulados por Dosis Formadora de Focos Fluorescentes 50%
[FFDsg] (Smith et al. 1996) y por Dosis Letales 50% [LDsglen animales de
experimentacion segun los procedimientos estandar para control de calidad de
los antigenos para produccion de vacunas animales. Se utilizaron los lotes
810807 y 810808.

Se realizaron dos protocolos alternativos para la titulacion por focos
fluorescentes: en el primer protocolo, se siembran 400ul de una suspension de
células cuya concentracién se ajusté a 2.0x10° cel/ml utilizando un medio de
cultivo suplementado con suero fetal bovino al 10%, transcurridas 24 horas de
cultivo se descarta el medio y se realiza la infeccion con un in6culo de 200pul de
virus en diluciones seriadas en base 10 (de 10° a 10°), se deja adsorver
durante 1 hora y luego se completa el medio con 500ul de MEM 2% SFB. En el
segundo protocolo utilizado, se siembran 200l de cada dilucién (10° a 10°) del

virus al mismo tiempo que las células (400pl, 2.5x10° cel/ml) en las placas. En
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ambos casos, luego de transcurridas 20 horas de la infeccion se descarta el
medio de las camaras en una solucién virucida de hipoclorito de sodio y se
tifien las placas mediante la técnica de inmunofluorescencia directa.

El titulo viral se calculd6 como el logaritmo en base diez del reciproco de la
dilucion que presentaba la tasa de campos infectados (acumulada)
inmediatamente inferior a 50% ("starting-point dilution#) menos la diferencia de
logaritmos (Smith et al., 1996).

4.2. Produccién de sueros control

Como controles se utilizaron sueros de cobayo (Cavia porcellus): como control
negativo se utilizé el suero de un cobayo virgen, sin historia de inmunizacién ni
exposicion al virus. Como control positivo se utilizé el suero de un cobayo
inmunizado utilizando la vacuna RabatVac (Lote 004) formulada para pequefias
mascotas, producida por el Laboratorio Santa Elena. La inmunizacion se realiz6
en tres dosis de 1ml subcutaneo a los dias 0; 8 y 35, y se realizaron dos
sangrados por puncion cardiaca a los dias 15 y 51 extrayéndose 5 ml cada vez.
Tanto para el control positivo como para el negativo, luego de la extraccion de
la sangre, se dejo separar el suero a 37° durante 1 hora y luego se centrifugé la
muestra a 2500 RPM durante 12 minutos. El suero extraido fue inactivado por
calor en bafio maria a 56°C durante 30 minutos, fraccionado en alicuotas de
100pl y conservado a -70°C.

Ambos sueros control fueron testados para determinar si eran capaces de
inhibir la infeccion. Se realiz6 una titulacion por RFFIT del suero control positivo
para determinar la dilucion final en la que se veia inhibicion de la infeccion.
Para esto se realiz6 una titulacion cualitativa del suero por inhibicion (RFFIT)
utilizando diluciones seriadas en base dos: 1:5, 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80. En la
misma prueba se incluyé una muestra del suero control negativo en dilucion
1:5, un pocillo de control del cultivo celular (sin virus ni suero) y un pocillo de

control del virus (sin suero).

4.3. REFIT.
La técnica de RFFIT se desarrolld6 segun lo descrito por Smith (1996),
realizandose modificaciones en la linea celular y la cepa viral utilizadas. Se

confeccion6 un protocolo incluyendo las modificaciones realizadas, que fue
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redactado segun normas Good Manufacturing Practices (GMP) para
laboratorios de diagndstico, describiéndose en un Procedimiento Operativo
Estandar (POE), aprobado y conservado en el Departamento de
Aseguramiento de la Calidad del Laboratorio Santa Elena S.A. (Anexo 1).

Los ensayos se realizaron utilizando Cell Culture Chamber-slides de cuatro
pocillos. Brevemente, el protocolo consiste en incubar durante una hora el
suero a testar (dilucion 1:5; 200 ul) con una un in6culo de virus (Lote 810808;
200 pl; 5.0x10%** FFDs¢/ml) durante una hora. Transcurrido ese tiempo se
agregan 400 pl de una suspension de células BHK monocapa (2.5x10° cel/ml) y
se cultiva durante 20 hrs. (37° C; 5% CO.,).

Para cada ensayo se incluye una Chamber-slide de cuatro pocillos como
control, en la misma se siembran las siguientes muestras:

- Pocillo 1: Control de células. 400 ul de MEM + 400 ul suspension de
células.

- Pocillo 2: Control de virus. 200 yl de MEM + 200 pl inéculo virus + 400
ul suspension de células.

- Pocillo 3: Suero control negativo. 200 pl de suero cobayo virgen (dilucion
1:5) + 200 pl in6culo virus + 400 pl suspension de células.

- Pocillo 4: Suero control positivo. 200 pl de suero cobayo vacunado (32
dosis, segunda extraccion; dilucion 1:5) + 200 pl inéculo virus + 400 pl
suspension de células.

Luego de concluir el cultivo, la fijacion de las células se realiz6é por inmersion en
acetona fria (-20° C) durante 30 minutos y se realiz6 tincion para
inmunofluorescencia directa utilizando un anticuerpo antirrabico conjugado con
FITC (Fluorescein isothiocyanate) VMRD (endpoint 1:8), se realizaron dos
lavados con PBS pH 7.0 y la lamina se monté con cubreobjeto utilizando
glicerina bufferada (Glicerina/PBS 50%). La observacion se realizd a un

aumento de 400x.

4.4. Captura e identificacion de los ejemplares

15



Las muestras utilizadas fueron tomadas de quirGpteros capturados en el marco
de actividades de campo de la seccion mamiferos del MUNHINA y del GIM

entre setiembre y diciembre de 2007. Para la captura se utilizaron redes de

3 - 3 BT Ve, T

Figura 1. Localidades de colecta de los ejemplares analizad

niebla colocadas bien, a la entrada de los sitios identificados como refugios, o
bien en zonas de posible pasaje de los animales durante el vuelo (cursos o
espejos de agua y sus margenes, bordes de monte lineal, sobre alambrados en
campos de pastoreo). Las redes fueron colocadas alrededor dos horas previo a
la puesta del sol y son revisadas periddicamente a intervalos que dependen de
la actividad registrada pero que nunca son mayores a 3 horas. Los ejemplares
fueron retirados de las redes utilizando guantes de cuero y luego colocados en
bolsas de tela oscura hasta el momento de su procesamiento. Para la
identificacion de los ejemplares en el campo, se siguid la clave propuesta por
Gonzalez (2001) en el caso de las familias Vespertilinidae y Phyllostomidae;
para la familia Molossidae se construyé una clave alternativa en base a
caracteres externos (Anexo 2) a partir de la propuesta por Gonzalez (2001) y
datos originales del autor y otros publicados por Barquez et al. (1999). Luego
del ingreso del animal a la coleccion del MUNHINA, la identificacion pudo ser
corroborada mediante la verificacion de caracteres craneales y otros.

Adicionalmente se tom6 una muestra de un zorro de monte (Cerdocyon thous)
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encontrado atropellado durante una salida de campo, sobre un camino vecinal
en la zona de la forestal FYMNSA al oeste de Ruta 5 (km. 452) (Figura 1).

4 5. Toma de datos y muestras bioldgicas

Por cada animal colectado se completé una ficha del catalogo de campo
detallado (Anexo 3), asignandosele un numero de campo para luego ser
ingresado a la coleccion de mamiferos del MUNHINA. En términos generales
los datos registrados corresponden a la localidad de colecta, los responsables
de la misma, datos biologicos y reproductivos del ejemplar, medidas estandar,
estado del tiempo y método de colecta. Para cada ejemplar se prepara la piel,
craneo y esqueleto post-craneal, o se conserva el animal completo en liquido
(formol al 10% o alcohol 70°), se conservan también por separado muestras de
tejido (higado) en alcohol 90°, ecto y endoparasitos, el pene en el caso de los

machos y embriones en caso de hembras prefiadas.

Figura 2. Extraccion de sangre por puncion cardiacBesmodus
rotundus Rio Grande do Sul. Foto cortesia de Eduardo Reold

Los ejemplares fueron sangrados mediante puncién cardiaca bajo anestesia.
Para disminuir el riesgo de accidentes por mordedura de los animales, luego de
la anestesia y tras comprobar la no reaccion de los animales, estos fueron
inmovilizados sujetandolos por las alas como muestra la figura 2; en esta
posicion se elimina el riesgo de mordida, aun cuando el animal se despertara
de la anestesia. En el caso del zorro, el sangrado se realizO0 por puncion

cardiaca con el ejemplar ya muerto. La anestesia se realizd en recipientes
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herméticos introduciendo una algodén empapado en eter, el trabajo se realiz6
al aire libre de manera de minimizar los riesgos para los investigadores; la
muerte del animal se da por exanguinacion (ASM 2006). La sangre se conservo
en viales en frio (sin congelar) hasta su transporte al laboratorio. Una gota de
sangre de cada ejemplar fue utilizada para realizar frotis para deteccion de
Trypanosoma spp. Toda la manipulacion de los ejemplares fue realizada por

personal entrenado y debidamente inmunizado contra la rabia.

4.6. Conservacion de las muestras

La extraccion del suero se realiz6 por centrifugacion a 1500 rpm durante cinco
minutos. Se inactivd el complemento por calor sumergiendo las muestras en
bafio maria a 56° C durante 30 minutos. Finalmente el suero fue fraccionado en

alicuotas de 200 pl y conservado a -20° C hasta su procesamiento.
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5. Resultados

5.1. Cultivos celulares, virus y sueros control

Tabla 1. Resultados de la titulacion mediante las dos técnicas in vitro: "rapida# y

"lenta# en ambos lotes de virus. Resultados obtenicds de observacion de 20 campos
al azar para cada muestra, a una amplificacion total de 400x. Se consideraron como
positivos los campos que presentaron al menos un foco de fluorescencia especifica.

Logaritmo Campos Valores acumulados
de la possoltkl)\rlgs éimsgz Porcentaje
dilucion totales Positivos  Negativos sobre
totales
Lote 810807 titulacién !lenta"
-1 20/20 60 0 60/60 100
-2 20/20 40 0 40/40 100
-3 20/20 20 0 20/20 100
-4 0/20 0 20 0/20 0
-5 0/20 0 40 0/40 0
-6 0/20 0 60 0/60 0
FFDso/200pl= 10 (EO0MI00-0FT - 5y 1 0350RED . /m|
Lote 810808 titulacién !lenta"
-1 20/20 80 0 80/80 100
-2 20/20 60 0 60/60 100
-3 20/20 40 0 40/40 100
-4 13/20 20 7 20/27 74
-5 6/20 7 21 7/28 25
-6 1/20 1 40 1/41 2
FFDso/200pl= 107 (E0-29/4290L = 559 044 FEDg/m
Lote 810807 titulacion !rapida”
-1 20/20 70 0 70/70 100
-2 20/20 50 0 50/50 100
-3 20/20 30 0 30/30 100
-4 9/20 10 11 10/21 48
-5 1/20 1 30 1/31 3
-6 0/20 0 50 0/50 0
FFDso/200pl= 10™*(G0-48V0048L — 551 039" FE D /ml
Lote 810808 titulacion !rapida”
-1 20/20 71 0 70/70 100
-2 20/20 51 0 50/50 100
-3 20/20 31 0 30/30 100
-4 9/20 11 11 10/21 50
-5 1/20 2 30 1/32 6
-6 1/20 1 49 1/50 2

FFDso/200pl= 107 (EO-0M100-0FT - 5y q 0453 EED g /m
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Los cultivos en paralelo mostraron un mejor desempefio de las células en el
medio minimo suplementado con SFB al 10% y Glucosa a una concentracion
final de 4.5¢g/I. El crecimiento de las células fue mayor y se lograron cultivos con
repiques 1:3 cada 72 horas ajustando la concentracién a 2.5x10° cel/ml.

La titulaciébn por ambos métodos dio resultados similares en ambos lotes de
virus (810807 y 810808), la Tabla 1 muestra los resultados de las dos técnicas
utilizadas en la titulacion in vitro por focos fluorescentes (FFDsp): "rapida#
(adicion de las células sobre el virus) y "lenta# ¢ultivo de las células durante 24
horas previo a la adicion del virus). La Tabla 2 muestra la comparacion de los
titulos obtenidos para cada lote viral por las tres técnicas utilizadas: LD50 (in
vivo) y FFD50 (in vitro, "rapida# y "lenta#). Como in6culo para el testeode los
sueros se utilizaron 200ul de una dilucion 1:1000 del lote 810808 [cuyo titulo
fue 5.0x10*°® FFDso/ml] conteniendo unas 34 FFDso.

El suero del cobayo virgen (control -) no mostré inhibicién de la infeccion en la
dilucién 1:5, observandose un 100% de los campos positivos. El suero del
cobayo vacunado, correspondiente al segundo sangrado (32 dosis), inhibid
completamente la infeccién (0% de campos positivos) hasta la dilucién 1:10. La
dilucion siguiente (1:20) mostr6 aproximadamente el 50% de los campos
positivos y las subsiguientes diluciones no mostraron inhibicion. No se

observaron efectos citotoxicos de los sueros de cobayo en la dilucion 1:5.

Tabla 2. Titulo viral en los lotes 810807 y 810808 calculados mediante
titulaciéon in vivo (LDso/ml) y dos técnicas in vitro alternativas

(FFDso/ml)
in vivo in vitro (FFDso/ ml)
Lote Virus (LDso/ ml) Irapida” llenta"
810807 3.3x10°° 5x10°>°’ 5x10>°°
810808 3.3x10°° 5x10*°° 5x10™*

5.2. Testeo de los sueros

Se analizaron sueros provenientes de siete especies de quirdpteros (Eptesicus
diminutus, E. furinalis, Eumops bonariensis, Desmodus rotundus, Molossops
temminckii, Molossus molossus y Tadarida brasiliensis), representantes de las
tres familias registradas en Uruguay, y una muestra obtenida de un ejemplar de
zorro de monte (Cerdocyon thous). Los ejemplares fueron colectados en cinco
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localidades, tres de ellas ubicadas en el departamento de Rivera, en el noreste
del Pais. La tabla 3 muestra los detalles de las muestras analizadas y el
resultado obtenido. En las muestras que se clasifican como !Hemolizadas" no
se pudo obtener un resultado concluyente por el efecto citotoxico del suero. No
se testaron sueros obtenidos en salidas de campo previas debido al pobre
estado de conservacion de los mismos. Tres D. rotundus colectados en la zona
de Minas de Corrales y el ejemplar de C. thous colectado en la forestal FYMSA

presentaron anticuerpos neutralizantes para el virus de la rabia.

Tabla 3. Muestras de campo analizadas mediante RFFIT. Se destacan los ejemplares en que se
detectaron anticuerpos neutralizantes antirrabicos. La muestra GBN 59, estaba fuertemente hemolizada,
a pesar de lo cual se observé una moderada inhibicién de la infeccion. En el suero de GBN 62 se
observo inhibicién claramente a pesar de que se encontraba ligeramente hemolizado.

Numero Especie Localidad Dpto. Fecha Resultado
EMG 1873  Eptesicus furinalis El Pinar Canelones 13/09/2007 Hemolizado
EMG 1874  Desmodus rotundus Esteros de Farrapos Rio Negro  16/11/2007 Hemolizado
EMG 1875 Molossops temminckii Esteros de Farrapos Rio Negro  16/11/2007 Hemolizado
EMG 1876 Eumops bonariensis  Esteros de Farrapos Rio Negro 16/11/2007 Hemolizado
EMG 1877  Eumops bonariensis  Esteros de Farrapos Rio Negro 16/11/2007 Hemolizado
EMG 1879  Eptesicus diminutus Esteros de Farrapos Rio Negro  16/11/2007 Hemolizado
EMG 1881 Eumops bonariensis  Esteros de Farrapos Rio Negro  17/11/2007 Hemolizado
EMG 1886  Eumops bonariensis  Esteros de Farrapos Rio Negro  17/11/2007 <5
EMG 1887 Molossus molossus Esteros de Farrapos Rio Negro 17/11/2007 Hemolizado
EMG 1888 Molossus molossus Esteros de Farrapos Rio Negro 17/11/2007 Hemolizado
GBN 49 Desmodus rotundus Minas de Cufapird Rivera 28/11/2007 Hemolizado
GBN 50 Desmodus rotundus Minas de Cufiapiru Rivera 28/11/2007 Hemolizado
GBN 51 Desmodus rotundus Minas de Cufapiru Rivera 28/11/2007 Hemolizado
GBN 53 Desmodus rotundus Minas de Cufapiru Rivera 28/11/2007 <5
GBN 56 Tadarida brasiliensis  FYMNSA Rivera 28/11/2007 <5
GBN 57 Desmodus rotundus Minas de Corrales Rivera 05/12/2007 >5
GBN 59 Desmodus rotundus Minas de Corrales Rivera 05/12/2007 Dudoso
GBN 60 Desmodus rotundus Minas de Corrales Rivera 05/12/2007 >5
GBN 61 Desmodus rotundus Minas de Corrales Rivera 05/12/2007 <5
GBN 62 Desmodus rotundus Minas de Corrales Rivera 05/12/2007 >b5*

GBN 63 Tadarida brasiliensis ~ Santa Ernestina Rivera 06/12/2007 Hemolizado
GBN 64 Cerdocyon thous FYMNSA Ruta 5 Km 452  Rivera 06/12/2007 >5

La Figura 3 muestra cuatro micrografias tomadas sobre dos campos, uno de un
control de virus y el otro correspondiente a la muestra GBN 64. Para cada uno
de los campos, se tomaron dos micrografias: una de epifluorescencia y la otra
en campo claro. En la imagen de epifluorescencia del control viral, se observa
claramente la presencia de puntos de fluorescencia especifica, mientras que

los mismos estan ausentes en la correspondiente a la muestra del C. thous.
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No se encontraron evidencias de infeccion por Trypanosoma spp. en ninguna

de las muestras estudiadas.

'r{: ::- 3 = =S -
Figura 3. Micrografias de las muestras tefidasini@genes superiores
corresponden a fotografias de epifluorescencia, ifdsriores a
fotografias de campo claro. A la izquierda se olzsan control de virus

en el que se distinguen claramente los puntosudesficencia especifica

en el citoplasma. A la derecha se observa un campo correspondiente a la

muestra GBN 64 en el que no se observa fluoreszespiecifica.
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6. Discusion

El presente trabajo constituye el primer registro de la utilizacién del RFFIT para
determinar la presencia de anticuerpos antirrabicos en sueros de animales
silvestres en Uruguay. La principal ventaja que presenta esta técnica es que
puede ser aplicada a sueros de cualquier especie animal sin necesidad de
contar con reactivos especificos para cada una de ellas (a diferencia de la
inmunofluorescencia indirecta). Esto la convierte en una técnica de especial
utiidad para realizar relevamientos serolégicos en fauna silvestre. La
realizacion de la seroneutralizacién en cultivos celulares tiene la ventaja de ser
mas controlada, mas rapida, ademas de no requerir el sacrificio de animales lo
gue la convierte en una opcion éticamente mas apropiada y mas segura en la
manipulacion del agente infeccioso. Por dltimo, una vez que se cuenta con las
instalaciones y equipos necesarios para el mantenimiento de los cultivos
celulares, resulta mas econdémica (Smith et al., 1996).

Por otro lado, ésta técnica permite cuantificar anticuerpos neutralizantes, por lo
gue su resultado puede ser interpretado como una estimacion del nivel de
proteccion frente a la infeccion que posee un individuo. Si bien en animales no
esta determinado el nivel protectivo para cada especie, se considera que un
valor superior a 0.5 Ul/ml es el minimo valor mesurable de anticuerpos que
representa un nivel de inmunidad correlacionado con una proteccion eficaz
contra la infeccion en animales domésticos (caninos y felinos) (WHO, 1992).

La técnica, tal cual fue realizada en este trabajo, es de caracter cualitativo por
no contar con un suero previamente titulado, como referencia. Se solicitd a
OPS el suero de referencia internacional para realizar la calibracion de los
sueros control utilizados en este trabajo pero debido a dificultades en el envio
internacional del material, el mismo no estuvo disponible. se establecio como
punto de corte para considerar una muestra positiva la dilucion 1:5 (titulo mayor
o igual a 5). Valores similares han sido utilizados en otros trabajos (Lord et al.,
1975% Lord et al., 19757 Price & Everard, 1977; Trimarchi & Debbie, 1977; Hill
et al.,, 1992; Serra-Cobo et al., 2002) para realizar !screenings”. El valor de
dilucion utilizado permite facilmente discriminar los sueros negativos, y
corresponde a la dilucibn mas baja en la que no se observaron efectos

citotoxicos del suero en ninguna de las especies con las que se trabajo.
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Los sueros control utilizados fueron conservados de manera de poder ser
calibrados una vez que se tenga acceso al suero de referencia internacional.

Se detecto respuesta inmune humoral en tres ejemplares de vampiros (D.
rotundus) y un zorro (C. thous). Las muestras de D. rotundus que resultaron
con un titulo superior a 5 (y fueron entonces clasificadas como positivas para
este estudio) provienen de una zona cercana a la del surgimiento del brote pero
en la que no se registraron casos de rabia en ganado ni en fauna silvestre. La
presencia de anticuerpos especificos en el suero, indica la exposicion del
animal al virus y puede revelar una infeccion subclinica o abortiva. Lord y
colaboradores (1975) realizaron seguimientos de la respuesta inmune humoral
en poblaciones de vampiros, vinculado a la aparicion de brotes de rabia
paralitica bovina en el norte argentino. Estos investigadores mostraron que la
probabilidad de encontrar ejemplares seropositivos en una localidad previo a la
aparicion de un brote de rabia en el ganado, es muy inferior a la de detectar la
respuesta en ejemplares de localidades en las que ya se dio un brote en meses
anteriores (Lord et al., 1975%). Los anticuerpos detectados en el suero de C.
thous, pueden indicar un salto inter-especifico del virus, sugiriendo que ese
ejemplar tuvo contacto con el virus que circulaba en la zona en D. rotundus. La
presencia de anticuerpos en sueros de carnivoros puede indicar la intervencién
de los zorros en el ciclo de la rabia e incluso la posibilidad de transmision a
través de estos al ganado. Esta posibilidad depende de multiples factores,
entre otros la densidad de las poblaciones de las especies huésped (Lord et al.,
1975%. En cuanto a los vampiros, la importante oferta de alimento que
constituye el ganado, y la disponibilidad de refugios, ha hecho que la especie
se encuentre practicamente en todo el pais, presentando colonias de varios
miles de individuos. En esta situacién la posibilidad de transmisién del virus
entre diferentes especies silvestres, puede verse incrementada. Sin embargo
no se ha evaluado aun en Uruguay el impacto que los profundos cambios en el
uso de la tierra, producidos en los ultimos afios, pueden haber implicado para
estas poblaciones, ni la frecuencia de los contactos entre carnivoros silvestres
y vampiros.

La situacion epidemiologica del pais respecto de la rabia, muestra circulacion

de al menos tres variantes virales diferentes, infeccion comprobada en cuatro
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especies de murciélagos y focos activos de infeccién en ganado (CONHASA,
2007; CONHASA, 2008?; Guarino et al., 2008*; Guarino et al., 2008?).

Los saltos inter especificos del virus desde quirépteros a carnivoros han sido
registrados anteriormente (Badrane & Tordo, 2001). Estos saltos pueden
resultar en una adaptacién del virus al nuevo huésped, o una extincién del
linaje. Al menos dos saltos con posterior adaptacion, desde quirépteros a
carnivoros, explicarian la actual distribucion de variantes dentro del virus de la
rabia (Badrane & Tordo, 2001). La presencia de anticuerpos en el suero de un
carnivoro silvestre dentro del area del brote de rabia paralitica transmitida por
quirépteros hematofagos, sugiere la exposicion de este animal a ese ciclo. No
se detectaron variantes virales asociadas a carnivoros en los casos de rabia
paralitica registrados en el ganado de la zona (CONHASA, 2008%), esto
reforzaria la hipétesis de que la exposicion del zorro haya sido a un virus
circulante en quirdpteros, lo que deberd ser comprobado en posteriores

estudios.
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7. Conclusiones y perspectivas.

Se presenta un protocolo aplicable a vigilancia epidemioldgica de la rabia en
especies silvestres, asi como también, util para realizar seguimientos de la
respuesta inmune generada mediante la vacunacion.

La técnica puesta a punto pude ser utilizada en relevamientos en fauna
silvestre, particularmente carnivoros y murciélagos, como instrumento para
elaborar indices de riesgo, en este contexto, la ausencia de anticuerpos en
poblaciones de D. rotundus podria ser interpretado como un indicador de
susceptibilidad de la colonia a contraer la enfermedad y por tanto la
probabilidad de comenzar un brote con transmision a especies domesticas.

El presente trabajo constituye la primera evidencia de respuesta inmune
humoral antirrdbica en especies silvestres de Uruguay, asi mismo los
resultados sugieren la participacion de carnivoros silvestres en el ciclo de la
enfermedad durante el brote registrado a fines de 2007 en los departamentos
de Rivera y Tacuarembd en el Norte del Pais. Posteriores estudios seran
necesarios para aclarar el verdadero rol que cumplen estas especies en la

dinamica de la enfermedad dentro de la fauna salvaje.
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9. Anexos

9.1. Anexo 1. Procedimiento Operativo Estandar: Det eccion de

anticuerpos antirrdbicos mediante Rapid Fluorescent Focus
Inhibition Test

Titulacion de anticuerpos por Rapid Fluorescent Fogs Inibithion Test (RFFIT)

Introduccion:

El test rapido de inhibicion de focos fluorescent€@~FIT) permite detectar y
cuantificar anticuerpos neutralizantes en muestrasudeo mediante la neutralizacién
de una dosis constante de virus por diluciones dasiade suero. El virus no
neutralizado es visualizado a través de la infeccion de un cultivo cetufaonocapa y
posterior tincion por inmunofluorescencia directa. La cuantificacidon se realiza por
comparacion entre el titulo obtenido en los sueroblema, contra el titulo obtenido
utilizando un suero estandar de referencia de titulo conocido.

Objetivo:
Describir el procedimiento para la realizacién deensayo de RFFIT.

Materiales:

- Estufa himeda (37° C, 5% @O
- Cell-culture chamber slides de 4 pocillos

- Minimum Essential Medium (MEM 432) + glucosa (coniracion final: 4.5 g/l)
suplementado con Suero Fetal Bovino (descomplemens&d® C, 30 minutos)
al 10%

- Virus rabia (cepa PV), 10 FEp200pul

- Suero control positivo (suero de cobayo vacunado, 3 ddas @d8 y 35)
sangrado al dia 50)

- Suero control negativo (Suero de cobayo virgen)

- Sueros a testar

- Cultivo celular BHK monocapa.

- Acetona (-20° C)

- Anticuerpos antirrdbicos conjugados con FITC (VMRD)

Procedimiento:
- Descongelar y descomplementar los sueros contosl sueros a testar en bafo
maria, 56° C durante 30 minutos.
- Preparar diluciones 1:5 de los sueros agregando 50ul de suero a 20EMde
al 10% SFB
- Mezclar los sueros el virus de descarga directanamles pocillos de la cell-
culture chamber slide. En una primer lamina sembgacdntroles segun el
siguiente esquema.
o Control de Células: 400ul MEM 10% SFB
o Control Virus: 200pul virus PV (10 FR200ul ) + 200ul MEM 10%
SFB
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o Control Negativo: 200ul suero contmmegativo (dilucion 1:5)+ 200ul
virus PV (10 FFRy/200ul)
o Control Positivo: 200l suero contnabsitivo (dilucion 1:5) + 200l
virus PV (10 FFRy/200ul)
En otra lamina sembrar las muestras a testar, mezclando 208ukdo
problema (dilucion 1:5) + 200ul virus PV (10 F&R200ul)
- Incubar en estufa himeda a 37° C, 5 % @@ante 90 minutos.
- Durante la incubacion:
o Tripsinizar una botella de cultivo de BHK en monacapn 48 horas y
100% de confluencia.
o Diluir en 20ml de MEM al 10% SFB + 4.5 g/l glucosa
0 Centrifugar a 1000 RPM durante 1:45 minutos
0 Descartar el sobrenadante y resuspender en MEM al 10% SFBg/I
glucosa llevando a una concentracion de 2.5x10Btel
- Sembrar 400ul de la suspension de células en cada pocillo.
- Incubar durante 20 horas a 37° C, 5%,CO
- Terminada la incubacion descartar el sobrenadant@&solucion virucida de
hipoclorito de sodio y desarmar la cell-culturarmiber slide, retirando las
parédes plasticas de las camaras.
- Fijar en acetona fria (-20° C) durante 30 minutos
- Sacar de la acetona, dejar secar y tefiir con 30ubdgigado antirrabico
VMRD (endpoint 1:8) + 90ul de PBS pH=7. Mantenercamara hiumeda a 37°
C durante 30 minutos.
- Lavar por 10 minutos en PBS, pH=7 a 37°C, con agitanagnética.
- Dejar secar
- Retirar el sellante de goma, de que unia las pameéas cAmaras, y montar con
glicerina bufferada (50% en PBS)
- Observar en microscopio de fluorescencia con ureatortotal de 200x

Interpretacion de los resultados:
Controles:

El control de virus, y el suero control negativoelemostrar fluorescencia
especifica en el 100% de los campos observados (c@ntangoos)

En el control de células y el suero control positivo no debe observars
fluorescencia especifica.
Sueros problema:

Los sueros se consideraran positivos si se obs@avaeduccion del 50% de los
campos con fluorescencia especifica (<10 campos poséiva® observados elegidos
al azar)

Referencias:

SMITH, J. S., P. A. YAGER, AND G. M. BAER. 1996. A rddluorescent focus
inhibition test (RFFIT) for determining rabies virnsutralizing antibodyEn
Laboratory techniques in rabies, F.-X. Meslin, M. Ké&plan, and H. Koprowski
(eds.). X Edition. World Health Organization, Geneva, Switzer|gm 181!
191.

Responsable:
Personal entrenado y calificado del sector virologia y/o control de calidad
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9.2. Anexo 2. Clave de campo para la determinacion de las especies

de moldsidos (Mammalia: Chiroptera) de Uruguay en b ase a

caracteres externos (visibles sin realizar incision es).

FamiliaMolossidae

1.
a. Presencia de pliegues verticales en el labio superior............ 2.,
b. Labio superior sin pliegues verticales...........ccccevvvvvvvvvninnnnnn. 4.

a. Largo del antebrazo (AB) mayor a 50mrilyctinomops macrotis
b. Largo del antebrazo (AB) menor de 50mm...........cccceeeeenn3
a. Segunda falange del cuarto dedo mayor a 5 mm™""""™
.................................................................. Tadarida braS|I|enS|s
b. Segunda falange del cuarto dedo menor de 5 mm™™™" "
........................................................... Nyctinomops Iatlcaudatus

a. Orejas notoriamente separadas sobre la cabeza.o Ldgj
antebrazo (AB) menor de 35mm™"
............................................................... Malossops temminckii

b. Orejas unidas o aparentemente unidas sobre la ieeda de la
cabeza. Largo del antebrazo (AB) mayor a 35mm™™™™" ...
PP PPPRUURRPRPPR 5...

a. Antitrago bien desarrollado, con constriccién basabria. Quilla
nasal presente. Pelo en la cara ventral del ala ar¢m del
L1 (=] o] 2= V4 o TR G......

b. Distinto del anterior............oevuvuviiiiiiiieee e 7..

a. Incisivos superiores triangulares, convergentes, proyectados hacia
=1 0= 1o J RS Molossus molossus

b. Incisivos superiores caniniformes, divergentesygctados hacia
delante........cooiiiiiiiii Promops centralis

a. Largo del antebrazo (AB) mayor a 45 mm
................................................................... Eumops bonariensis

b. Largo del antebrazo (AB) menor de 45mm
.................................................................. Eumops patagonicus
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9.3. Anexo 3. Hoja del catalogo detallado de campo.

Crenmin Powo :am i

CATALOGO DE CAMPO
N* de catélogo Qﬂj
Localidad:
Latitud: Longitud: Altitud:
Dia: Mes: Afio: Estacién:
Género: Especie:
Subespecie Sexo:
Largo total: Cola: Pata con ufia:
Pata sin ufia: Oreja: Antebrazo: Peso:
Colector:
Preparador:
Modo de preparacién: Modo de captura:
Piel O Liquido a Aluraenred:
Piel y esqueleto 0 Liquido con crineo extraldo a Tippdecebo:
Piel y crineo O Piel, crineo extraldo y carcaza en liquido a Hora:
Sélo esqueleto a
Hébitat;
Pradera: campo pastoreado I Humedal: pajonal o Monte: ribereno
pastizal O banado a serrano
borde de camino borde: laguna O qucbrada o
Otro: curso de agua a parque O
Urbano O borde de camino I
Suburbano O plantacion forestal O
<ti O otro:
% de suclo cubierto: Altura aprox. de la vegetacion:
Estado del tiempo:
Ciclo despejado & muy pocas nubes O  Cubierto con lloviznas O sol = lluvia 0
Parcialmente cubierto O Diattuvioso O Liuvia - sol =
Total o casi totalmente cubierto O “formenta O
Observaciones (horario de eventos):
Temperatura: ~ Humedad: Viento Momento Dia
Normal Sin viento o o
Himedo O Con brisa 0 o
Con viento O o
Condicién sexual:
Macho Hembra
Testiculos abdominales = Vagina cerrada a ion;
Testiculos semiescrotales L) Vagina semiabierta O Lactando o
Testiculos escriitales u Vagina abierta u} Mamas desarrolladas a
Otros: Otros: . v poco d ladas ]
Tamafio del testiculo: Prefiada: N° de embriones: Inactivas =
Largo: lzquierda: Derect M posl-laclanies O
Ancho: Corona-Rabadilla:
Embriones conservados:
Marcas de embriones en el Gtero:
Muesirss:
Tejidos:
Higado u Miusculo =) Intestino O Parfisitos:
Rifen O Contenido digestivo O pPene O Ecloparésitos T Ubicacién:
Corazén O Estémago a Endoparésitos O Ubicacion:
Otros: Otros:
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Edad: Muda:

Juvenil 0 Con muda O
Semiadullo  OJ Sinmuda O
Adulto 0

Determinado de do a:

Mediana

(]
Apenas a Ml

oo

Muestras anexas:
Fotos ejemplar vivo
Fotos ejemplar muerto

Fotos de estructuras
Otras muestras:

Folos de ambiente
leces
Nidos o refugios

ooo

O
]
a

Observaciones:

Colecci de deposi i .
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INTRODUCCION

La capacidad de extraer y analizar ADN de restos antiguos tiene una historia relativamente
corta. Los estudios iniciales estaban severamente limitados por la naturaleza degradada y fragmentada
del ADN antiguo (ADNa), principalmente resultante de fuerzas hidroliticas y oxidativas que actdan
post-mortem. Sin embargo, el campo se vio revolucionado con la introduccion del procedimiento de
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar in vitro millones de copias de fragmentos
cortos de ADN (Kaestle y Horsburgh 2002).

Por muchas razones el ADN mitocondrial (ADNmt) se ha considerado particularmente util para
estudiar la prehistoria. La mitocondria humana es un organelo extra nuclear que contiene una molécula
de ADN circular de 16,569 pares de bases de longitud, de la que se conocen todas las posiciones
nucleotidicas y los loci codificantes. Debido a que este ADN es heredado Unicamente por via materna
y, a diferencia del ADN nuclear, no recombina, todos los cambios en la secuencia del ADNmt son el
resultado de mutaciones acumuladas, heredadas de madre a hija. Ademas el ADNmt muta con un
orden de magnitud mas rapido que lo que lo hace el ADN nuclear, con la regién de control mutando a
una tasa aun mas alta, haciéndola particularmente util en profundidades de tiempo superficiales. Por
ultimo, existen muchas copias de ADNmt en condicion haploide en cada célula, siendo facilmente
analizado en el laboratorio y mas factible de ser recuperado del material biolégico prehistorico en
cantidades suficientes para poder amplificarlo por PCR (revisado en Eshelman et al. 2003).

La cadena de ADNmt codifica 37 genes que se pueden agrupar por sus productos: 13 genes
gue codifican para ARN mensajeros y por lo tanto para 13 proteinas; 22 genes que codifican para ARN
de transferencia (ARNt), y dos genes que codifican para dos ARN ribosémicos (ARNr) mitocondriales
(Dominguez y Hernandez 2007). La primera secuencia completa del ADNmt se publicé en 1981 por
Anderson et al. y se adopté como secuencia de referencia; su longitud es de 16,568 nucleétidos. En su
obtencién se cometieron varios errores de secuenciado (incluida la inserciéon de una base ajena a la
secuencia) que se corrigieron, dando lugar a la actual referencia revisada, abreviada rCRS (Andrews et
al. 1999).. La region de control, no codificante, también llamada bucle D, es la estructura que une las
dos hebras de la cadena principal y forma la molécula circular por medio de una tercera hebra (Salas
et al. 2000). En la regién de control se encuentran las regiones hipervariables (HVR) |, Il y lll, ubicadas
entre las posiciones 16024-16383, 57-372 y 438-574 respectivamente (las posiciones siguen la
secuencia de referencia de Anderson et al. 1981).

La secuencia de la HVR evoluciona de acuerdo a un patrén complicado que dificulta su andlisis.
Por ejemplo, la composicion de bases no es uniforme, las transiciones ocurren mas frecuentemente
gue las transversiones, el nimero de transiciones pirimidinicas en la cadena L es mayor que el nUmero
de transiciones purinicas y las tasas de sustitucion varian de sitio a sitio. Probablemente esta Gltima
sea la caracteristica mas enigmatica; existen sitios !calientes" (mutational hotspots), en los cuales se
acumulan predominantemente las sustituciones. Las estimaciones de las tasas de mutacion de la HVR
gue se desprenden de andlisis de genealogias han generado mucha confusion ya que serian casi 20
veces mas altas que las obtenidas a partir de estudios filogenéticos. Los sitios !calientes" podrian ser
la causa de esta enorme discrepancia (revisado en Meyer et al. 1999). Heyer et al. (2001) estiman las
tasas de mutacién promedio (basadndose en andlisis de genealogias profundas) para las regiones
hipervariables | y Il en 11,7 mutaciones por sitio y generacion, con un intervalo de confianza del 95%
de 2,1#31,6.



ADN antiguo y el poblamiento del Nuevo Mundo

Los primeros estudios de variabilidad del ADNmt fueron basados en polimorfismos de sitios de
restriccion, que mostraron una serie de patrones con aparente especificidad poblacional. El trabajo de
Schurr et al. (1990) sobre ADNmt de amerindios arrojé la presencia de diez haplotipos exclusivos, de
los cuales cuatro fueron designados por su alta frecuencia como !'haplogrupos fundadores" todos ellos
de origen asiatico: una ganancia de sitio de Haelll, una delecién entre la subunidad Il de la citocromo
oxidasa c (COIl) y el gen del ARNt(Lys), una pérdida de sitio de Hincll y una pérdida de sitio de Alul
(Figura 1). Estos datos sugerian que el ADN mitocondrial amerindio derivaba de por lo menos cuatro
linajes maternos, y que se habrian acumulado variantes en su dispersién por el continente. A los
cuatro haplogrupos mencionados, llamados actualmente A, B, C y D, se agrega el haplogrupo X,
derivado de una variante presente en poblaciones europeas, lo cual en un principio dio lugar a un
debate en cuanto al caracter !fundador" del haplogrupo. Este debate estaria resuelto en virtud de que
el haplogrupo X amerindio se distingue del haplogrupo X europeo por dos mutaciones en la regién
control (una transicion G~ A en la posicién 16213 y una transicion A G en la posicién 200, ambas
respecto a la secuencia de referencia de Anderson et al. (1981) y por descubrirse la presencia del
haplogrupo X en muestras prehistdricas (revisado en Figueiro, 2006).

A +Haelll np 633 Control Reglan

+Accl np 14465

C +Alul npl13262/
-Hinell np13259

D -Alulnp 5176

B 9bp
deletion

Figura 1. Mapa de la mitocondria humana mostrando la ubicacion de la region de control y de los sitios
polimorficos, indicando los 5 haplogupos americanos nativos fundadores conocidos. Tomado de Eshelman et al.
(2003)

Posteriormente, diversos trabajos realizados sobre la region hipervariable del ADN mitocondrial
humano demostraron una alta variabilidad intrapoblacional en lo referente a mutaciones de esta region;
esta variabilidad se agrup6 igualmente en clusters que pudieron identificarse posteriormente con los
patrones de restriccion A, B, C y D definidos anteriormente (ver Tabla 1) (Figueiro, 2006).

El andlisis del ADNmt antiguo en el Nuevo Mundo ha confirmado ampliamente los hallazgos de
estudios de ADN moderno y de otros polimorfismos genéticos. Los haplogrupos mitocondriales A, B, C
y D han sido identificados tanto por analisis de polimorfismos de longitud del fragmento de restriccion
(RFLP) como por secuenciacion de la regiéon hipervariable en muchas muestras prehistéricas de
América del Norte, Centro y Sur. Las similitudes tanto en las frecuencias de haplogrupos como en
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haplotipos especificos del ADN antiguo también indican que el contacto europeo no afectd
significativamente la diversidad del ADNmt en las Américas, en su mayoria. La secuencia de la region
hipervariable de la gran mayoria de todos los nativos americanos miembros del haplogrupo A
comparten la mutacion 16111 C T, la cual no se ve en ninguna poblacién asiatica, a excepcion de
unas pocas en Siberia. Una forma caracteristica del haplogrupo C que incluye la transicion C T en el
sitio 16325 y una forma del haplogrupo X que incluye la mutacion 16213 T C estan ambas
distribuidas en las Americas y ausentes en Asia, sugiriendo a Beringia como fuente y origen Unico de
dichos haplotipos (Eshelman et al. 2003).

Haplogrupo

Np A B C D X
16111 T C C C C
16189 © T T T
16217 © T T T
16223 T C T T T
16278 C C C Cc L
16290 T C C C C
16298 T T © T T
16319 A G G G
16325 T T © T T
16327 C C T C C
16362 C T C T
16519 @ T T T T

Tabla 1: Polimorfismos de la regién region hipervariable | correspondiente a los cinco haplogrupos americanos
principales. Los nucledtidos sombreados corresponden a las mutaciones caracteristicas del haplogrupo. Tomado
de Forster et al. (1996) (En: Figueiro, 2006).

La presencia del haplogrupo X ha sido confirmada en sitios prehistéricos y protohistéricos en la
meseta Columbia, mientras que datos de secuencias sugieren su presencia en la poblacion
prehistérica de Oneota y en América del Sur precolombina. Hauswirth y colaboradores (1994) también
reportaron el haplogrupo X hallado en los esqueletos de la laguna Windover (7,000 a 8,000 afios AP),
aunque otras secuencias generadas en dicho estudio sugieren la posibilidad de contaminacién en
algunas muestras ( En: Eshelman et al. 2003).

Los haplogrupos B, C y D han sido todos identificados en restos esqueletarios paleo-indios, sin
embargo el miembro mas antiguo del haplogrupo A (el haplogrupo mas comudn en América del Norte y
parte de América del Sur), data solo en 4,504 +105 afios AP. No obstante relativamente pocas
muestras de paleo-indios han sido analizados y la mayoria de ellos proviene del oeste de los Estados
Unidos, donde el haplogrupo A es raro en las poblaciones modernas, excepto a lo largo de la costa
(Eshelman et al. 2003).

En casi todos los estudios de poblaciones norteamericanas antiguas, se han descubierto
individuos que no parecen pertenecer a ninguno de los 5 linajes fundadores. En muchos casos esto es
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indudablemente el resultado de una contaminacion externa de las muestras que no contienen ADN o
cuyo material genético esta inhibido para su amplificacién por PCR. Sin embargo, la posibilidad de
encontrar haplogrupos adicionales en estudios de ADNa en las Américas persiste. Tal linaje podria
haberse extinguido o ser un linaje ain no descubierto al nivel de las poblaciones modernas, existiendo
en frecuencias muy bajas (Eshelman et al. 2003). Por ejemplo, recientemente se reportaron dos
individuos de aproximadamente 5000 afios de antigiedad como pertenecientes al haplogupo M,
ampliamente encontrado en Asia del Este pero por primera vez hallado en América (Malhi et al. 2007).

Consideraciones acerca de la degradacion del ADN vy de la contaminacion de las
muestras

Luego del entusiasmo inicial por las investigaciones con ADNa surgieron observaciones
fundamentales acerca de la naturaleza de la preservacion del ADNa, la alta tasa de fracaso de
amplificacion de muchas muestras y preocupaciones acerca de la autenticidad de las muestras
(O$Rourke et al. 2000).

Existen dos obstaculos principales para la recuperacion del ADN antiguo: la degradacion
molecular que limita la cantidad del ADN amplificable disponible y los inhibidores organicos de la PCR
generalmente que se coextraen con el ADN. Los acidos nucleicos se degradan gradualmente a lo largo
del tiempo por medio de procesos como la hidrélisis y la oxidacién. La hidrdlisis es la rotura del enlace
N-glicosilico entre el azlicar y la base en presencia de agua. La guanina y la adenina son 20 veces
mas susceptibles a la remocién (depurinacién) que la citosina y la timina (depirimidacién), aunque la
tasa depende de la temperatura y del pH. Inversamente, la deaminacién hidrolitica afecta a las
pirimidinas (30,000 afios de vida media in vivo) a una tasa 40 veces mas alta que a las purinas
(O$Rourke et al. 2000). La deaminacion es particulamente rapida en el caso de la citosina, que resulta
en la conversion de citosina en uracilo en el ADN. Cuando este ADN se utiliza como molde para una
PCR, resultaran transiciones C Ty G A, ya que cuando la polimerasa se encuentra con un residuo
de desoxiuridina en la hebra molde, incorporard un residuo de desoxiadenosina, en lugar de uno de
desoxiguanosina (Hofreiter et al. 2001).

La oxidacion es el proceso por el cual los radicales hidroxilo o superdxido derivados del agua
modifican las bases o distorsionan la hélice. Debido a que las mitocondrias son el centro del
metabolismo del O,, la oxidacién afecta en mayor forma al genoma mitocondrial que al nuclear. Se
sospecha que las hidantoinas (pirimidinas oxidadas) son las que mas dafian el ADN. Su presencia se
relaciona negativamente con el éxito de extraccion y de amplificacion del ADNa, probablemente por el
hecho que bloquean la extension durante la PCR. Estos procesos de degradacion ocurren
constantemente in vivo (100-500/célula/dia), pero en los nlcleos estan bajo un estricto control gracias
a los mecanismos de reparacion. Luego de la muerte, estos y otros procesos degenerativos continlian
acumulandose. Por estas razones, la recuperacion y la amplificacién del ADNa, cuando son posibles,
estan generalmente limitadas a fragmentos menores de 300-500 pares de bases de longitud y en
muestras con una antigiedad de no mas de algunas decenas de miles de afios (O$Rourke et al. 2000).

La probabilidad de extraer ADN antiguo exitosamente estd4 en relacién con la edad de la
muestra, sin embargo la edad no es el factor determinante para el éxito. Mucho méas importante es el
ambiente al que estuvo expuesta la muestra desde su muerte La tasa de degradaciéon del ADN se ve
afectada por la temperatura del ambiente, la humedad y el pH del suelo si la muestra esta enterrada.
Ademas, el proceso de extraccion del ADN frecuentemente coextrae sustancias quimicas que inhiben
la reaccion de amplificacion por PCR, dificultando el acceso al ADN que hubiera. Aunque este



problema puede ser tratado en cierta medida con modificaciones en las técnicas de extraccion, altos
niveles de tales inhibidores pueden representar un problema insalvable. Por lo tanto, el suelo en el cual
la muestra arqueoldgica ha estado enterrada es importante tanto porque sus caracteristicas pueden
afectar la tasa de degradacion del ADN como por los inhibidores que puedan depositarse en la
muestra (Kaestle y Horsburgh 2002).

Debido a la sensibilidad de la PCR y la naturaleza degradada del ADN en las muestras
antiguas, la contaminacion de las mismas y de los reactivos por ADN ex6geno es una preocupacion
constante. Dicha contaminacion puede provenir de diversas fuentes, incluyendo el ADN de otras
personas que hayan manipulado las muestras antes que llegaran al laboratorio, como pueden ser
arquedlogos, personal de museo, trabajadores meédicos. De todas formas, aun cuando todas las
precauciones descritas para evitar la contaminacion sean tomadas, ésta es una realidad inevitable
cuando se trabaja con ADNa. La habilidad del investigador consiste en identificar cuando ocurre la
contaminacion. Los controles negativos se corren en paralelo con las muestras a lo largo del
procedimiento de extraccion, en el cual los tubos vacios se tratan exactamente en la misma forma que
los tubos que contienen muestras. Si los productos de esos controles negativos rinden ADN
amplificable, es muy posible que la extraccion haya sido contaminada. También se corren controles
negativos de la PCR para asistir en la determinacion del punto del procedimiento en el que ocurrié la
contaminacion Una prueba mas avanzada de contaminacion es a nivel del analisis de las secuencias
de ADN obtenidas de las muestras antiguas, las cuales se pueden comparar con las de las personas
gue manipularon las muestras en todo el proceso, desde su recuperacion (Kaestle y Horsburgh 2002).

En este trabajo se secuenciaron segmentos de la HVRI de muestras de ADNa de individuos
hallados en territorio uruguayo (tanto del este como del oeste), de las que anteriormente no habia sido
posible obtener informacion sobre haplogrupos por medio de analisis por RFLP.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo fue esclarecer la situacién de aquellos individuos prehistéricos
hallados en territorio uruguayo de cuyos restos se extrajo ADN, que siendo analizado por RFLP no fue
posible clasificar en ningln haplogrupo amerindio principal (A, B, C o D).

OBJETIVOS PARTICULARES

! Analizar la bibliografia al respecto que se ha publicado para América.
I Aprender las técnicas de extraccion del ADN y de amplificacion.
- Armar una base de datos que incluya los individuos que no presentaron los sitios de corte

caracteristicos de los haplogrupos A, B, C o D en el andlisis por RFLP.

- Analizar las secuencias de la region hipervariable | de dichos individuos (de los sitios CH2D01-
A, CG14EOQ1, del este y El Cerro, Colonia Concordia , Los Cardos 1 , Los Cardos 2 , Campo
Morgan 15736, del oeste) para intentar definir a qué haplogrupo pertenecen.



MATERIALES Y METODOS

Se consultd bibliografia referente a poblamiento de América, tanto revisiones como trabajos
especificos sobre distintas regiones, asi como trabajos centrados en aspectos técnicos, para apoyar
las tareas realizadas.

Inicialmente se analizaron 16 muestras que fueron seleccionadas del total de las muestras de
ADN antiguo del territorio uruguayo por presentar problemas a la hora de asignarlas a alguno de los
haplogrupos principales encontrados en América. En la tabla 2 se presentan todas ellas con los
detalles de los resultados anteriores a este trabajo. Los sitios arqueoldgicos del territorio uruguayo

donde se hallaron los individuos que se analizan en este trabajo se indican en la figura 2.

Identificacion Muestra RFLP
A |Fecha |B |Fecha C Fecha D Fecha
CH2DO01-A grupo 6seo 4 2 molar supizq | No |24/11/06 | No | 12/01/05 | No | 29/04/04 | No |24/11/06
Si |31/07/07
CH2DO01-A grupo 6seo 16 molar inf. No | 24/11/06 | No | 08/08/07 | No | 4/3/04 No |24/11/06
w | CH2DO01-A grupo 6seo 17 molar inf. No | 24/11/07 | No | 24/11/06 | No | 4/3/04 No |18/01/08
b Si |31/07/07
L No | 10/08/07
CG14E01 lllesq 1 Premolar No | 1/12/04 | No | 08/08/07 | No | 24/11/06 | No | 24/11/06
CG14E01 I-grupo 6seo 9(A) |1 molarinf.1zg. |[No [1/12/04 |No |23/11/04 |No |4/3/04 |No |9/6/05
No | 30/07/07
CG14E01 I- grupo 6seo 9(B) |2 molar inf. Izq. No | 23/11/04 | No | 29/4/04 |No |18/1/08
El Cerro, esqueleto 1 ler metacarpo No |17/1/08 | No | 22/8/07 |No |5/11/04
El Cerro, esqueleto 2 2° molar sup. der. No | 15/8/07 | No | 3/9/07
No | 22/8/07
Colonia Concordia 41101 Metacarpo No | 8/8/07 No | 3/9/07
! | Colonia Concordia 47996A 2° molar inf. der. | No |17/1/08 |No |17/8/07
(|7) Cafiada Saldafia - "Junto al | Molar 31/07/07
Ll | 47996" No | 19/09/07 | No No |18/1/08
O |cafada Saldafia 51983 ler molar inf. *
Colonia Concordia 55698 Metacarpo *
Los Cardos 1 Falange pie * No |18/1/08
Los Cardos 2 Metatarso No |17/1/08 |*
Campo Morgan 15736 Metatarso No |17/1/08 |* No |18/1/08

Tabla 2: Muestras seleccionadas para analizar en la primera etapa, indicando los ensayos que

antes del presente trabajo y sus resultados. *: Sin resultados tras dos amplificaciones al 24/08/07

se realizaron

Las extracciones de ADN fueron realizadas previamente a este trabajo en distintos momentos,

partiendo de huesos o dientes y utilizando un protocolo adaptado de fenol-cloroformo y proteinasa K
con la utilizacion de una suspension de silice (modificado de Baron et al. 1996 y descrito
sintéticamente por Merriwether et al. 2000 En: Figueiro 2006, ver Anexo) .
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La preparacién de las reacciones de PCR se realizé en el laboratorio de ADN antiguo del
Departamento de Antropologia Biolégica (Facultad de Humanidades y Ciencias de la Educacién), con
instrumental de uso exclusivo para minimizar el riesgo de contaminacion. La amplificaciéon por PCR del
ADN mitocondrial se realizé en el mismo laboratorio. Debe sefialarse que no se manipula ni guarda
ADN moderno ni productos de PCR en las instalaciones de ADN antiguo.

La amplificaciéon de la HVRI (16035-16410) se realizé utilizando 6 pares de cebadores que se
superponen (se detallan en la tabla 3). Los segmentos de mayor valor diagnéstico para los
haplogrupos amerindios principales son el HVR 2, HVR 3 y HVR 4, por lo cual es en los que se puso
mas énfasis a la hora de amplificar. A su vez, en los casos en que fue posible, se amplificaron dos
segmentos juntos (HVR 2-3 o HVR 3-4) ya que de esta forma se pierde menos informacion al
momento de secuenciar. Cuanto mas degradado se encuentra el ADN menos probabilidades hay de
encontrar segmentos largos.

Primer F Primer R

Largo de
Segmento |5' 3 3 5' | amplicon
HVR1 N 16015 16035 16096 16114 100
HVR 1 16036 16055 16139 16158 123
HVR 2 16112 16131 16218 16237 126
HVR 3 16192 16209 16303 16322 131
HVR 4 16268 16287 16356 16375 108
HVR 5 16327 16347 16410 16429 103

Tabla 3: Posiciones nucleotidicas de los cebadores para amplificar la HVR1. Tomado de Figueiro (2006)



Generalmente se trabajo con reacciones de 30 ! | para las muestras a secuenciar. La mezcla de
reaccion consistio en el buffer provisto por el fabricante (20 mM Tris-HCI, 20 mM KCI y 5 mM
(NH;)2S0Oy,), entre 1 y 2 mM de MgCl,, 0,21 ! M de cada cebador, 35 ! M de dNTP y 10% (v/v) de
dilucién de ADN. En virtud de los potenciales factores inhibidores de la reaccién de PCR en el extracto
(taninos, acidos humicos y fulvicos, productos de Maillard), asi como el carécter inhibidor de la propia
suspension de silice utilizada en el protocolo de extraccion (O$Rourke et al. 2000), se utilizaron
diluciones de 1:20 y 1:50 del extracto original en la reaccion de PCR, con lo cual la concentracion de
extracto en la reaccion fue de 1:200 o 1:500, segun la dilucion utilizada.

Las reacciones de PCR se efectuaron con Taq polimerasa disefiada para activarse a
temperaturas mayores de 90°C (Platinum Taq, Invitrogen corp., o Hotstart Taq, Fermentas corp.). Si
bien su fidelidad es equivalente a la Taqg polimerasa comun, el hecho de que inicie su actividad en
forma brusca y con el ADN a replicar desnaturalizado minimiza la formacion inespecifica de productos
de partida, como ser los dimeros de cebadores (Figueiro 2006).

La amplificacion de los fragmentos fue controlada por electroforesis en gel de agarosa al 2%
con bromuro de etidio. En los casos en que en la mayoria de los blancos se observé alguna banda
(aparte de los dimeros de primers) se procedié a descartar todos los tubos. Algunas de las muestras
que rindieron ADN fueron purificadas mediante el lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(General Electric), siendo el kit de purificacién que mostré mas eficiencia y facilidad de implementacion
de los probados en este laboratorio. La secuenciacion de las muestras se llevé a cabo en el Instituto
Pasteur y en el laboratio privado Macrogen (Corea). Se secuencié también el ADNmt de quienes
manipularon las muestras, G.F. (Gonzalo Figueiro, a cargo del laboratorio de ADN antiguo), quien
realizé las extracciones y algunas amplificaciones y A.L.C. (la propia), quien solo hizo amplificaciones,
con el fin de identificar los casos de contaminaciéon con ADN moderno. Las secuencias se alinearon
utilizando el programa GeneDoc versién de marzo de 2007 (Nicholas et al. 1997) y fueron comparadas
con la secuencia de referencia de Cambridge (rCRS) (revision hecha por Andrews et al. 1999 de la
secuencia original de Anderson et al. 1981). Las ambigtiedades fueron resueltas mediante lectura
directa del electroferograma utilizando el programa Chromas versién 1.45 (Technelysium Pty Ltd 2003-
2009). Se analizaron las secuencias a fin de buscar mutaciones tipicas de los haplogrupos amerindios
principales A, B, C, Dy X, y otras mutaciones.

El estudio se puede dividir en 2 etapas en funcién de las muestras analizadas y de las
estrategias utilizadas. En la primera se analizaron las 16 muestras que aparecen en la Tabla 1,
variando en algunos casos las concentraciones de Mg, asi como del ADN y probando con diferentes
Taq polimerasas para incrementar el rendimiento de las amplificaciones. Debido a que los resultados
obtenidos en esta etapa no fueron muy positivos (ver Resultados) se buscaron algunas alternativas
para mejorar los procedimientos. Una de ellas fue la implementacién de la albumina sérica bovina
(BSA), con el fin de contrarrestar el efecto inhibidor sobre la Taq polimerasa de algunos contaminantes
que co-purifican con el ADN, a una concentracion de 6 ! g/tubo (por sugerencia del Dr. Claudio
Martinez y luego de revisar algunos protocolos de amplificacion de ADNa). El otro cambio de la
segunda etapa fue el laboratorio al cual se eligi6 mandar las muestras a secuenciar, en este caso fue
el laboratorio privado de Corea antes mencionado (Macrogen).

En un caso de contaminacién de los blancos de la PCR, en la segunda etapa (17/11/08), se
procedid a enviar a secuenciar el contenido de los mismos con el objetivo de determinar qué era lo que
estaba contaminando.
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Como forma de cuantificar los resultados de las amplificaciones en ambas etapas se
contabilizaron los intentos de amplificacion para cada segmento de cada muestra hasta obtenerse un
resultado positivo. Luego se hizo un promedio por segmento, en el que participaron solo las muestras
gue se pudieron amplificar al final de cada etapa, las otras se descartaron del promedio. Por otro lado,
se busco la fraccion de muestras que habian llegado a ser amplificadas para los diferentes segmentos,
sin importar la cantidad de intentos realizados. Para evaluar la utilidad de la BSA se comparo la
cantidad de intentos de amplificacion para los segmentos 2-3 y 3-4, con BSA y sin BSA, utilizando el
programa RxC, para el analisis de la contingencia de tablas (Miller 1997). Por otro lado se
contabilizaron los éxitos (muestras que amplificaron sin importar la cantidad de intentos) y los fracasos
(las que no amplificaron nunca) para los segmentos 2-3 y 3-4 por separado, utilizando el mismo
programa para determinar la validez estadistica de los resultados.

RESULTADOS

El éxito de amplificacion en la primera etapa fue relativamente bajo (Ver Tabla 4). Para los
segmentos mas cortos (1, 2, 3 y 4) fueron necesarios, en promedio, menos intentos que para los
largos (2-3 y 3-4) 1.17 contra 1.33, como era de esperarse. De los segmentos enviados a secuenciar al
Instituto Pasteur se obtuvieron secuencias muy poco claras por lo cual se descartaron y no se
analizaran aqui. Posiblemente el servicio de secuenciacion no estuviera funcionando adecuadamente.

Cantidad de intentos de

amplificacién realizados hasta el
Muestra Segmento primer éxito

1 2 3 4 2-3 3-4
CH2DO01-A grupo6seo4 2 2 2
CH2DO01-A grupo6seol6 1 2 1 1 X
CH2DO01-A grupo6seol7 X X 1 2
CG14EO01 lllesq 1 1 1
CG14EO01 I- grupo 6seo9 (A) 1 2 X 1 3
CG14EO01 I- grupo 6seo9 (B) 1 2 2 1 X
El Cerro, esqueleto 1 X X 1 1 1 X
El Cerro, esqueleto 2 X 1 X 2 X X
Colonia Concordia 41101 X 1 2 1 1 X
Colonia Concordia 47996A 1 X 1 1 X 2
Cafiada Saldafia - "Junto al 47996" 1 X 1 X X
Cafiada Saldafia 51983 X 1
Colonia Concordia 55698 1 1
Los Cardos 1 1 1 1 1 1 1
Los Cardos 2 1 1 1 1 1 X
Campo Morgan 15736 1 1 1 1 X 2
Promedio de intentos 1,00/1,00| 1,42 |1,27| 1,00 | 1,67
Fraccion de muestras que amplificaron
sin importar la cantidad de intentos 0,69|/0,75] 0,75 [0,92| 0,69 | 0,56

Tabla 4: Resultados de las PCRs de la primera etapa, sin el uso de BSA
IX" se refiere a los casos en que los intentos realizados no fueron suficientes para amplificar una vez
determinado segmento de una muestra y, por lo tanto, no fue posible amplificarlo.
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En la Tabla 5 se muestran los resultados de amplificacion de la segunda etapa, utilizando BSA.
En este caso solamente se amplificaron los segmentos mas largos: 2-3 y 3-4. Fueron necesarios
menos intentos para amplificar el segmento 3-4, todas las muestras que amplificaron lo hicieron en el
primer intento, mientras que sin BSA 4 muestras amplificaron en el primer intento, 4 en el segundo y 1
en el tercero (p= 0,007). Con respecto al segmento 2-3 todos las muestras que amplificaron lo hicieron
en el primer intento, tanto con BSA como sin BSA. En la prueba de éxitos y fracasos los resultados

estadisticos no fueron significativos.

Muestra Segmento

Cantidad de intentos de amplificacion
realizados hasta el primer éxito

2-3

3-4

CH2DO01-A grupo6seo4

[EN

1

CH2DO01-A grupo6seo 16

CH2DO01-A grupo6seo 17

CG14EO1 lllesq 1

CG14E01 I- grupo 6se09 (A)

El Cerro, esqueleto 1

El Cerro, esqueleto 2

Colonia Concordia 41101

Colonia Concordia 47996A

Caflada Saldafa - "Junto al 47996"

Caflada Saldafia 51983

Los Cardos 2

R X (X[ [X|FP|Fk[X[|X]|~ |~

PR |R X[k [X[R (R~

Promedio de intentos

1

1

Fraccion de muestras que amplificaron
sin importar la cantidad de intentos

0,62

0,85

Tabla 5: Resultados de las

PCRs

de la

segunda

etapa,

incluyendo el

uso de BSA.

IX" se refiere a los casos en que los intentos realizados no fueron suficientes para amplificar una vez

determinado segmento de una muestra y, por lo tanto, no fue posible amplificarlo.

Sitio Individuo Cronologia Haplogrupo
Tabla 6: Sitios, individuos y
3 B* .
cronologias de los restos
18A 1350 A.P. A prehistéricos analizados a la
12B C** fecha en las regiones este y
CH2DO01 - A 19A C** oeste del Uruguay. (*) #
- 12 1700 A.P. B+ Haplogrupo determinado por
- RFLP. (**) # Haplogrupo
v 13A Ees : ;
w determinado por secuencia de
20 1610 + 46 A.P. c la HVR |I. Todas |las
CH2DO01-B B-1V 1090 A.P. c* cronologias son fechas post
3 B* guem basadas en el contexto,
CG14E01 2 1500 A.P. = excepto las marcadas (**),
ue  son directas. Las
Puntas del San Luis |Subunidad [I|1360 £ 100 A.P.™** |A® o ! -
ataciones estan en afios
37974 B* radiocarbénicos  antes  del
Colonia Concordia  |47994 1840 A.P. B* presente. Tomado de Figueiro
9 47996 A* y Sans (2008).
3 Arroyo Yaguarete 1 D=
O |Campo Morgan 15736 s/d C*
12
Los Cardos 1 C*
El Cerro 2B 1910 £ 50 A.P.**=* |D=



Paralelamente, algunas de las muestras fueron sometidas nuevamente a andlisis por RFLP,
obteniendo de esta forma definiciones de haplogrupo para dos de las muestras incognita de la primera
etapa. Estas muestras son Los Cardos 1 y Campo Morgan 15736 , los que fueron diagnosticados
positivamente como haplogrupo C (ver Tabla 6).

Colonia Concordia 55698 se descartd en este analisis porque luego de muchos intentos sin
éxito de amplificacién, se duda de que haya ADN enddgeno.

Los segmentos amplificados en la segunda etapa que fueron mandados a Macrogen (Corea)
para su secuenciacion fueron los siguientes: HVR 3-4 de CH2DO01-A grupo 6seo 4 , HVR 2-3y HVR 3-
4 de CH2DO01-A grupo 6seo 16 , HVR 2-3 y HVR 3-4 de CH2DO01-A grupo 6seo 17 , HVR 3-4 de
CG14EO01 Il esqg 1, HVR 2-3 y HVR 3-4 de CG14EO01 I- grupo 6seo 9 (A) , HVR 3-4 de EI Cerro,
esqueleto 1, HVR 2-3 y HVR 3-4 de EI Cerro, esqueleto 2 , HVR 2-3 y HVR 3-4 de Colonia
Concordia 41101 , HVR 3-4 de Cafada Saldafia 51983 y HVR 3-4 de Los Cardos 2. De Colonia
Concordia 47996A y de Cafiada Saldafia "Junto al 47996" no se obtuvo la cantidad suficiente de
ADN como para ser secuenciado. Las secuencias obtenidas fueron legibles en su mayoria. En la Tabla
7 se exponen las mutaciones observadas en dichas secuencias con respecto a la rCRS. Ademas se
presentan las de G.F. y A.L.C. y la del blanco que se hallé contaminado el dia 17/11/08.

amplificacién 16000+
Segmento 3295838 eggaas
y hebra fECha — — N N (q\] N [q\] N N (qV] N (30] L0
rCRS HVRI c T AT C T €C G C C Cc T T
G.F HVRI T C C C
A.L.C. HVRI . .. . .. . . . . . C
CH2DO01-A grupo6seo4 3-4R 17/11/08
CH2D01-A grupoéseo1s | >R 17/11/08 : :
2-3F 24/11/08 . . T . . . T .
, - . . .. . . . .Y Y
CH2DO01-A grupooseol7 3-4R 17111/08
2-3F 24/11/08 . . . . . . . . . .
CG14EOQ1 lllesq 1 3-4R 17/11/08 . . .. Cc . . . . . C
CG14E01 I- grupo6seo9 |3-4R 17/11/08 R £
(A) 2-3F 24/11/08
El Cerro, esqueleto 1 2.3E 1/12/08 . . . T
.. C . . . A
El Cerro, esqueleto 2 3-4R 17/11/08
2-3F 24/11/08 . . . T
} . . . C . . . . . C
Colonia Concordia 41101 3-4R 17/11/08
2-3F
Cafada Saldafia 51983 3-4R 2/12/08 oL T . T T
Los Cardos 2 3-4R 2/12/08 G . . .
Blanco "17/11/08" 3-4 R 17/11/08 . . T . T . . T

Tabla 7: Resultados de la secuenciacion, se presentan como mutaciones con respecto a la rCRS (revision hecha
por Andrews et al. 1999 de la secuencia original de Anderson et al. 1981). Se detalla el segmento amplificado asi
como la hebra elegida para secuenciar (F es forward y R reverse). La fecha de las amplificaciones también se
muestra. 'Y": pirimidina (C o T).
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En algunos casos fue necesario recurrir al electroferograma para resolver ambigliedades y en 3
de éstos fue imposible determinar de qué pirimidina se trataba. En la figura 3 se muestra el
electroferograma de la regién 16284-16316 de CH2D01-A grupo 6seo 17 , obtenida del segmento 3-4
R, comparandolo con el de referencia (A.L.C., ya que en esta region su secuencia es idéntica a la
rCRS). En la posicion 291 el programa Chromas version 1.45 asigna una T, sin embargo no se puede
descartar la posibilidad de que sea C. En la posicién 311 asigna tanto una C como una T.

En la secuencia de CG14EO1 I- grupo 6seo 9 (A) también existe una ambigliedad que no se

pudo resolver mediante la observacion del electroferograma (no se muestra), por lo cual se dejé como
pirimidina.

c E T A € E A€ € c % A A C0 A 8 T A C T A B|CT A C A %

Figura 3. Electroferograma (programa Chromas versién 1.45) de la region 16284-16316 de CH2DO01-A grupo
0seo 17, obtenida del segmento 3-4 R (arriba), y de la A.L.C. (abajo) con las bases asignadas en cada posicion.

Las posiciones 291 y 311 se recuadran para mostrar las ambigiedades al momento de asignar las bases
correspondientes.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La introduccion de la BSA tuvo un rol importante en la mejora de la eficiencia de la
amplificacion para el segmento 3-4, con respecto a los intentos necesarios para llegar a la misma (p=
0,007), lo cual confirma la utilidad de este reactivo en este caso.Los Cardos 1 y Campo Morgan
15736 son las muestras que menos problemas tuvieron a la hora de amplificar cualquiera de los
segmentos (ver Tabla 4) y fueron las Unicas 2 que se pudieron resolver por analisis de RFPL. Esto
puede estar en relacién con una mejor calidad del ADN presente e estas muestras.

Afortunadamente las secuencias de la HVRI de las dos personas que manipularon las muestras
en el laboratorio (G.F y A.L.C.) no muestran mutaciones asignables a ningun haplogrupo amerindio,
siendo G.F. haplogrupo K (con las mutaciones caracteristicas 16111 C T, 16189 T C, 16224 T C
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y 16311 T C) y A.L.C. haplogrupo H (con solo una mutacion en la region determinada, que queda
fuera de la HVRI en 16519 T C, que igual es coherente con este haplogrupo). Este hecho hace
posible determinar si contaminaron las muestras 0 no, en la mayoria de los casos. Para confirmar la
contaminacion proveniente de A.L.C. seria necesario estudiar la mutacién 16519 en las muestras que
no presentan mutaciones en los segmentos 2, 3 y 4 (esto aln no se puede hacer en el laboratorio por
falta de los cebadores correspondientes). No obstante, existen algunos individuos de los analizados
gue pueden tener una antigiiedad menor a los 400 afios (es decir post-conquista), lo cual agrega la
posibilidad de que posean un haplogrupo europeo.

El hecho de que una muestra sea perteneciente a un haplogrupo indigena no excluye por
completo la contaminacion, puede haber habido contaminacion cruzada o “carryover”, consistente en
el traspaso del ADN de una muestra al extracto de otra, con lo cual un ADN a primera vista endégeno
seria el producto de la contaminacion con el ADN de otra muestra (Figueiro 2006).

La muestra del CH2D01-A grupo 0seo 4 presenta una secuencia sin mutaciones con respecto
a la rcrs para el segmento 3-4. Esto podria interpretarse como contaminacién por el ADN de A.L.C.
Sin embargo, esa no seria la Unica posibilidad ya que el individuo CH2DO01-A grupo éseo 4 es uno de
los que podria plantear dudas sobre su cronologia ya que podria ser post-conquista, y por lo tanto, no
necesariamente indigena. El sitio CH2DO01-A, presenta una cronologia que abarca, si se consideran
los fechados de capa, entre 2090 + 90 y 340 + 115 afios AP (Bertoni et al. 2004). El esqueleto 4
estaba en la capa B, casi sobre el borde de la excavacion inicial y a menos de 40 cm de la superficie
del monticulo (Fermenias et al 1996, Figura 4).
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Del mismo sitio son las muestras CH2D01-A grupo 6seo 16 y CH2DO01-A grupo 6seo 17 , pero
ambas tienen una cronologia que supera los 400 afios de antigliedad, ya que se encuentran en capas
mas inferiores. Las 2 secuencias obtenidas del CH2D01-A grupo éseo 16 muestran resultados muy
diferentes: el segmento 3-4 no presenta mutaciones, mientras que el segmento 2-3 presenta 16223
C Ty 16290 C T. La primera se puede interpretar como contaminacién por A.L.C. y la segunda
corresponderia al haplogrupo A, descartdndose la contaminacion cruzada ya que de las muestras que
se analizaron el mismo dia (24/11/08) ninguna presenta esas mutaciones. Sin embargo, el analisis por
RFLP del 24/11/06 resulté negativo para este haplogrupo (ver Tabla 2). En este caso se podria intentar
hacer el andlisis por RFLP otra vez o estudiar los sitios 16111 y 16319 para ver si presentan otras
mutaciones tipicas del haplogrupo A.

El caso del CH2DO01-A grupo 6seo 17 plantea mas dificultades ya que la secuencia del
segmento 2-3, parece evidenciar contaminacion por A.L.C. y la correspondiente al segmento 3-4 no
muestra ningan haplogrupo amerindio (no presenta mutaciéon en 16223 ni las caracteristicas del
haplogrupo B) pero tampoco se corresponde con ningun haplogrupo europeo conocido. En este caso
seria necesario intentar amplificar estos segmentos nuevamente.

La secuencia del segmento 3-4 de la muestra CG14EOL1 Ill esq 1 muestra claramente que hubo
contaminacion por parte G.F. (16224 T Cy 16311 T C). Cabe la posibilidad de que el extracto del
cual se partié para hacer la amplificaciéon por PCR esté contaminado ya que la persona que realizé la
amplificacion de este segmento el dia 17/11/08 fue A.L.C..

El sitio CG14EO01 (!Isla Larga") tiene una cronologia que abarca desde 3660 + 120 (fechado de
capa) hasta ca. 1600 DC (cuenta de vidrio europea), mientras que dos de los individuos fueron
fechados en 830 y 850 + 70 afios AP (Cabrera et al. 2000; Cabrera y Marozzi 2001, En: Bertoni et al
2004). En el nivel més alto, donde se encontré una cuenta de vidrio (Io que asegura que es post-
contacto europeo), se hall6 CG14EOQ1 I-grupo éseo 9 (A) (Sans, comunicacion personal 2009). El
segmento 3-4 presenta solo una posible mutacion en el sitio 16311, lo cual podria deberse a un evento
contaminacion por parte de G.F.. La secuencia del segmento 2-3 no presenta mutaciones pero es
demasiado corta como para hacer algun diagnéstico. En principio no parece pertenecer a ninguin
haplogrupo amerindio, existiendo la posibilidad de que el ADN enddégeno de este individuo sea
europeo. Pero no se puede descartar la contaminacion por parte de A.L.C. Para eliminar esa
posibilidad habria que estudiar el sitio 16519.

El caso de EI Cerro, esqueleto 1 es bastante alentador ya que el Unico segmento
secuenciado, 2-3, presenta una sola mutacion en el sitio 16223, C T, que puede corresponder al
haplogupo D, lo cual no se contradice con el analisis por RFLP (que no se hizo para dicho haplogrupo).
Para confirmar este resultado se podria hacer el analisis por RFLP o secuenciar el segmento 5 para
estudiar el sito 16362.

El Cerro, esqueleto 2 , al contrario que el esqueleto 1, plantea grandes problemas de
interpretacion, ya que las 2 secuencias con las que se cuenta son muy distintas y no parecen estar
contaminadas ni por A.L.C ni por G.F.. Al realizar la blusqueda en bancos de datos (GenBank,
EMBL) analizadas por el método BLAST de comparacion de secuencias (Altschul et al. 1990,
1997) la secuencia del segmento 3-4 coincidié en un 100% con muchas secuencias, pero en pocos
de los trabajos vinculados fue posible encontrar el haplogrupo asignado a dichas secuencias. Trejaut
et al (2005) la ubican en el cluster del haplogrupo B, especificamente como haplotipo B4clb. Esto
significa un problema ya que por RFLP esta muestra se diagnosticé negativamente 2 veces para el
haplogrupo B (ver Tabla 2). Por otro lado la secuencia del segmento 2-3 presenta solo la mutacion
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16223 C T, que, como en el caso anterior podria corresponder al haplogrupo D. No se considera la
contaminacion cruzada porque las 2 amplificaciones (los segmentos 2-3 de El Cerro, esqueleto 1 y El
Cerro, esqueleto 2) se hicieron en dias separados (1/12/08 y 24/11/08 respectivamente). Esta
muestra continla como incognita ya que con los resultados obtenidos no es posible sacar ninguna
conclusion. Se sugiere una nueva secuenciacion de los segmentos 2, 3 y 4, asi como el andlisis por
RFLP para el haplogrupo D.

En el caso de Colonia Concordia 41101 se evidencia contaminacion en las 2 secuencias, la
del segmento 3-4 por parte de G.F. y la del segmento 2-3 por A.L.C. Sin embargo, ambas
amplificaciones fueron realizadas por A.L.C..

Cafada Saldafia 51983 muestra mutaciones coherentes con el haplogrupo X, 16223 C T,
16278 C Ty 16290 C T segun Pierron et al (2008). Sin embargo, dado que varios autores
sefialan que el haplogrupo X no se encuentra en América del Sur, es necesario seguir analizando esta
muestra para confirmar dicho resultado. Para esto podria hacerse el analisis por RFLP para el
haplogrupo X o0 secuenciar regiones del ADN mitocondrial que puedan tener mutaciones
caracteristicas para este haplogrupo, como los sitios 8913, 12397, 14502 y 16189 (Fagundes et al
2008).

Los Cardos 2 presenta una transicion A G en la posicién 16212, para nada comudn, que no
corresponde a ningun haplogrupo amerindio o europeo conocido. Al realizar la busqueda en bancos
de datos (GenBank, EMBL) analizadas por el método BLAST de comparacion de secuencias
(Altschul et al. 1990, 1997) algunas secuencias coinciden en un 100% con la incégnita pero en
ninguno de los trabajos vinculados a dichas secuencias fue posible encontrar su asignacion a algun
haplogrupo. En Di Rienzo y Wilson (1991) se analiza un individuo sardo que presenta esta mutacion,
pero tampoco se le asigna haplogrupo. Lo mismo ocurre en el trabajo de Horai et al (1991), pero en
este caso el individuo analizado es coreano y también presenta una mutacion en la posicién 16325. En
otros trabajos que aparecen secuencias con la transicion en la posicion 16212, estas también posen
ciertas mutaciones caracteristicas del haplogrupo A (como 16223 C Ty 16290 C T) (Saillard 2000 y
Shields 1993), lo cual indicaria que la transicion 16212 A G no es una mutacion rara asociada a este
haplogrupo. Igualmente el andlisis por RFLP para el haplogrupo A dio negativo para esta muestra. En
el futuro, podria intentarse amplificar otros segmentos de la regién hipervariable para buscar otras
mutaciones.

Con respecto al Blanco "17/11/08" es dificil determinar qué muestra fue la que lo contaminé ya
gue de las que se amplificaron ese mismo dia ninguna presenta las mismas mutaciones. Aunque hay
gue tener en cuenta que una de las muestras que se intentd amplificar ese dia, Cafiada Saldafa
“junto al 47996" , no se mandd secuenciar por mostrar una banda muy suave en el gel de agarosa. De
esa muestra no se pudieron obtener secuencias, por lo cual no se puede saber si fue la que contamino
al blanco. Por otro lado, al analizar la secuencia del Blanco "17/11/08" por el método BLAST de
comparacion de secuencias (Altschul et al. 1990, 1997) en el banco de datos (GenBank, EMBL)
no se encontré ninguna secuencia idéntica. Las mutaciones 16223 C Ty 16290 C T son tipicas del
haplogrupo A pero la 16259 C T no aparece asociada a las otras 2 en la bibliografia.

El hecho de que la secuencia encontrada en el Blanco "17/11/08" no se corresponda con
ninguna de las correspondientes a ese dia es positivo, desde el punto de vista de que la decision de no
descartar esas muestras amplificadas fue acertada. No obstante, se mantiene la curiosidad acerca de
la fuente de contaminacién del mismo.
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No debe dejar de tenerse en cuenta la posibilidad de que se hayan generado mutaciones
fantasmas, las cuales son artefactos sistematicos generados en el curso del proceso mismo de
secuenciacion (Bandelt et al. 2002). El problema es que éstas parecen depender de las condiciones
especificas del laboratorio de secuenciacén y, por lo tanto, es imposible predecir un patron universal
de sitios mas propensos a sufrir este tipo de mutaciones.

En resumen, de las 15 secuencias de las muestras incégnitas, 7 probablemente hayan sido
contaminadas por los investigadores, 3 muestran mutaciones dificilmente asignables a algun
haplogrupo conocido, 2 plantean una contradiccion importante (por ser muy diferentes pero de la
misma muestra) y solo 3 son coherentes con algunos de los haplogrupos amerindios. Estos nimeros
reafirman la idea que al trabajar con muestras antiguas la tasa de fracasos es muy alta.

Para los casos en los que se sospecha la presencia de ADN antiguo endégeno, los principales
criterios de autenticidad propuestos en la literatura (Willerslev 2005) son: obtencién de extracciones y
amplificaciones independientes de una misma muestra, replicacion de los resultados en un laboratorio
independiente, cuantificacién de secuencias especificas de ADN en los extractos por Real Time PCR,
clonacién bacteriana de las amplificaciones obtenidas y secuenciacion de diferentes clones y estima
de la preservacion general de la muestra mediante la medida del grado de racemizacion del acido
aspartico . Sin embargo, en este trabajo solamente se cumplié el primero de estos criterios para
algunos de los casos estudiados, ya que el laboratorio no posee actualmente los medios necesarios
para realizar los otros procedimientos. Esto no quiere decir que los resultados obtenidos no sean
validos sino que pueden ser tomados como punto de partida para futuras investigaciones, incluyendo
en las mismas mas procedimientos que permitan comprobar la autenticidad del ADN antiguo.
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ANEXO
Protocolo de extraccion de ADN (basado en Baron et al. 1996 En: Figueiro 2006)

DESCALCIFICACION

Echar hasta 0,3 g de polvo en tubos etiquetados de 15 ml.

Agregar 2 ml 0.5M EDTA (pH 8.3).

Sellar con parafilm. Dejar agitando a temperatura ambiente por 72-96 horas.
Centrifugar 1 minuto a 700 rpm.

DIGESTION CON PROTEINASA K

Agregar 1.925 ml de agua.

Agregar 75 ! | de Proteinasa K 20 mg/ml.

Agitar en vortex e incubar rotando 1.5 h a 60°C.

EXTRACCION DEL ADN

Agregar un volumen de fenol/cloroformo/isoamil alcohol (~4 ml) a las muestras.
Mezclar lentamente por 10 minutos.

Centrifugar 3 minutos a 1500 rpm.

Transferir la fase acuosa de cada muestra a una alicuota de p/c/i (Normalmente la fase superior; agregar
fenol o quedarse con ambas fases en caso de duda).”

Mezclar lentamente por 10 minutos.

Centrifugar 3 minutos a 1500 rpm.

Transferir la fase acuosa de cada muestra a una alicuota de cloroformo.
Mezclar lentamente por 10 minutos.

Centrifugar 3 minutos a 1500 rpm.

PRECIPITACION DEL ADN

Transferir la fase acuosa de cada muestra a una alicuota de 80 ul de acetato de sodio y 3,3 ml de
isopropanol (el pH del acetato de sodio ha de ser reducido a 4-4,5 con acido clorhidrico; pH de la mezcla:
6,5-7,0)

Mezclar por inversion durante 2 minutos.

Agregar 10 ! | de suspensién de silice (glassmilk).

Rotar lentamente durante 20 minutos a 55 °C.

Centrifugar 3 minutos a 700 rpm. Desechar liquido con cuidado, y volver a centrifugar si el pellet de
glassmilk se desprende.

1) Agregar 4 ml de etanol 80% helado. Agitar en vortex.

2) Centrifugar 3 minutos a 700 rpm.

3) Volcar etanol con cuidado de que el glassmilk permanezca.

Repetir 1-3 una vez.

Colocar los tubos de lado y dejar secar en incubadora a 60 °C por 2 horas, o0 hasta que se haya evaporado
el etanol.

ELUCION
Agregar 125! | TE. Agitar bien en vortex. Centrifugar a 750 rpm. Transferir

" A diferencia de otras proteasas, la proteinasa K no es inhibida por el EDTA utilizado en la descalcificacion.

” Siendo un &cido, el ADN permanece disuelto en la fase acuosa, en tanto que otros compuestos generalmente
hallados en el tejido y el sedimento permanecen en la fase orgéanica.

" Hanni et al. (1995) sugieren el uso de isopropanol en la primera precipitacién dado que tiene una supuesta mayor
selectividad por el ADN. Asimismo, Poinar et al. (1998) indican que el isopropanol es mas eficiente a la hora de quitar
el soluto de color amarronado atribuido a productos de Maillard, y que inhiben fuertemente la PCR.

" La suspensién de silice es un paso adicional en la eliminacién de coextractos potencialmente inhibidores de la
reaccion de PCR, pero es a su vez un inhibidor.
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Estudio del Dano del ADN Espermatico
en Pacientes Infértiles

RESUMEN

Se diagnostica infertilidad conyugal a una pareja que lleva buscando sin éxito el embarazo por
un periodo de al menos doce meses. Se ha estimado que este tipo de trastornos afecta
aproximadamente al 15% de las parejas en edad reproductiva, y que en alrededor del 50% de los
casos de infertilidad conyugal subyace un factor masculino. El dafio en el ADN espermatico se
relaciona con la fertilidad del vardn, asociandose con tasas de fecundacion disnmmnuidas
vivo ein vitro, con deficiencias en el desarrollo del embridn pre-implantatorio y con tasas de
aborto aumentadas. Existen varias técnicas de seleccion de espermatozoides y varios métodos
para evaluar la fragmentacion del ADN espermatico en una muestra seminal. Sin embargo, no
todos se aplican cotidianamente en la clinica ya sea por su elevado costo, por la falta de estudios
que avalen su utilidad y su inocuidad, o porque no existe un consenso para la interpretacion del
resultado que cada técnica arroja y su relacion con la infertilidad. Intentando contribuir con la
solucion de estas carencias, el objetivo de este estudio fue analizar el uso de diversas técnicas de
deteccion de dafio del ADN espermatico en una poblacion de hombres infértiles
correlacionandolas con los parametros del espermograma clasico. Ademas nos propusimos
comprobar si la combinacion de las técnicas de seleccion de espermatozordapyp MACS-
Anexina-V (del inglés:Magnetic Activated Cell Sorting puede mejorar la calidad de una
muestra espermatica. Se analizaron dos pruebas de deteccion de dafio del ADN espermatico: el
test de naranja de acridina (NA), que detecta roturas en las moléculas de ADN Yy el test de
dispersion de la cromatina (SCD, del ingl8germ Chromatin Dispersipnque se basa en la
decondensacion diferencial de la cromatina nativa y fragmentada para evidenciar dafio en el
ADN. Se encontrdé que el test SCD concuerda mejor que el test NA con los parametros del
espermograma clasico relacionados con la capacidad fecundante del espermatozoide (morfologia
y motilidad espermatica). En adicion a estos test, también se evaluaron dos protocolos de
seleccion espermatica, uno simple y comunmente usamdon{up convencional) y otro mas
complejo y en etapa de experimentacion (MACS-Anexina-V). Se hall6 qesviret

up convencional disminuye significativamente el porcentaje de espermatozoides con dafio en su
ADN de 27,79+12,95% a 11,00+7,53%®<(,0001). Consistentemente, tras la separacion por
swim-up, muestras con indices de fragmentacion basales mas elevados presentan una
disminucién del porcentaje de espermatozoides con ADN dafadmotable que aquellas con
indices de fragmentacion basales méas pequefios, ya que los resultados del test SCD basal se
correlacionan directamente con la variacion del porcentaje de espermatozoides con ADN
fragmentado (r=0,819?<0,0001; siendo r el coeficiente de correlacion de Pearson). El dafio en

el ADN de los espermatozoides tiende a aumentar conforme avanza la edad del paciente luego
del procesamiento del semen paim-up(r=0,361;P<0,05). De acuerdo a nuestros resultados,

la aplicacibn de MACS-Anexina-V en combinacion con la técnicawie-upmejora la
obtencion de espermatozoides moviles progresivos (de 74,75+7,54% a 85,50+7,33%), y
morfolégicamente normales (de 4,50+2,52% a 7,00+1,41%). Dicha combinacion de técnicas
mejor6 también las caracteristicas ultraestructurales de los espermatozoides evaluadas por
microscopia electrénica de transmision (MET) (de 11+2,65% a 22,67+0,58% de cabezas



normales), y disminuyé los indices de fragmentacion del ADN espermatico (de 21,50+6,61% a
2,50£2,65% de espermatozoides con dafio en su ADN). Sin embargo los resultados obtenidos
indican que la mejora significativa de la mayor parte de los pardmetros evaluados esta dada por
el swim-upy no por la separacion magnética. Esto indica qaeieh-upconvencional parece ser

una excelente técnica de selecqi@n se no siendo necesarias metodologias adicionales
sofisticadas y/o costosas como la separacion magnética, para mejorar la calidad de una muestra
espermatica.

INTRODUCCION

Se ha estimado que aproximadamente un 15% de las parejas que intenta concebir por un periodo
de doce meses 0 mas no alcanza su objetivo (Dey, 2010), lo que se denomina infertilidad
conyugal. Si bien generalmente no atenta contra la vida de los individuos de la pareja, la
infertilidad conyugal produce importantes dafios psicoldgicos a sus integrantes, muchas veces
llevandolos a tratamientos largos y costosos, no siempre obteniendo resultados acordes. Al
evaluar los posibles origenes de la infertilidad de la pareja, aproximadamente un 30% de las
causas responden al factor masculino por si solo, con un 20% adicional que corresponde a
factores masculinos en combinacion con causas de origen femenino. Teniendo en cuenta estos
datos, la incidencia del factor masculino en la infertilidad conyugal asciende a mas de un 50 %
(Ferlinet al, 2007).

El analisis del semen es la prueba mas importante en el inicio del diagnéstico de infertilidad
masculina y debe ser necesariamente realizado por técnicos entrenados para asegurar la
confiabilidad de los resultados (Menkveld, 2007; WHO, 2000). Un espermograma basico
completo debe incluir un andlisis fisico o macroscopico en donde se evalle el volumen de la
muestra, su pH, su olor y color, su viscosidad y su licuefaccién; y un estudio microscopico que
tenga en cuenta el recuento y la concentracion de espermatozoides, su motilidad, su morfologia y
su vitalidad, ademas de la presencia de otras células en el eyaculado discriminando entre
leucocitos, células de la progenie espermética y células epiteliales. Para la correoctsaicitamp

del resultado, el espermograma debe contener la informacion referente a la obtencion de la
muestra y al tiempo de abstinencia sexual previo a la obtencion. (revisado en Menkveld, 2007;
WHO, 1999; WHO, 2010).

Sea con fines diagnosticos, para la realizacion de diferentes ensayos, 0 como requisito previo
para la realizacion de cualquier técnica de reproduccion asistida, la muestra de semen debe ser
procesada. La preparacion del semen tiene como finalidad:
- separar a los espermatozoides del plasma seminal;
- aislar los espermatozoides méviles de los inmoviles, de los espermatozoides muertos, y
de las demas células presentes en el eyaculado;
- aportar un medio de cultivo cuya composicién apoye la homeostasis del espermatozoide
(revisado en Sanchet al, 2009; WHO, 2010).

Existen varios métodos de preparacién del semen con distintos niveles de complejidad. El
procesamiento de una muestra por dilucion y lavado es la estrategia mas simple y se recomienda
su aplicacién en la preparaciéon de muestras normozoospérmaasinseminacion artificial
intra-uterina (1AIU) (WHO, 2010). Masivamente utilizada en los laboratorios de reproduccion

! Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se dice que una mseastranezoospermicauando la
concentracién (o el numero total) de espermatozoides, el porcentajespermatozoides méviles progresivos y el
porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales, igualan eranpos limites inferiores de los rangos
de referencia (WHO, 2010).



asistida es la técnica de separacion de espermatozoides mediante gradiente de densidad, que
consiste en la colocacion de una alicuota de semen sobre una columna liquida compuesta por la
superposicion de capas de soluciones con densidades crecientes. La centrifugacion de estas
preparaciones hace que las células migren hasta su punto isopicnico (dgbignege denso)
(Arangino y Del Giacco, 1995). Los espermatozoides maduros por ser células compactas
alcanzan la capa de mayor densidad y sedimentan en el fondo del tubo de donde pueden ser
facilmente recogidos (Sanchexzt al., 2009). También muy utilizadas son las técnicas de
migracion oswim-upque se basan en el movimiento propio de los espermatozoides desde el
semen al medio de cultivo. Elvim-updirecto se realiza colocando una capa de medio de cultivo
sobre una alicuota de semen. Dicha capa es recogida luego de incubar la preparacion para
permitir la migracion hacia ella de los espermatozoides (Samttaz 2009; WHO, 2010). La
técnicaswim-upconvencional difiere de la anterior en que el semen es lavado una o dos veces
por dilucion y centrifugacion antes de colocar la capa de medio de cultivo, que en ese& caso s
deposita sobre glellet celular (Sancheet al., 2009). La dltima edicion del manual de la OMS
recomienda el uso delvim-updirecto en muestras cuya motilidad espermatica esté disminuida y

los pardmetros recuento y concentracion no se alejen de los rangos de normalidad. Esto se debe a
que la cantidad de espermatozoides recuperadawgar-up es baja en comparacion con el
rendimiento de otras técnicas. Los gradientes de densidad estan recomendados para muestras con
bajo recuento, bajo porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales, o motilidad
espermatica comprometida (WHO, 2010). Pese a que en dicho manual no se aconseja realizar
lavados previos awim-up la realizacion de estos lavados garantiza la separacion del plasma
seminal con todos sus posibles componentes infecciosos, por lo suwenelipconvencional

sigue siendo la técnica de eleccion de muchos laboratorios (BjoeiddhR005).

El factor masculino se relaciona directamente con la capacidad fecundante del espermatozoide y
para evaluarla los parametros del espermograma basico no son suficientes. A partir de un
espermograma alterado es posible diagnosticar “infertilidad masculima’sgkwo particulares
excepciones, las anomalias detectadas en el espermograma no refieren a la etiologia o al origen
fisiopatoldgico de la infertilidad (Oehninget al., 2000). ElI desconocimiento de esto ultimo

lleva a dificultades en el manejo clinicel ghaciente que pueden resultar en “sdkatamiento”

0 “subtratamiento”,pudiendo una pareja padecer infertilidad aun cuando el espermograma no
presente alteraciones. Es asi que en la mayoria de los casos se hace necesatmdma seg
instancia de pesquisa en el esquema de diagndéstico que vaya mas alld de los parametros
“bésicos” del espermograma. Si bien es cierto que el parametro que mejor se ha correlacionado
con la capacidad fecundante del espermatozoide, itanigo comoin vitro, es la morfologia
espermatica siguiendo los criterios estrictos de andlisis de espermatozoides (criterio estricto de
Tygerbergy (Krugeret al.,1986; Donnellyet al.,1998; Coetzee y Kruger, 2007; Kruger y
Franken, 2004; Ombeledt al, 1997), se han desarrollado otros ensayos que apuntan a la
evaluacion de la funcionalidad del gameto masculino y sus resultados también se han
correlacionado en mayor o menor medida con la fertilidad del var6n (Oehetrajer2007). La

mayor parte de ellos no se han incluido aun en el estudio seminal de rutina y son considerados
por la OMS como procedimientos opcionales o de experimentacion (WHO, 2010).

Existen varios test para el estudio de la interaccién entre los espermatozoides y el mucus
cervical, como el clasicotest post-coital desarrollado para determinar el numero de
espermatozoides activos en la muestra de mucus, asi como su comportamiento y sobrevida a
distintos tiempos post-coito (WHO, 2010). Todos presentan el inconveniente de la introduccion

2En lo que sigue de éste trabajo cuando se hable de morfologianeafiea, y salvo que se especifique que se
trata de la morfologia ultraestructural, se estara haciendo referencia a este criteriagifécelcion morfolégica.



del mucus, de composicidn y caracteristicas extremadamente variables, por lo que el valor
prondstico de estos ensayos es discutido (van der 8tetg2004). Analizando la interaccion
espermatozoide-ovocito dest de hemizonaonsiste en la incubacion de una cantidad
estandarizada de espermatozoides junto con la mitad de una zona pellucida microdiseccionada,
seguida de un recuento de los espermatozoides adheridos a la cara externa de la hemizona
(WHO, 2010; Oehningeet al., 2007). Este test presenta alta especificidad y sensibilidad, asi
como un alto valor predictivo para resultados de fertilizagiévitro (Oehningeret al., 2000),

pese a ello esta limitado al acceso no siempre sencillo a zonas pellcidas y al equipamiento para
seccionarlas. Otra prueba funcional que presenta buen valor prondstico para resultados de
fertilizacionin vitro es la evaluaciéon de la reaccion acrosomica inducida con ionéforos de calcio,
fluido folicular, pentoxifilina, o por disminucion de la temperatura; pero los valores de corte no
son del todo claros y cambian segun el método de induccién y la estrategia de visualizacion que
se utilice. Ademas la especificidad de este tipo de pruebas es generalmente baja (Cethninger
al., 2000). Elensayo de penetracion espermatwaest de hamstese utiliza para estudiar la
penetracion de los espermatozoides del paciente en ovocitos de hamster desprovistos de su zona
pellcida. Si bien no hay un valor de corte consenso y la tasa de resultados falsos positivos que
arroja es muy alta (Oehninget al, 2000), este test provee informacion sobre la naturaleza
fusiogénica de las membranas de la cabeza de los espermatozoides capacitados (WHO, 2010). El
avance en la tecnologia de los sistemas computarizados de analisis de espermatozoides (CASA,
del inglés:computer-aided sperm analypigermite cada vez con mayor confiabilidad, recabar
datos acerca de las caracteristicas cinematicas de los espermatozoides (WHO, 2010). Pese a que
por tratarse de un sistema automatizado elimina el error introducido por la subjetividad del ojo
humano, los controles de calidad, la calibracién del equipo, y el constante monitoreo del mismo,
son requisitos necesarios para la confiabilidad de la informacion que el sistema brinda. Ademas
el costo del equipamiento limita la accesibilidad de la técnica, siendo aun discutible la relacion
costo-beneficio teniendo en cuenta el valor prondstico de sus resultados para con los resultados
obtenidos con las técnicas de reproduccion asistida (TRA) (Oehnitgeaal, 2007).
Recientemente se ha visto que el dafio en el ADN de los espermatozoides esta directamente
correlacionado con la capacidad fecundante de dichas célulasintant@ocomoin

vitro (Spancet al, 2000; Evensoet al, 2002). Asimismo, el indice de fragmentacion del ADN
espermatico se mantendria mas constante a lo largo del tiempo respecto a otros parametros
seminales comUnmente evaluados (Zeti al., 2001). Ademas, la integridad del ADN
espermatico se asocia con un posterior desarrollo embrionario normal (Aitken, 2006).

En el proceso de fecundacion el espermatozoide provee al ovocito de un juego cromosémico
haploide para asi restaurar la condicion diploide necesaria para el normal inicio del desarrollo del
cigoto. Es crucial entonces que el material genético se transfiera integro e intacto desde el
espermatozoide al ovocito. Sin embargo, en el analisis de cualquier muestra de semen y
especialmente en el semen humano, se encontrard con mayor o menor frecuencia,
espermatozoides que presentan su ADN fragmentado (Gosélie2006).

El dafio en el ADN de las células germinales masculinas se asocia con tasas de fertilizacion
disminuidas tanto en condiciones normales como cuando se aplican TRA como IAIU o
fertilizacionin vitro (FIV). Se ha comprobado que el porcentaje de espermatozoides con dafio en
su ADN se relaciona con la aparicion de deficiencias durante el desarrollo del embrién pre-
implantatorio y con un aumento de las tasas de aborto (Setklhs1998; Aitken y Krausz,

2001; Duraret al, 2002; Benchailet al, 2003; Bungunet al, 2004; Zini y Libman, 2006). La
descendencia de pacientes con elevados niveles de dafio en el ADN de sus espermatozoides
presenta una mayor incidencia de enfermedades genéticas dominantes, infertilidad y cancer



cuando se compara con la descendencia de individuos con niveles normales de dafo en el ADN
espermatico (Aitken y Krausz, 2001; Aitkehal,, 2004).

Se ha intentado establecer el o los origenes del dafio en el ADN del espermatozoide. De las
multiples teorias generadas, tres parecen ser las mas convincentes: (1) estrés oxidativo generado
por un desbalance entre la produccion de especies oxigeno-reactivas por parte de
espermatozoides y leucocitos y la actividad antioxidante del plasma seminal, (2) alteraciones en
el empaquetamiento de la cromatina dadas por una actividad alterada de la enzima topoisomerasa
Il durante el reemplazo de histonas por protaminas en el proceso de maduracion espermatica, y
(3) "apoptosis abortiva", esto es, eventos apoptéticos que normalmente ocurren durante la
espermatogénesis, se descontrolan por razones que aun se desconocen, arrojando en el eyaculadc
espermatozoides que han entrado en la via apoptética (Teradzi2007). Por otro lado la
exposicion a contaminantes xenobidticos ingeridos durante la alimentacion, la ingesta de ciertos
farmacos, las infecciones en el tracto genital asociadas con leucocitospermia, los episodios de
fiebres altas, una temperatura testicular elevada, o una edad avanzada, pueden ser factores que
contribuyan al dafio observado en el ADN espermaético (Aitken y De luliis, 2007; Gostalez

2006).

Diversos métodos se han desarrollado con el objetivo de detectar dafio en el ADN de
los espermatozoides, intentando correlacionar los resultados de los distintos test con la
infertilidad masculina, existiendo ventajas y desventajas en cada uno (Eeeasp8002). En
nuestro pais alguno de ellos ha sido incluido en los protocolos de diagngstizmo existen
estudios de los beneficios que esto pueda implicar en nuestra poblacion.

Para estudiar la fragmentacion del ADN espermatico se pueden utilizar basicamente dos
estrategias:

1. Estudiar la capacidad diferencial que presenta la cromatina y en particular el ADN,
para desnaturalizarse frente a determinados tratamientos. Dentro de esta tactica se
pueden utilizar técnicas tales comoSekerm Chromatin Structure ASSECSA,;
Evensoret al, 1999), eDNA Breakage Detection-Fluorescence In Situ
Hybridization(DBD-FISH; Fernandeet al, 2000), el ensayo cometa bajo condiciones
desnaturalizantes  (Singt al, 1988) y el tesbperm Chromatin
Dispersion(Fernandeet al, 2003; Fernandezt al, 2005).

2. Marcar las roturas en la hebra de ADN incorporando moléculas trazadoras en ciertos
extremos de la rotura. Para ello es posible servirse de técnicas con procesos
enzimaticos para la incorporaciim situde nucledtidos marcados, tales como
la Terminal dUTP Nick-End LabelinG UNEL; Lopeset al, 1998) o ldn Situ Nick
Translation(ISNT; Gorczyceet al, 1993); o incorporar agentes como el naranja de
acridina que permiten diferenciar cuando se intercalan en una molécula de ADN intacta
o cuando lo hacen en una dafiada (test de Naranja de Acridina, NA; Hurst y Roy,
1985).

Entre los test mas utilizados para la evaluacion del nivel de fragmentacién del ADN espermatico
en el semen humano, 8CD se destaca por su facil y rapida aplicacion, la estabilidad en la
lectura de los resultados y la posibilidad de detectar diferentes niveles de dafio en el ADN del
espermatozoide (Gosalver al, 2006). El test se basa en la induccién de una decondensacion
diferencial de la cromatina entre aquellos espermatozoides que presentan su ADN fragmentado
con respecto a aquellos que lo mantienen intacto. El ADN del espermatozoide se encuentra unas
seis veces mas compactado que el del cromosoma mitético y organizado en bucles de menor



tamafio que los de las células somaticas, anclados a la matriz nuclear. Dichos bucles se
compactan por la accion de las protaminas que estabilizan rigidamente la estructura a través de la
formacion de puentes disulfuro entre ellas. Si se rompen estos enlaces y se usa una solucién
especifica de lisis para extraer proteinas, los bucles de ADN se relajan constituyendo halos
alrededor de la estructura nuclear central residual y si se realiza un tratamiento desnaturalizante
acido, aquellos espermatozoides que presentan su ADN fragmentado no liberan bucles de ADN y
no generan halo de dispersion de cromatins o hacen éste es de muy pequefio tamafio. Por el
contrario los espermatozoides sin fragmentacion en su ADN generan amplios halos de dispersion
de los bucles de cromatina (Goséle¢al, 2006). La discriminacion visual directa es muy clara

y evidente. Con ello presente se realiza el recuento en la muestra y se calcula el indice de
fragmentacion del ADN, expresandose como el porcentaje de espermatozoides con ADN dafiado
en la muestra (Gosélvet al., 2006).

El test de Naranja de Acridinase basa en la naturaleza metacromatica de este colorante que
intercalandose en el ADN doble hebra (nativo) en forma de mondmero, emite fluorescencia
verde, mientras que cuando se asocia con hebras simples de ADN (desnaturalizado o extremos
de roturas) forma un agregado que emite fluorescencia roja-anaranjada. El resultado del test se
informa como el porcentaje de espermatozoides con fluorescencia verde sobre el total de
espermatozoides evaluados (Cortés-Gutigatesd, 2007; Shamset al, 2008; Eggert-Kruset

al., 1996). Chohan y cols. (2008) realizaron un estudio comparativo de técnicas de deteccion de
dafio en el ADN espermatico. En dicho trabajo hallaron que el test NA arrojaba indices de
fragmentacion del ADN espermatico significativamente mas altos que los demas ensayos
testeados. Asimismo no encontraron correlacion entre los resultados del test NA y los resultados
de las demas pruebas (entre ellas el test SCD), tanto en pacientes infértiles como en los controles
fértiles, y atribuyen esto a la escasa reproducibilidad del resultado del test NA.

La interpretacion de los diversos test utilizados deberia por un lado ser capaz de identificar
pacientes con dificultad para concebir pero también establecer opciones terapéuticas. Dichas
opciones para individuos con elevados indices de fragmentacion del ADN esperméatico no son
muchas, sus beneficios no son del todo claros o convincentes y dada su reciente aparicion la
mayoria se encuentra en etapa de experimentacion (Aitlken2008).

Aitken y colaboradores clasifican las estrategias terapéuticas existentes en dos grandes grupos;
un primer grupo engloba a todas las técnicas que tras una seleccion logran aislar solo
espermatozoides con bajos niveles de dafio en su ADN, mientras que el segundo consiste en los
tratamientos con antioxidantes (Aitkenal,, 2008).

La seleccion de espermatozoides sin dafio en su ADN a partir de una muestra con elevado indice
de fragmentacion para su uso en TRA es indirecta. Esto es, son seleccionados en base a otro
criterio (migracion electroforética, un marcador de membrana, caracteristicas morfologicas, etc.)

y se infiere que el dafio en su ADN y ese criterio estan positivamente correlacionados.

En 2006 se reportd el uso de un procedimiento de separacion celular mediante columnas
magnéticas empleando como conjugado la molécula de Anexina-V, como posible método de
separacion de espermatozoides en la practica clikiagnetic Activated Cell SortindMACS-
Anexina-V; Saicet al, 2006). La anexina-V es una proteina de union a fosfolipidos que tiene
alta afinidad por la fosfatidilserina. Esta Ultima normalmente se encuentra en la cara interna de la
bicapa fosfolipidica que constituye la membrana celular. La externalizacion de la fosfatidilserina
hacia la cara externa de la bicapa es uno de los primeros eventos que ocurren cuando una célula
entra en proceso de muerte programada (apoptosis). En este fendémeno reportado en



espermatozoides humanos (Barresal, 2000; Wenget al.,2002) se baso la idea de conjugar
esferas submicroscépicas superparamagnéticas con anexina-V e incubar muestras procesadas de
semen humano con ellas, para luego hacer pasar esta suspension por una columna sometida a un
fuerte campo magnético, de manera que aquellos espermatozoides que hayan adherido
microesferas a su membrana queden retenidos en la columna, separandolos asi de los
espermatozoides no apoptoticos que fluyen a traves de la columnat(&ai@005). Se vio que

la suspension con los espermatozoides que fluian libremente a través de la columna presentaba
indices de fragmentacion del ADN espermatico significativamente menores que los niveles
hallados en la muestra antes de la separaciéon éBaid 2006). Se demostr6 ademas que la
aplicacion de esta estrategia de seleccion aumenta la proporcion de espermatozoides capaces de
fecundanSaidet al, 2008b). Pese a que la técnica continla en fase de experimentacion se ha
publicado recientemente su utilizacion como complemento en TRA para el tratamiento de
pacientes con elevados indices de fragmentacion del ADN espermético (Birada2008). El
nacimiento del primer nifio sano concebido mediante MACS-Anexina-V se publicé a principios

de 2010 (Rawet al.,2010).

Recapitulando, el factor masculino esta presente en alrededor del 50% de los casos de
infertilidad conyugal, y los pardmetros evaluados en el espermograma clasico no siempre son
suficientes para lograr un diagnostico preciso. Ademas el dafio en el ADN espermatico, impacta
negativamente en los resultados de TRA relacionandose con infertilidad y pudiendo explicar
muchos casos de infertilidad idiopatica. Existen varios métodos de deteccién de fragmentacion
del ADN espermatico. También son varias las opciones terapéuticas disponibles para pacientes
con elevados indices de fragmentacion y aiin no hay consenso sobre un algoritmo de diagnostico
y tratamiento para estos pacientes. Teniendo en cuenta todo lo anterior y que en nuestra
poblacion no existen estudios dentro de ésta linea, es que se plantean los objetivos que a
continuacion se detallan.

OBJETIVO GENERAL

Analizar el uso de diversas técnicas de deteccidon de dafio del ADN espermatico en una poblacion
de hombres infértiles correlacionandolas con los parametros del espermograma clasico, ademas
de comprobar si la combinacion de las técnicas de seleccién de espermatozimdap
MACS-Anexina-V puede mejorar la calidad de la muestra espermatica.

La hipdtesis testada fue que el dafio del ADN espermatico se correlaciona con los parametros
espermaticos indicadores de infertilidad masculina y que la téswioaugMACS-Anexina-V
es capaz de mejorar la calidad del semen mediante la eliminacion de espermatozoides dafiados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analizar y comparar dos métodos de deteccién de dafio en el ADN espermatico
(SCD y NA), en pacientes infértiles.

2) Correlacionar los datos obtenidos respecto al dafio del ADN espermético, con los
parametros evaluados en el espermograma convencional, antes y después de un
método rutinario de seleccioswim-up).

3) Determinar la eficiencia de la seleccion de espermatozoidesvporuigfMACS-
Anexina-V cotejandola con la eficiencia de la selecciérspam-upunicamente.



ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Fig. 1 — Esquema del disefio experimentalSe detallan los pasos de las dos selecciones de espermatc
realizadas, las fracciones obtenidas, los parametros testeados en cada una de ellasmesb Wémuestras
estudiadas. SCOBperm Chromatin DispersipiNA=Naranja de Acridina; MET=Microscopia Electrénica
Transmision; MACSMagnetic-Activating Cell Sorting.

MATERIALES Y METODOS
Pacientes.

Se trabajé con 50 pacientes con infertilidad conyugal, seleccionados del programa de
fertilizacion in vitro (FIV) del Centro de Reproduccion Humana del Interior (Cerhin). Todos
fueron sometidos a un examen fisico estandar para descartar volumen anormal de las glandulas
reproductivas y/o presencia de varicocele. De ellos 7 fueron excluidos del estudio por presentar
una concentracion espermatica basal insuficiente para realizar la técawendepy los demas
ensayos (<2x1¥mL). A las muestras de semen de los 43 pacientes restantes se les realizé el
estudio de rutina basal y la separacion g@im-up.La fragmentacion del ADN de la fraccion

basal y de la obtenida pswim-upde todas las muestras se estudié por el test SCD. Ademas a 24
muestras elegidas al azar se les realizo el test de NA en la fraccion basal. En la fracciéon
seleccionada poswim-up de las 43 muestras se analizd la concentracién y la motilidad
espermatica. Se escogieron 4 muestras con un recuento total superior & @gpadfatozoides



para testear el proceso de seleccion que combina-gp y MACS-Anexina-V. En las
fracciones obtenidas durante dicho proceso se analiz6 concentracion, motilidad, morfologia,
fragmentacion del ADN espermatico (test SCD), y caracteristicas ultraestructurales (MET).
(Figura 1)

Obtencidn de las muestras y estudio basal.

Las muestras de semen se recolectaron por masturbacion luego de una abstinencia sexual de 2 a
7 dias en recipientes plasticos descartables estériles para analisis clinicos. Luego de la
licuefaccidn se evalué el pH y las caracteristicas macroscopicas del semen (volumen, viscosidad,
turbidez, color, presencia de coagulos gelatinosos). El analisis microscépico se realizd en
camara de Makler (Sefi-Medical Instruments, Ha#dsrael) con magnificacion 200X y en
microscopio de campo claro (Olympus CH) evaluandose por duplicado y en al menos 200
espermatozoides la motilidgdsu concentracién en millones por mililitro, el recuento total en
millones de células, y la presencia en la muestra de otros tipos celulares (Fraccion Basal).

Evaluacion de la morfologia espermatica.

La morfologia espermatica se evalu6 segun el criterio estricto de Tygerberg en microscopio de
campo claro (Olympus CH) empleando una lente objetiva 100X, bajo aceite de inmersion
(magnificacion final 1000X). Para ello se realizaron extendidos en portaobjetos que luego de
fijarlos en metanol absoluto se tifieron con hematoxilina de Harris. Para la evaluacién de la
morfologia en la fraccion basal, los extendidos se realizaron con 10 uL de la muestra fresca
luego de su licuefaccion. Para la evaluacién de la morfologia en la fracssidm-ug, los
extendidos se realizaron con 10 pL de la suspension producto de la seleccion de espermatozoides
por swim-up(ver mas adelantege estudié un minimo de 200 espermatozoides por preparado y

se registro el porcentaje de espermatozoides morfologicamente normales.

Seleccion de espermatozoides por Swim-Up.

La técnica deswim-upempleada se conoce cors@wim-upconvencional (Sanchea al, 2009;

Franco Jret al.,2000; Ahumadaet al.,1998). Brevemente, tras su licuefaccién las muestras se
lavaron dos veces en medidepes-Modified Human Tubal Fluid with Gentamidirvine
Scientific, Santa Ana CA, USA) suplementado al 10% $erum Substitute SuplemefmHTF-

SSS, Irvine Scientific) para descartar el plasma seminal. Sobre cada pellet obtenido sencoloca
500 pyL de mHTF-SSS. Luego de incubar a 37°C durante 60 minutos se recolectaron los
sobrenadantes ahora enriquecidos con espermatozoides moviles (FrageiéupS

Seleccion de espermatozoides por MACS-Anexina-V.

La seleccion de espermatozoides por MACS-Anexina-V se realizé segun las especificaciones del
fabricante con minimas modificaciones. Para d&dll® fracciones swimup” se lavaron con

Binding Buffer1X (Miltenyi Biotec, Germany) (BB), y se incubaron en una suspension de
microesferas submicroscopicas superparamagnéticas conjugadas con anexina V (Miltenyi
Biotec) durante 25 minutos a temperatura ambiente bajo agitacion continua moderada. Luego la
suspension se paso a través de una columMB8adolumnsMiltenyi Biotec) sometida a un fuerte

campo magnético (0,5 T entre los polos del magneto, més de 1,5 T entre las esferas metalicas de
la columna). La fraccién que se recolecto tras el pasaje a través de la columna se corresponde

® Se trabajdon los valores de “motilidad progresiva”, siendo éstos las categorias $&gBi OMS, 1999



con la fraccibn de espermatozoides anexina (-) mientras que la que quedd capturada en la
columna fue la fraccion anexina (+). Ambas se lavaron en mHTF-SSS. Los pardmetros
cinematicos se evaluaron inmediatamente después de la recoleccion y tras una incubacién de 30
minutos a 37° informandose esta Ultima medicion. Las determinaciones de morfologia,
fragmentacion del ADN y MET se realizaron luego de la incubacién. Todo el procedimiento se
llevd a cabo en condiciones de esterilidad en camara de flujo laminar horizontal.

Estudio de la fragmentacion del ADN espermatico.

Test de dispersién de la cromati@pérm Chromatin Dispersion Tgst

El test se realiz6 segun modificaciones introducidas por Fernandez y colaboradores en 2005
(Fernandezt al., 2005), incluyendo las muestras en un microgel de agarosa de bajo punto de
fusién (Agarosa Il Low Melting PointAmresco, USA) en un portaobjetos pretratado con una
lamina de agarosa al 1%\darosa A BioBasic, Canada) y realizandoles un tratamiento de
desnaturalizacién acida (HCI) y uno de lisis (2-amino-2(hidroximé&tBypropanediol (Tris)
0.001-2M (Amresco); Triton X100 0.1-3% (Amresco); NaCl 1-3M (Amresdivhjothreitol

(DTT) 0.001-2M (Amresco)) para su posterior tincion con solucion de Wright y su observacion
en microscopio de campo claro (Olympus CH) bajo un aumento de 400X. Se evaluaron 200
espermatozoides por duplicado y se registrd el promedio de los porcentajes de espermatozoides
con ADN fragmentado.

Test de Naranja de Acridina (NA).

Este test se realiz6 en extendidos de espermatozoides sobre portaobjetos\vigadightcon

metanol y acido acético en proporciones 3:1 y tefiidos con solucion de Naranja de Acridina (0,19
mg/mL) al reparo de la luz. Las preparaciones se observaron en microscopio de epifluarescenci
(Nikon) a 400 aumentos con una longitud de onda de excitacion de 450-490 nm. Tras evaluar
200 espermatozoides por lamina se registro el porcentaje de espermatozoides con dafio en su
ADN.

Analisis de las muestras mediante microscopia electronica de transmision (MET).

Para el estudio de las caracteristicas ultraestructurales de los espermatozoides por MET, una
alicuota de 0,5-1,0 mL de cada fraccion espermatica se centrifug6 durante 5 minutos a 6000 rpm.
Los pellets obtenidos fueron resuspendidos vy fijados durante toda la noche en una solucion de
paraformaldehido (PAF) al 4% (v/v) en buffer fosfato (PB) con 2,5% (v/v) de glutaraldehido, pH
7.2-7.4. La post-fijacion se realizo en la Unidad de Microscopia Elecronica de la Facultad de
Ciencias (UDELAR) exponiendo los pellets a una solucién de tetroxido de osmio al 1% (v/v)
durante una hora. Luego de sucesivos lavados en PB, el material se deshidrat6 mediante pasajes
por soluciones de etanol de concentracion creciente seguidos de acetona ppa al 100% (v/v). Acto
seguido las muestras fueron embebidas en araldita (Fluka) de concentracién creciente, e
incluidas en bloques de araldita pura que se polimerizaron en estufa a 60°C durante 48hs. Se
realizaron cortes semi Yy ultrafinos (250-500nm y 50-70 nm respectivamente) de las
preparaciones con un ultramicrotomo RMC MT-X (RMC Products, Arizona, USA) con una
cuchilla de diamant®iatome Los cortes fueron contrastados con una solucién acuosa de
acetato de uranilo a saturacion, seguido de citrato de plomo (Reynolds) y se exammnaron e
microscopio electronico de transmision Jeol JEM-1010 (Jeol, USA) a 80 kV. Las imagenes
fueron capturadas mediante una camara digital Hamamatsu C-4742-95 (Hamamatsu Photonics
UK Limited, United Kingdom) y procesadas en el programa Photoimpact 4.2. Por cada fraccion



se analizaron al menos 100 secciones de cabezas y 100 correspondientes a colas &spermatic
Las caracteristicas ultraestructurales se clasificaron segun Chemes y Rawe (2003) (ver figura 12)
y se expresaron como media * desvio estandar (media + SD) del porcentaje del total de secciones
observadas de cada preparacion.

Analisis estadistico.

El analisis estadistico de los resultados se llevo a cabo utilizando el software JMP 8.0 Statistical
Discovery Software (SAS Institute Inc.) y el SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc.). Para las
diferencias entre medias se utilizé t-test y ANOVA, y en la busqueda de asociaciones se
utilizaron andlisis bivariados o multivariados aplicando el test de correlaciéon de Pearson. Valores
deP<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

RESULTADOS -1-

Andlisis comparativo de dos métodos de deteccidén de dafio en el ADN espermatico
(SCD y NA) en pacientes infértiles.
Comparacion de los resultados del test SCD y del test NA con su correlacion con parametros del
espermograma convencional (morfologia y motilidad).

Se comparo el resultado de los estudios de asociacion de la morfologia segun criterios de
Tygerberg y la motilidad progresiva, con la fragmentacion del ADN espermatico cuando ésta se
mide por NA o SCD, en las 24 muestras evaluadas con ambas técnicas.

Se encontré que los resultados del test SCD se correlacionan significativamente de manera
inversa con la motilidad progresiva (r= -0,656,0,0005;Figura 2A, ver también figura 6), y

que tienden a asociarse también inversamente con la morfologia segun Tygerberg. (r= -0,266,
P>0,05; Figura 2C, ver también figura 4). No se hallaron asociaciones significativas ni
tendencias cuando se analiz6 la correlacion de los mismos parametros con los resultados del test
de NA. (Figuras 2B y 2D)
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Correlacion entre los resultados del test SCD y del test de NA para la determinacion de la
fragmentacion del ADN espermatico.

Cuando se compararon las determinaciones de los indices de fragmentacion del ADN por NA
con los resultados del test SCD realizado sobre las mismas muestras frescas no se encontro
correlacion significativa alguna entre ambas pruebas (r= -0P=305). (Figura 3A)

Debido a que no se observo correlacion entre SCD y NA y a que el primer test concuerda mejor
con los parametros del espermograma clasicamente relacionados con la capacidad fecundante del
espermatozoide, en este trabajo la fragmentacion del ADN espermatico se continud evaluando
mediante el test SCD.
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2.

Correlacién entre dafio del ADN espermatico con los parametros evaluados en el espermograma
convencional, antes y después de un método rutinario de selessigmyp.

Relacion entre la fragmentacion del ADN espermatico y la edad del paciente.

El promedio de edad de los pacientes incluidos en el estudio fue igual a 36,45+5,79 afios, con un
rango comprendido entre los 25 y los 50 afios. Debido a que se ha reportado una relacion entre
dafio espermatico y edad de los pacientes infértiles (Vaginal] 2007), se estudié la relacidon

entre estas dos variables discriminando entre el nivel de fragmentacion del ADN espermético de
la fraccion basal, la fraccion postvim-upy la variacion entre ambos. (Figura 3) Se encontré una
asociacion significativa entre la edad y el indice de fragmentacion de la fraccion esperméti
seleccionada pawim-up(P<0,05). Dicha asociacién es directa (r=0,361). (Figura 3B)
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Relacion entre la morfologia espermatica segun criterios estrictos y la fragmentacion del ADN.

Del analisis bivariado de la morfologia esperméatica segun criterios de Tygerberg y elaperce

de espermatozoides con ADN dafiado se observé una tendencia de correlacion (no significativa
estadisticamente) entre la morfologia y la fragmentacion del ADN de la fraccion basal, que se
acentuo cuando la morfologia basal se correlacion6 con la fragmentacion del ADNadeiden fr
seleccionada pawim-up.No se evidencidé ninguna correlacion cuando se estudio la morfologia
con la diferencia entre los indices de fragmentacion del ADN de las fracciones mencionadas.
(Figura 4)
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Fig. 4 — Relacion entre la morfologia espermatica y la fragmentacién del ADN espermatico (SCO)os

diagramas de dispersién presentan los resultados del analisis bivariado deliegiacsegun criterios de Tygerbe
(KRUGER) vs. el indice de fragmentacion del ADN espermatico medido por test SCD de lanflzasad ), el de
la seleccionada pa@awim-up(B) y la diferencia entre ambo€). En cada uno se muestra la correlacion exist

entre las variables evaluadas y las lineas de tendencia. n=43 (r, coeficiente de correlacion d
Pearson)



Relacion entre la motilidad progresiva y la fragmentacion del ADN espermaético.

Para determinar la

relacion entre la
motilidad progresiva y la
fragmentacion del ADN
se tomaron todos los
pares de datos de
fracciones basales y todos
los pares de datos de lag
suspensiones  obtenidag
tras la separacion por
swim-up De esta forma
se alcanz6 un numero de

lag
(]
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Fig. 5 — Relacion entre la
motilidad progresiva y la
fragmentacion del ADN
espermatico (SCD). Diagrama
de dispersion que esquematiza
andlisis de correlacion entre
motilidad progresiva (categoric
A+B segin OMS, 1999) y €
indice de fragmentacion del ADI
espermético medido por el te
SCD. Los valores graficados en
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porcentajes. n=7%r, coeficiente de
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correlacion déearson)

Notese que este numero
es menor al doble del
namero de muestras que se manejaron ya que a algunas muestras no se les analizé la motilidad

postswim-up.

Se encontr6é que la motilidad progresiva y la fragmentacion del ADN de los espermatozoides se
relacionan de manera inversa (r= -0,642), y que esta relacion es estadisticamente significativa
(P<0,0001). (Figura 5)

Efecto de la seleccion de espermatozoidesSwaim-Up sobre el indice de fragmentacion del
ADN.

El indice de fragmentacién del ADNTabIa 1 - Fragmentacion del ADN espermético (SCD) de

espermatico evaluado mediante el teE‘tlf”"CC'On basal y 'al‘ Se'ecc'tor_]adj po”’“m'“tp' ",‘;S
SCD de la fraccion de espermatozoideg o oL S L O el evaluado. La titima colur
seleccionada por swim-up fue g '

corresponde a la diferencia entre las dos primeras. Los

significativamente menor que el indice dgF presentan como media+desvio estandadica diferencia

fragmentacion hallgdp'en la frgcuon bas%gnificativa entre los dos valore®<0,001) n=43
(P<0,001). La variacion media entre los

indices mencionados fue de BASAL SWIM-UP _ VARIACION
aproximadamente 17 puntos porcentuale
(Tabla 1; Figura 6A) 27.79¢12,95 11,00£7,53  16,79£9,79
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Fig. 6 — Fragmentaciéon del ADN espermatico evaluado por test SCD de las fracciones basal y mgtm-up

A) En el grafico se muestran apareados los valores del porcentegpatenatozoides con ADN fragmentado
ambas fraccioned3) Diagrama de dispersién que esquematiza el resultado del analisis de asociacién d
variables.C) Diagrama de dispersion que esquematiza el resultado del analisis de asociacion deeglé

fragmentacion del ADN espermatico basal y la variaciéon del indice de fragmentacion basawiipesp n=43
(r, coeficiente de correlacion de Pearson)

El estudio de la asociacion entre estas variables mostré una correlacion positiva entre los indices
de fragmentacioén del ADN espermatico basal y pusta-up(r=0,659), siendo ésta correlacion
estadisticamente significativd®<0,0001) (Figura 6B). El indice de fragmentacion del ADN
evaluado en la fraccion basal se correlacion6 positivamente con la variacion observada entre los
indices de fragmentacién del ADN espermatico basal y gast-up(r=0,815), siendo dicha
correlacion significativaR<0,0001) (Figura 6C).

-3-

Determinacion de la eficiencia de la seleccidon de espermatozoidesimeugMACS-Anexina-
V cotejandola con la eficiencia de la selecciongw@m-uplnicamente.

Efecto de la seleccion de espermatozoidesspom-upMACS-Anexina-V en la fragmentacién
del ADN espermatico, en la cinemética y en la morfologia segun criterios estrictos.

Los resultados de los parametros cinematicos, la morfologia segun criterio de Tygerberg, y la
fragmentacion del ADN espermatico evaluada por el test SCD, analizados durante el proceso de
separacion porswim-up/ MACS-Anexina-V se presentan en la tabla 2. Los dos ultimos
parametros estudiados en cada fase del proceso de seleccidn espermatica se muestran graficados
en la figura 7.



El examen cinematico mostré una mejora significatRe0(001) de la movilidad progresiva en

la primera fase de la seleccidn, esto es, debida a la separacion de espermatozoides por la técnica
de swim-up prevista ya por los resultados antes expuestos. La comparacién de este mismo
parametro antes y después del pasaje de los espermatozoides a través de la columna no reflejo
significancia estadistica. La movilidad de los espermatozoides que quedaron atrapados en la
columna durante la separacion, luego de ser eluidos resulté ser significativamente menor que la
movilidad de las demas fracciones.

El indice de fragmentacion del ADN espermatico mostré también una mejora significativa
(P<0,05) en la primera etapa de la seleccion, lo que concuerda con los resultados antes
mencionados en el apartadéfécto de la seleccion de espermatozoidesSyvam-Up sobre el

indice de fragmentacion del ADNMe esta seccion. El indice de fragmentacion del ADN de los
espermatozoides seleccionados por MACS-Anexina-V fue significativamente nRxip05)

que el indice de fragmentacién detectado en la muestra basal, pero no se encontré diferencia
estadisticamente significativa cuando se comparo con la muestra seleccionaslenpop que

fue la suspension de células que ingresé a la coftinra diferencia entre el indice de
fragmentacion del ADN de los espermatozoides retenidos en la columna durante la separacion y
el de aquellos que fluyeron a través de la misma fue signific@@®(5).

La morfologia espermatica evaluada segun criterios estrictos de Tygerberg no mostré cambios
significativos durante el proceso de seleccion. Solamente se encontr0 una diferencia
estadisticamente relevante entre las fracciones espermaticas separadas por las columnas, las
fracciones ANEXINA (-) y ANEXINA (+) P<0,05).

Tabla 2 — Efecto de la seleccion de espermatozoides mwim-upfMACS-Anexina-V. Cada columna represen
una de las instancias de la separacianmlbestra de partida (BASAL), la primera selecci8W/(M-UB vy los
productosfinales de la separacion (ANEXINA)(y ANEXINA (+)). La morfologia espermatica se evalud seg
criterios estrictos de Tygerberg, la fragmentacion del ADN espermético por el test SGDvilldad progresiva
segun lineamientode la OMS (1999). Todos los valores representan mediag¥f@llos que llevan un mism
subindice difieren significativamenentre si (co<0,001 para motilidad?<0,05 para fragmentacion del ADN
morfologig. n=4

BASAL SWIM-UP  ANEXINA () ANEXINA (+)

MOVILIDAD

PROGRESIVA
% espermatozoides moviles 74, 75+7,54%  90,25+5,56*"  85,50+7,33  10,75+9,36""°

progresivos (A+B)

FRAGMENTACION

DEL ADN L ) .
% espermatozoides con DN 21,50%6,61" 5,75+2,75 2,50+2,65° 51,50+30,12

dafiado

MORFOLOGIA 4,50+2,52 5,25+2,75 7,00+1,41 0,75+0,96

% espermatozoides normales

“Ver “Separacion de espermatozoides por MACS-Ané&Xiea-la seccion “Materiales y Métodos”
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Fig. 7 — Efecto de la selecciéon de espermatozoides pewim-upfMACS-Anexina-V en la morfologia y la
fragmentacion del ADN espermatico. A)indices de fragmentacion del ADN espermatico evaluados pol
SCD de las distintas fracciones del proceso de seleccion de espermatozogieisnpgp/MACS-Anexina-V.El

grafico presenta la media con los desvios estandar de los porcentajes de espermatoziadieserosu ADN d¢
todas las fracciones. Las barras con un mismo subindice difieren signifitatiiea entre siP<0,05). B)

Morfologia espermatica segun criterios estrictos de Tygerberg de las fracciones deb ml®cseleccion. E
gréafico presenta la media con los desvios estandar de los porcentajes de espermatmzoades de todas le
fracciones. * indica diferencia significativa entre las barPa®(001). n=4

Efecto de la seleccion espermatica pswim-upMACS-Anexina-V en las caracteristicas
ultraestructurales de los espermatozoides.

Las caracteristicas ultraestructurales de los espermatozoides a lo largo del proceso de seleccidn
fueron estudiadas por MET como se detallé6 en la sectiATERIALES Y METODOS'. En

primera instancia se catalogaron las cabezas y colas como normales 0 anormales y se expresaron
como porcentaje del total. Se consideré normal una cabeza espermatica cuando su cromatina se
presentaba compacta y uniforme, sin rarefacciones intranucleares que ocupasen mas del 20% del
ndcleo, con membranas continuas y de aspecto uniforme, con un acrosoma de espesor constante,
contenido uniforme, adherido al ndcleo y recubriéndolo en un 40% - 70%, sin restos
citoplasmaticos 0 membranosos y con forma global tipica (Figura 12.1). Un corte de cola normal
se contabilizé6 cuando presentaba el arreglo microtubular tipico (9 pares periféricos mas un par
central) en el centro del flagelo, rodeado por membranas uniformes (Figura 12.2) y, dependiendo
de la seccion, una vaina de mitocondrias también uniforme (Figura 12.13). Toda cabeza o cola
con alguna desviacion en alguna de estas caracteristicas fue considerada anormal.

Luego se discrimind en cuanto a las caracteristicas ultraestructurales afectadas en las cabezas y
colas. Se consideraron liticas aquellas cabezas con disrupciones en sus membranas, contenido
nuclear diseminado y/o con signos de degradacion (Figura 12.3); binucleadas cuando pudo
observarse una clara division en el nacleo (Figura 12.4) y con restos de membrana o citoplasma
cuando a pesar de observarse normales para los demas parametros, presentaban restos
membranosos o citoplasmaticos de un tamafio mayor al 20% del tamafio de la cabeza (Figura
12.5). La cromatina se clasific6 como madura cuando se presentaba compacta y uniforme



(Figura 12.6); inmadura cuando se presentaba granular (Figura 12.7); o con presencia de
rarefacciones intranucleares cuando éstas ocupaban méas del 20% del nucleo (Figura 12.8). Los
acrosomas se consideraron de forma alterada cuando su morfologia se desviaba de la normal
(Figura 12.9); desplazados o “festoneados” cuando no se encontraban adheridos al nucleo y se
veian como en la figura 12.10; miniacrosomas cuando no alcanzaban a cubrir el 40% del nucleo
(Figura 12.11); reaccionados cuando se observaban segmentados, en forma de “vacuolas” y/o
con su contenido disperso (Figura 12.12). Dentro de las anomalias de cola se distinguié entre
colas con elementos microtubulares supernumerarios cuando ademas de los pares candnicos
presentaban uno o mas pares de microtubulos (indicado con flecha en la figura 12.13); con pares
ausentes, en especial con ausencia del par central o configuracion microtubular “9t0a (Fig
12.14); con desorganizacion total del axonema cuando los pares de microtubulos se mostraban
rompiendo la configuracion candnica (Figura 12.15); con el axonema desplazado del centro del
flagelo; y colas con hemiaxonema cuando se observaban como se indica en la figura 12.16.

En la tabla 3 se muestran los resultados de dicho estudio. Su representacion grafica puede verse
en la figura8. El analisis estadistico de la morfologia de las cabezas espermaticas mostroé que
aumentaba el porcentaje de cabezas normales junto con el avance del proceso Bele@bpo (

Los porcentajes de cabezas normales y de colas normales en la suspension de espermatozoides
retenida en la columna de separacion resultaron significativamente menores que los hallados en
la fraccion celular seleccionad@<0,05). No se encontraron diferencias significativas a lo largo

de la seleccion para las demas caracteristicas estudiadas.
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Tabla 3 — Resultados del estudio ultraestructural de los espermatozoides por MET durante la selecci
espermatica usandoswim-ugMACS-Anexina-V. Las columnas representan las etapas del proceso de sel
mientras que en las filas se detallan las caracteristicas ultraestructurales estudiadas. |tddiss resypresenta
como media de porcentajestdesvio estandar salvo en la columna “ANEXINA (+)” ldsndiesvios estandar sc
cero. Los valores con subindices iguales difieren significativamente erReds05).

BASAL SWIM UP ANEXINA (-) ANEXINA (+)
NORMAL 11,00 + 2,65 19,00 + 1,00 22,67 + 0,58 3 °¢
ﬁ ANORMAL 89,33 + 2,89 81,00 + 1,00 75,67 + 3,21 97
Q | LITICA 8,00 + 6,00 1,33 + 0,58 0,33 + 0,58 8
© | BINUCLEADA 1,33 + 0,58 0,00 + 0,00 0,33 + 0,58 0
RESTOS CIT. 17,00 + 5,29 19,00 + 5,29 14,67 + 5,77 7
£ [ COMPACTA MADURA 41,00 + 18,00 37,67 + 9,81 46,00 + 8,00 33
: | GRANULAR INMADURA 39,67 + 3,06 4233 + 8,62 38,67 + 10,69 31
& | VACUOLAS/RAREF.NUQ 25,00 + 8,89 23,67 + 11,24 23,00 * 7,00 29
NORMAL 43,00 + 14,00 63,00 + 13,89 59,67 + 10,21 21
< | ANORMAL 56,67 + 13,32 36,00 + 13,89 40,67 + 9,87 79
§ FORMA ALTERADA 20,00 + 9,85 11,67 + 5,86 12,00 + 1,00 6
O | DESPL/FESTONEADO 9,67 + 4,62 10,00 + 2,00 11,67 + 2,52
S | MINJIACROSOMA 2,33 + 0,58 1,67 + 1,15 2,67 + 0,58 1
REACC/VACUOL/C.DISH 19,33 + 16,20 10,67 + 6,81 12,33 + 9,29 61
AUSENTE 5,00 + 7,00 2,00 + 1,00 2,00 + 1,00 7
NORMAL 40,00 * 13,23 55,33 + 4,73 59,33 + 3,21 42 ¢
ANORMAL 60,00 + 13,23 4467 + 4,73 40,67 + 3,21 58
ELEM.SUPERNUMERAR 20,33 + 503 20,67 + 11,59 24,00 + 6,24 11
g PARES AUSENTES 9,33 + 451 6,00 + 1,00 467 + 4,73 11
O | 9+0 467 + 2,08 2,33 + 231 4,00 + 2,65 9
DESORG. TOTAL 14,33 + 2,52 4,67 + 3,06 3,33 + 2,31 15
DESPLAZ. AXONEMAL 2,00 + 1,00 8,33 + 551 1,67 + 0,58 7
HEMIAXONEMA 11,00 * 3,61 2,00 + 1,00 2,67 + 2,89 6

Relacion entre la morfologia espermatica segun criterios de Tygerberg y las caracteristicas
ultraestructurales de la cabeza.

El estudio de correlacion entre 13
morfologia evaluada  segun
criterios estrictos de Tygerberg V

Fig. 9 — Relacion entre la
morfologia segun Tygerberg
y el porcentaje de cabezas

m

el porcentaje de cabezas normaleﬁ normales  segun  MET.
seglin MET muestra que estos dg$§ %10_ Diagrama de  dispersi6
parametros tienden a asociarse de® | donde con el resultado de
manera positiva (r=0,594; 51 correlacion entre el porcenta
P=0,07). (Figura 9) No se 4012 3 45086 78 9 de espermatozoides normal
encontraron asociaciones entre la == segin Tygerberg (KRUGER
morf(?logia segl],n _Tygerberg y las — Elipse de densidad P=0,90 Z Coiﬁg:r:e dlvl Ezr'relacing 15
demas caracteristicas de la cabeza Pearsop

estudiadas por MET (enumeradas
en la tabla 3).

Relacion entre la fragmentacion del ADN espermatico y las caracteristicas ultraestructurales.
Se analizaron las asociaciones entre el indice de fragmentacion del ADN medido por el test SCD

con las caracteristicas ultraestructurales de los espermatozoides evaluadas por MET. Se hall6 que
dicho indice y el porcentaje de cabezas ultraestructuralmente normales se correlacionan



negativamente y que ésta correlacion es francamente evidente y estadisticamente significativa
(r= -0,916;P<0,0003). (Figura 10A) Con el porcentaje de espermatozoides liticos el indice de
fragmentacion del ADN se relaciona positivamente (r=0,83%,003). (Figura 10B) Con el
porcentaje de colas ultraestructuralmente normales, el indice de fragmentacion del ADN de
nuevo se asocia en forma negativa (r= -0,8730,002). (Figura 10C) Entre los demas
parametros ultraestructurales estudiados y el indice de fragmentacion del ADN no se encontro
ninguna correlacion estadisticamente significativa.
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Fig. 10 — Relacion entre la fragmentacién del ADN y las caracteristicas ultraestructuraleiagramas de
dispersion en donde se muestran los resultados de los andlisis de asocteeiéhirdice de fragmentacién d
ADN espermatico medido por el test SCD y el porcentaje de cabezas norrAgles! (porcentaje de
espermatozoides liticoB); y el porcentaje de colas normaled);(los tres parametros estudiados por Ml
n=10 (r, coeficiente de correlacion de Pearson)

Relacion entre la motilidad espermatica progresiva y las caracteristicas ultraestructurales de la
cola.

Se estudiaron las caracteristicas ultraestructurales de la cola evaluadas por MET y la motilidad
progresiva de los espermatozoides en busqueda de asociaciones entre ellas. Se encontré que la
motilidad progresiva se correlaciona negativamente y de forma significativa con algunas
anomalias ultraestructurales de la cola que refieren a la organizacion de las fibras del flagelo
como la ausencia de algun par de microtubulos (r= -0560,02; Figura 11A), la ausencia del

par central (configuraciéon 9+0) (r= -0,63250,05; Figura 11B) y la desorganizacion total del
axonema (r= -0,632<0,05;Figura 11C).
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Fig. 11 — Relacion entre anomalias ultraestructurales de la cola y la motilidad progresivdDiagramas de
dispersion que grafican los resultados del analisis de correlacion de ldadqgtilogresiva con la ausencia de pa
microtubulares en el flagel@d\J; la ausencia del par centréd)( y la desorganizacion total del axoner@a. (EnA,

n=20; emBy C n=10. (r, coeficiente de correlacion de Pearso

En los Ultimos 3 apartados el “n” de los estudios de asociacion es @Qeyae realizaron
incluyendo todas las muestras con andlisis ultraestructural sin importar la fraccion del proceso de
seleccion.
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12.14 — Cola con configuracién microtubular 9+0.

Quizas por falta de comprension sobre el significado de este
dafio en los pacientes concretos, en la clinica androlégica se ha generado cierto escepticismo
(especialmente en nuestro medio) respecto a la necesidad de analizar este tipo de altekaciones.
pesar de ellp Aitken y De luliis (2010) recomiendan que el estudio del dafio del ADN
espermatico en un paciente infértil deberia ser considerado debido a que constituye un factor de
riesgo que atenta contra el normal desarrollo de los embriones y posiblemente también de su
progenie.

Dependiendo del tipo de dafio, de cuando éste es producido durante el desarrollo espermatico, o
de la regién del genoma afectada, el embrion puede repararlo antes de su primera division
mitotica con relativa eficiencia. Asi, las probabilidades de que en la generacion Flaaparezc
fenotipo producto del dafio en el ADN introducido por el espermatozoide no son altas (se estima
1 en 100.000), pero el hecho de que nazcan niflos normales tras TRA con espermatozoides con
ADN dafiado no significa necesariamente que sean genética o epigenéticamente normales o que



el dafio no genere cambios fenotipicos en generaciones futuras. (Revisado en Aitken y De luliis,
2010).

Las técnicas desarrolladas para la evaluacion de la fragmentacion del ADN en espermatozoides
difieren en el modo en que evidencian el dafio cromatinico, en el equipamiento que requieren y
en la interpretacion del resultado que proveen (Gosélvalz 2006). En este trabajo se eligieron

dos por su bajo costo y su procedimiento rapido y sencillo. Al intentar relacionar los resultados
de ambas técnicas aplicadas sobre las mismas muestras con la motilidad progresiva encontramos
una correlacion inversa con el test SCD y una tendencia directa con NA. Siendo la motilidad un
parametro evidente de calidad de una muestra espermatica, tiene sentido que las muestras con
mas bajos porcentajes de espermatozoides méviles presenten mayor cantidad de espermatozoides
con su ADN dafiado. Ademas otros autores han reportado esto mismo evaluando la
fragmentacion del ADN espermatico mediante la técnica de TUNEL (Ramos y Wetzels, 2001;
Duranet al., 2002; Mahfouzet al, 2010) Teniendo en cuenta la morfologia, no encontramos
asociaciones estadisticamente significativas con ninguna de las dos metodologias de deteccion de
dafio empleadas.

No se encontr6 relacion entre los resultados de ambos test aplicados sobre las mismas muestras.
Tampoco se vio la disminucion pastim-updel indice de fragmentacion observada por SCD
cuando se determind por NA (dato no mostrado), hecho que refuerza la idea de que ambas
técnicas no se correlacionan.

Surge entonces la interrogante de cual de los dos ensayos es mas confiable. De acwerdo con |
base de ambas técnicas, el test de NA evidencia fracturas en el ADN de un modo mas directo que
el test SCD, por lo que seria correcto pensar que los resultados del primero reflejan mas la
realidad de la integridad cromatinica que los del segundo. Como ya se vio, el test SCD marca
roturas en el ADN de forma indirecta, basandose en la decondensacion diferencial de la
cromatina dafiada con respecto a la cromatina intacta, mientras que el naranja de acridina es un
intercalante que al asociarse con ADN monocatenario fluoresce en rojo y con ADN nativo se
asocia como monomeros que fluorescen en verde. La visualizacion de los espermatozoides
tratados con el test SCD no requiere de equipos con fluorescencia, y la discriminacién entre los
espermatozoides con y sin dafio en su ADN es sencilla y muy evidente. (Figura 3C) Ntmocurre
mismo con el test de NA, dénde la fluorescencia pocas veces es verde o roja/anaranjada como se
ve en la figura 3B. En su lugar, la sefal se presenta en una gama de tonalidades entreslos colore
mencionados, dificultando enormemente la distincion de los espermatozoides cuyo ADN esta
sano de aquellos en los que no lo esta, aumentando mucho la subjetividad del Roaksiss

razones se eligio el test SCD para realizar el resto del trabajo. Esto no quiere decirague amb
técnicas no puedan ser complementarias una vez que se entiendan mas los mecanismos que
subyacen a la fragmentacion del ADN espermatico, ya que mas alla de la subjetividad, los
distintos resultados observados podrian ser explicados por las bases moleculares de naturaleza
diferente de cada una de las técnicas.

Para su uso en TRA y muchas veces con fines diagnosticos, las muestras de semen deben ser
procesadas para separar a los espermatozoides del plasma seminal o para seleccionar
espermatozoides en base a algun parametro. Cada laboratorio segin su experiencia, teniendo en
cuenta el uso que se le vaya a dar a la muestra de semen y sus caracteristicas, tiene Establecida
técnica de procesamiento a emplear con la misma. Para esta segunda parte se utilizé la técnica de
swim-upconvencional por ser la de uso de rutina de muchos laboratorios, incluido el del centro
de donde se reclutaron los pacientes de este trabajo.



ecientes descubrimientos sefialan que
el uso en TRA de muestras de semen de pacientes afosos que presentan dafio en el ADN de los
espermatozoides esta asociado con la aparicion en la descendencia de trastornos neurologicos
poligénicos como epilepsia, esquizofrenia espontanea, autismo y enfermedad bipolar (Aitken y
De luliis, 2010).

Cuando analizamos la morfologia espermatica de la fraccion basal respecto de la fragmentacion
del ADN, observamos que muestras con bajos porcentajes de espermatozoides normales tienden
a presentar indices de fragmentacion del ADN elevados. Esta tendencia se acentia cuando la
fragmentacion se evalla luego de la seleccion de espermatozoidesimpeunps Pese a ello,

ninguna de estas tendencias fue estadisticamente significativa. Estos resultados concuerdan con
la idea de que la relacion entre la fragmentacion del ADN y la morfologia espermatica no es adn
del todo clara (Winklet al. 2009; Avendano y Oehninger, 2010).

En lo que tiene que ver con la motilidad, corroboramos la existencia de una fuerte relacion entre
esta y la fragmentacién del ADN. Como se mencioné mas arriba, la movilidad es el mas claro
signo de vitalidad del espermatozoide. Si bien individualmente no tiene por qué haber una
relacion entre movilidad y calidad de la célula, se acepta que muestras de semen que presentan
alta motilidad espermatica son de mejor calidad que muestras con baja motilidad (Baaigov

1991; Donnellyet al., 1998). No extrafla entonces que muestras con buenos porcentajes de
espermatozoides moviles presenten bajos niveles de fragmentacion del ADN espermatico.
Ademas vemos que awim-up separando espermatozoides en base a su movilidad, los
selecciona también reduciendo el indice de fragmentacion del ADN de la muestra de semen. Esto
sugiere la existencia de alguna relacion entre la integridad cromatinica y la cineméstasde
células.

En las TRA y sobre todo en el ICSI la “seleccidn natural” del espermatozoide que se da durante
el proceso de fecundacidm vivo debe ser sustituida por métodos de seleccidon espernmatica
vitro. En ese sentido y buscando la optimizacion de esta “seleccion artificial”, testeamos en este
trabajo la aplicacion de MACS-Anexina-V en combinacion con la técniswide-up

El analisis de la motilidad y la morfologia espermaticas durante el proceso de seleccion
realizado, permite observar que esta separacion mejora ambos parametros.



Se evalu6 también el comportamiento del indice de fragmentacion del ADN espermatico durante
el proceso de seleccion. A partir de los resultados de la segunda parte de este trabajo sabiamos
gue elswim-uppor si solo mejoraba significativamente este indice. En las muestras tratadas con

el proceso de selecciGvim-upMACS-Anexina-V observamos nuevamente esta mejora, que se
acentud (aunque no significativamente) tras el pasaje de la fraccion seleccionsdarpopa

través de las columnas.

Al comparar estos tres parametros (motilidad, morfologia y fragmentacion del ADN) en las
fracciones ANEXINA (-) y ANEXINA (+) observamos que la motilidad y la morfologia son
notoriamente menores en la fraccion ANEXINA (+), mientras que el indice de fragmentacion del
ADN de sus espermatozoides es francamente mayor. Se puede afirmar entonces que la técnica de
MACS-Anexina-V separa de manera eficiente los espermatozoides teniendo en cuenta estas
caracteristicas.

La mejora significativa de la morfologia de las cabezas a lo largo de la seleccion obsemiada
estudio ultraestructural de las fracciones, refuerza la validez de la marcada tendencia mencionada
anteriormente de la morfologia segun criterios estrictos analizada por microscopia oOptica. Pese a
esto, segun nuestros resultados, estas dos variables no se correlacionan significativamente
(Figura 9). Cabe destacar que el porcentaje de cabezas ultraestructuralmente normales y la
fragmentacion del ADN se relacionan casi linealmente.

Por otro lado, el porcentaje de colas ultraestructuralmente normales tiende a aumentar durante el
proceso selectivo, correspondiéndose con el aumento de la motilidad progresiva hallado. Segun
nuestros resultados ambas caracteristicas estan muy fuertemente asociadas, y para las dos se
observa un salto importante entre la fraccion basal y el producto de la seleca@inpam lo

gue es coherente si se tiene en cuenta que la técrsvardaipsepara espermatozoides segun su
motilidad. Es esperable que los espermatozoides que presenten anomalias ultraestructurales en su
flagelo presenten también trastornos cinematicos, y por lo tanto no sean seleccionadas-por

up. De hecho encontramos que anomalias severas del flagelo como la ausencia de pares
microtubulares, en especial del par central, y la desorganizacion total del axonema, se asocian
negativamente con la motilidad progresiva. Ademas el porcentaje de colas ultraestructuralmente

> \er el apartado “Separacion de espermatozoides por MACS” en la seccién “MATERIALEBOIMET



. ya que observamos una relacién fuertemente
inversa entre ambas medidas. Reforzamos con este dato la idea de que existe una relacién entre
la cinematica del espermatozoide y la integridad de su ADN. Esta relacion seria la responsable
de la mejora en el indice de fragmentacion observada luego del procesamismtimrpop

La mejora en el indice de fragmentacion mencionada en el parrafo anterior tiendawarsee

luego de la separacion por MACS-Anexina-V, de modo que globalmente en el proceso de
seleccion la fragmentacion del ADN de una muestra de semen disminuye sensiblemente. Segun
nuestros resultados este proceso no influye sobre la madurez cromatinica observada por MET,
aungue la presencia de rarefacciones nucleares, y el porcentaje de espermatozoides liticos,
tenderian a disminuir durante la seleccion. (Tabla 3). Estos paradmetros tedricamente podrian
relacionarse con la fragmentacion del ADN, y en este trabajo corroboramos la existencia de una
correlacion directa entre esta caracteristica y el porcentaje de espermatozoides liticos. La
fragmentacion del ADN vy la lisis celular son ambos eventos presentes en vias de muerte celular
(Williams et al.,1974; Cragget al, 2000), por lo que no sorprende la correlacion hallada siendo
gue se espera que el proceso de seleccion utilizado deje atras células necroticas aapmptotic

el fundamento de la técnica de separacion por MACS-Anexina-V. Nuestros datos sugieren que se
deberia ser cuidadoso antes de aplicar una técnica como MACS-Anexina-V en la clinica,
teniendo en cuenta la alteracion de la movilidad que sufren los espermatozoides tras el pasaje por
el magneto y el hecho de que aproximadamente en el 10% de los espermatozoides seleccionados
se observan por MET microesferas adheridas (dato no mostrado que difiere con lo planteado por
otros autores (Rawat al.,2010; Paascht al., 2003)).

CONSIDERACIONES FINALES

En este trabajo se han estudiado pruebas que analizan la integridad del ADN espermatico y
métodos de seleccion de espermatozoides que o bien no se han implementado en la rutina de
diagnéstico y tratamiento del hombre infértil, o se estan implementando aun en fase de
experimentacion y con resultados a lo sumo controvertidos.

Si bien de aqui no se desprende si incluir una u otra técnica de deteccién de dafio del ADN
espermatico actia en beneficio del estudio del paciente infértil, ambas podrian dar informacién
complementaria y creemos que estudios como éste son importantes con el fin de validar
tecnologias en la practica diagndstica clinica sobre todo en nuestro medio para lograr consensos
y establecer referencias locales.

Con respecto a las técnicas de separacion espermatica este trabajo deja veswimeupl
convencional parece ser una excelente técnica de seleccion y que no serian necesarias
metodologias sofisticadas y/o costosas para mejorar la calidad espermatica. Pese a que la base
tedrica de la seleccidon por MACS-Anexina-V es muy prometedora, existen consideraciones
importantes antes de sugerir la aplicacion de la misma en la practica clinica. Creessasmec

el analisis de un mayor numero de casos Yy el perfeccionamiento de la técnica introduciendo
variantes con el objetivo de disminuir el porcentaje de microesferas adheridas a los
espermatozoides seleccionados y minimizar el estrés que ocasiona la pérdida de la motilidad.
























La warfarina es el principal derivado cumarinico extensamente utilizado para la
prevencion y el tratamiento de tromboembolismos. Un amplio rango de dosis es
necesario para mantener el INR (Razon Normalizada Internacional) del
paciente dentro de los valores terapéuticos.

Un optimo control de la anticoagulacion oral es muy dificil de lograr debido a la
gran variabilidad interindividual en los requerimientos de la dosis.

A nivel internacional, se describen y publican complicaciones frecuentes por
sangrados en pacientes anticoagulados con warfarina, en un porcentaje que va
del 7.6 al 16.5 de cada 100 pacientes por afio, con un porcentaje de riesgo de
hemorragias severas entre un 1,3 a 4,2 por 100 pacientes por afio de
exposicion. Por supuesto que en todos estos estudios descritos esta
descartado un cuidadoso seguimiento del paciente anticoagulado mediante el
TP con su INR. Diferentes factores como la edad, el sexo, la dieta, medicacion
concomitante, afectan la respuesta individual a los medicamentos en general y
a la warfarina en particular. Algunas de estas diferencias pueden explicarse por
variaciones genéticas. (3)

Mecanismo de accién

Los anticoagulantes orales (ACOs) inhiben el ciclo de interconversion de la
vitamina K desde su forma oxidada a la reducida.

La vitamina K (vit K) reducida es el cofactor esencial para la sintesis hepatica
de las denominadas proteinas vitamina-K dependientes.
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imagenes bidimensionales ordenadas secuencialreem®vimiento de un marcador se puede determinae si
establecen las coordenadasy de lospixelsque lo componen en cada una de ellas.

El objetivo del proceso de digitalizacion es detaanen la pantalla las coordenaqay) de cada marcador del
individuo, cuadro a cuadro, manteniendo la idextide cada marcador durante una secuencia y paaecaathra.
Para ello se utilizé el programa Dvideow &8djtal for Video for Biomechanics Windows 32 bltaboratorio de
Instrumentacion para Biomecanica Universidad de fiaas) .Este programa permite cargar imagenes de video
capturadas y separar los campos de imagenes, infdrimacion obtenida con las camaras digitalesc(fencia25
cuadros /segundo) fue duplicada (frecuesifiacuadros/segundo). Las herramientas del progpammiten avanzar
cuadro a cuadro, establecer el nimero de cuademtifidar sefiales sonoras, identificar y almacelaar
coordenadasx(y) de los marcadores en cada cuadro, guardar uivauabn la informacion de las coordenadas)(
de los marcadores digitalizados en cada camaraspgrasterior transformacion en coordenadas espadia,Y,Z)
en el proceso de reconstruccion y construir unaimde transformacién que permite obtener las armadas
espaciales a partir de las coordenaslgs de la pantalla de cada camara.

El cuadro de sincronismo es el cuadro en la imagevideo donde se identifica por primera vez laaks@nora.
Dado que la sefial sonora es captada al mismo tipmplas 3 cAmaras sirve como evento temporal qaibipita
la sincronizacion de todas ellas.

Con las tres camaras sincronizadas se procedgiailecimiento de la secuencia a digitalizar. Smideel inicio

de una secuencia en el cuadro en que el pie dedmhimdividuo hace contacto con el piso y el fide la
secuencia en el cuadro en que el mismo pie viehacer contacto con el piso. Una vez establegidamisma
secuencia en las 3 camaras se procedi6 a la thigdin. Para la camara 1 se establecieron laslepadasx,y) de
todos los marcadores en todos los cuadros de lrsei@, en la cAmara 2 se establecieron las ccamtds(x,y) de

los marcadores 1 al 9 y para la cAmara 3 la demlascadores 10 a 18. Este proceso se realiz6 de modo
semiautomatico, en algunos casos determinandod&io del marcador de modo manual y en otros ddomo
automético recurriendo a herramientas del programa.

Por cada secuencia digitalizada se guardaron tebévas de digitalizacion, uno por cada camarallgsdueron
usados posteriormente en el proceso de reconsiruggl.

2.7 - Proceso de calibracion.

El objetivo de la calibracion es obtener pardmett®dransformacion que permitan convertir la infacion de

obtenida a partir de las imagenes capturada pax cathara (coordenadasy) en informacion tridimensional
(coordenadas X, Y, Z).

Existen varios procedimientos que permiten la cadiidn de las cdmaras. El procedimiento con quatauel

programa utilizado en este proyecto se conoce koargbre de DLT Direct Linear Transformationy aplica una
serie de ecuaciones para cuantificar los parameé&osinsformaciofb9].

Siendox e y; las coordenadas en la imagen del i-ésimo puntondsisiema de referencia conocido para cada
camarak; X; Y;y Z son las coordenadas espaciales del i-ésimo puntefdeencia y f (h=1,..., 11) son los
parametros de la transformacion para la k-ésimac@mser determinadf&0].

Los procedimientos para calibrar involucran al paoga Dvideow 6.3. Para cada camara se digitalizados los
marcadores del calibrador, es decir que se obtuvieis coordenadas x e y de los 45 marcadoresdencéanara.
Posteriormente se cargd un archivo “txt” con lasrdenadas espaciales que tenian estos marcadebsanmen
de filmacién segun el sistema de coordenadas estdbl Y finalmente se guard6 un archivo de catildradonde
aparecen los parametros de transformacion calcalfadioel programa. Este archivo fue utilizado epreteso de
reconstruccion 3D.

2.8 - Proceso de reconstruccion.

El objetivo de la reconstruccion es la obtenciériadecoordenadas espaciales (X,Y,Z) de cada mareadoada
cuadro a partir de sus coordenadas en la pantafjaobtenidas en al menos 2 camaras.




































seis musculos analizados y de la potencia mecamgama alcanzada durante la fase de impulso ddidtstos tipos
de saltos en las distintas condiciones.

Se comparé la potencia mecanica maxima alcanzadatdua fase de impulso de los SJ y CMJ en lam8iciones
consideradas a través de test-t de muestras irdlepts suponiendo varianzas desiguales.

Se compard la potencia mecanica maxima alcanzadatdua fase de impulso de los saltos SJ en tamd@iciones
consideradas a través de ANOVA vy test post-hoc a@esroni. De la misma forma se analizé la potenogcanica
maxima alcanzada durante la fase de impulso daltiss CMJ en las 3 condiciones. En todos los dasos-0,05.

Se evalud la existencia de correlacion entre laidat eléctrica méaxima relativa de cada muscula potencia
mecéanica maxima alcanzada en las tres condiciaradgs saltos SJ y CMJ. En los casos que lallisitin de los
datos de la muestra fue normal (test Shapiro-Wi#,05) se hizo correlacion lineal de Pearson (,05), mientras
gue en los casos donde la distribucion de los det@sa normal se realiz6 correlacion lineal deaBpan (=0,05).

3 - Resultados.
3.1 - Valores de actividad eléctrica maxima relatia.

Los valores de actividad eléctrica maxima relatiealos musculos estudiados durante la fase de sopié los
saltos de tipo SJ y CMJ (en las tres condicionper@xentales) se resume en las tablas 1 y 2 résp@ente. No
se encontraron diferencias significativas entre RMS maximo relativo de cada musculo en las dasint
condiciones durante cada tipo de salto.

Tabla 1 — Valores de RMS méaximo relativo (media y
desvio estandar) alcanzados durante la fase de
impulso de los salto tipo SJ en las 3 condicionee d
experimentacion para los muisculos: biceps femoral
(B), recto anterior (R), vasto lateral (V),
gastrocnemio medial (G), séleo (S) y tibial anterio

(M.

Tabla 2 — Valores de RMS maximo relativo (media y
desvio estandar) alcanzados durante la fase de
impulso de los salto tipo CMJ en las 3 condicioneate
experimentacion para los musculos: biceps femoral
(B), recto anterior (R), vasto lateral (V),
gastrocnemio medial (G), soleo (S) y tibial anterio

(M.

3.2 - Valores de potencia mecanica maxima

Los valores de potencia mecanica maxima alcanzdulasite la fase de impulso de los saltos en lamdiciones
experimentales se presentan en la tabla 3. Adermma®bservdé que la potencia mecanica maxima fue
significativamente mayor durante los saltos con §8@J) en las tres condiciones (normal, fatiga idiae y 24
horas después del protocolo de fatiga).

Potencia mecanics maxima QW

Concicien 3 | 330276 £ 228 77 4569 BG+ 335 TE*

Tabla 3 - Valores de potencia mecénica maxima
(media y desvio estandar) alcanzados durante la fas
de impulso de los saltos SJ y CMJ en cada condicién
de experimentacion. Se sefiala con asteriscos (*slo
casos en que los valores mostraron diferencias
significativas (p 0,05) durante una misma condicion.
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“It was noted prior to the 1900s that a number of changes in the reproductigedcaur as a result of
ovariectomy, and the ability of ovaries transplanted into castrated female animals toosatelthese
effects demonstrated that this gland produced a substance(s) that acted in an endocrinermigms

conclusion was supported by the observation that accesory reproductive organs, such as thanggina

the uterus, underwent cyclical changesa fashion similar to the ovarieg3Smith, 1998)




RESUMEN

El ovario es el 6rgano formador de gametas femeninas, desempefa importantes
funciones enddcrinas a través de la secrecion de hormonas esteroideas: estrogenos y
progesterona El Utero y la vagina son 6rganos blanco de dichas hormonas y en los
mamiferos presentan variaciones histoldgicas relacionadas con el patron de secrecion
hormonal durante el ciclo sexual. Se ha descrito que la funcionalidad del ovario
(ovulacién y secrecién de hormonas) se mantiene incluso cuando el 6rgano (por

razones de investigacion o médicas) es transplantado a otros sitios de la economia.

Desde hace algunos afios, se plantea la extraccién de tejido ovarico como una
herramienta que permite a) estudiar los procesos de foliculogénesis en diversos
modelos animales incluyendo al humano, b) estudiar los procesos que llevan a la
funcionalidad del injerto y su vida media y c) la restauracion de la funcion ovarica
después de quimioterapia en humanos. Sin embargo poco se conoce acerca de las

modificaciones que éste procedimiento produce sobre sus 6rganos blanco.

En este contexto, nos propusimos estudiar como la vagina, uno de los Organos blanco
de las hormonas ovaricas, responde al proceso de autoinjerto subcutaneo de ovario

en ratas prepuberes o adultas y en diferentes lapsos postoperatorios.

Los resultados muestran que, el autoinjerto de ovario en la etapa prepuberal provoca
una disminucion significativa del tamafio de la vagina en la edad adulta, basicamente
debida a una hipotrofia de la capa muscular. La reduccion de tamafio producida por el

autoinjerto de ovario en la etapa adulta es menos evidente.

Los mecanismos por los cuales ocurren estos cambios son poco entendidos, pero al

parecer estan vinculados al desbalance hormonal que se produce al cambiar de

localizacion de la gonada femenina.




INTRODUCCION

La reproduccion depende de interacciones entre los componentes del aparato

reproductor, el sistema neuroendocrino y el medio ambiente. En las hembras de los
mamiferos, el sistema reproductor comprende los érganos internos (ovarios, oviductos,
Gtero, vagina y glandula mamaria) y los genitales externos, todos ellos orquestados en
las diferentes etapas de la vida del individuo para lograr la formacion y maduracion de
la gameta femenina. Los ovarios son las gbénadas de las hembras y son responsables
de la formacién de los gametos (ovocitos) y de la sintesis de las hormonas necesarias
para la regulacion ciclica de las funciones reproductivas, entre ellas los estrégenos y la
progesterona. (Bahr & Humphrey, 1998). La regulacion ciclica de las funciones ovaricas
ocurre de forma simultdnea con la liberacion de hormonas hipotalamicas e
hipofisiarias, dando lugar a un circuito neuroenddcrino, denominado eje Hipotalamico-
Hipofisiario- Gonadal (HHG). La sincronia de este circuito se traduce en la presencia
del ciclo menstrual en primates 6 del ciclo estral, como se conoce en otros
mamiferos. Su periodicidad varia en duracién entre las especies; en la mujer tiene
un promedio de 28 dias mientras que en las ratas es de 4 o 5 dias. El comienzo de
cada ciclo es regulado por la secrecion pulsétil de hormona liberadora de gonadotrofina
(GnRH), una neurohormona secretada desde el hipotalamo que es transportada
directamente hacia la hipofisis a través de la circulacion portal. En la hipdfisis  estimula
la liberacion de las hormonas luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH) a la
circulacién sanguinea para actuar a nivel ovarico promoviendo el desarrollo folicular
y la ovulacién. El desarrollo y maduracion de los foliculos ovaricos se acompafa de la

produccion de hormonas esteroideas que actian sobre el propio Sistema Nervioso

Central y sobre otros 6rganos de la economia (Liu, 1993). (Figura 1)




Figura 1 Eje cértico limbico hipotalamico hipofisario gonadal (Lopez, 2004)

El oviducto, el Gtero, el cérvix y la vagina, respondiendo a la accién de las hormonas
facilitan el transporte de los ovocitos ovulados, y proveen ademas un ambiente
adecuado para la implantacion (en caso de que el ovocito sea fecundado) y el

desarrollo del feto.

Ovarios

Las vertebradas desarrollan un par de ovarios. Se ubican a cada lado y contra la pared
de la cavidad pélvica. Estan sostenidos en su lugar por un mesenterio (mesovario) que
se conecta al ligamento ancho uterino. Por el mesovario discurren vasos sanguineos

gue se introducen en el ovario a través del hilio. Nervios adrenérgicos y colinérgicos

4



entran al ovario también a través del hilio. Aunque el tamafio del ovario varia entre las
diferentes especies de mamiferos, la estructura de la gbénada es similar. El ovario
presenta una médula y una corteza. La médula contiene una rica red vascular en un
tejido conjuntivo laxo, vasos linfaticos y nervios; y en la corteza, se localizan los
foliculos ovéricos. La corteza y la médula se contindan de forma imperceptible sin que
exista entre ellas una linea clara de demarcacion. La capa mas externa de la corteza,
esta formada por un epitelio cilindrico bajo que inicialmente se denominé epitelio
germinal debido a la suposicion errénea de que los ovocitos se originaban del mismo.
El término ha persistido a pesar de que en la actualidad se sabe que las células
germinales primordiales tienen un origen extragonadal. Bajo el epitelio germinal se
observa un sector de tejido conjuntivo denso denominado tunica albuginea (Fawcett,
1995). En la corteza se observa un elevado numero de foliculos (foliculo: “pequefia
bolsa” en Latin) rodeados de estroma. Un foliculo consiste en un ovocito y la pared
folicular que lo rodea. Entre el ovocito y la pared folicular existe una fina membrana
llamada zona pellcida. La pared folicular esta formada por una capa interna compuesta
por células de la granulosa, y una capa externa, formada por células de la teca. La
capa de las células de la granulosa esta separada de la capa de las células de la teca
por la ldmina basal. En los foliculos maduros, la capa de la teca se divide en teca
interna, que contiene células diferenciadas para la produccion de esteroides, y teca
externa, formada principalmente por tejido conjuntivo. El limite entre la teca interna y la
externa no es claro; asi como tampoco lo es el limite entre la teca externa y el estroma
ovarico. El suministro sanguineo y nervioso termina en la teca interna. La capa de
células de la teca interna contiene capilares, pero estos vasos sanguineos no
atraviesan la lamina basal, por lo que no hay suministro de sangre directo a las células
de la granulosa en ninguna de las etapas del crecimiento folicular (foliculogénesis).
Todos los nutrientes y el oxigeno requerido por las células que quedan por debajo de la

lamina basal, llega a ellas por permeabilidad a través de la lamina basal (Bahr &
Humphrey, 1998). (Figura 2)




Figura 2 Esquema de ovario (Bahr & Humphrey, 1998 en: Encyclopedia of Reproduction,
Ovary overview. Vol. 3, P. 592)

Produccion de hormonas - biosintesis de estrogenos en el ovario
Las gonadotropinas estimulan a las células de la granulosa y de la teca interna de los

foliculos antrales maduros para producir hormonas esteroideas actuando directa e

indirectamente mediante factores intraovaricos.




Las células de la granulosa son las Unicas células ovaricas que poseen receptores para
FSH, mientras que, tanto éstas como las células de la teca interna poseen receptores
para la LH. Por un mecanismo mediado por AMP ciclico y a través de receptores en la
membrana en la superficie celular, estas células importan lipoproteinas de baja
densidad (LDL) que son clivadas para dar colesterol, el precursor principal de la
esteroidogénesis. La LH estimula a las células de la teca interna y de la granulosa para
la sintesis del androstenediona (un androgeno débil) a partir del colesterol. En las
células de la granulosa, la estimulacion por parte de la FSH induce la formacion de la
enzima P450-aromatasa. Esta enzima cataliza la “aromatizacion” de la
androestenediona a testosterona, que luego por otras vias se transforma en estradiol
(E2, estrogeno ovarico predominante).

Las células de la teca interna tienen escasa actividad de la enzima aromatasa. La
androestenediona alli sintetizada es captada por las células de la granulosa, donde es
procesada por la aromatasa para dar estradiol (Ryan et al, 1968), que se libera a la
circulacion periférica y a la luz folicular (Teoria de las dos células, Figura 3). El estradiol
y la FSH acttuan en forma sinérgica aumentando la actividad de la enzima aromatasa y
la produccién de estradiol (Hsueh et al, 1984). Ambos tipos celulares producen
progesterona de manera independiente. (Liu, 1993; Brown, 1998)

Las hormonas esteroideas pueden atravesar las membranas celulares gracias a sus

propiedades lipofilicas y unirse a sus receptores intracelulares para desencadenar una

cadena de respuestas que terminan en varios tipos de manifestaciones bioldgicas.




Figura 3 Teoria de la esteroidogénesis folicular: “dos células — dos hormonas”. (Bahr &
Humphrey, 1998 en: Encyclopedia of Reproduction, Ovary overview. Vol. 3, P 596)

Mecanismos de accion del estrégeno

Los estrégenos son secretados a la circulacion sistémica y cuando alcanzan sus tejidos
“blanco”, pueden ejercer su actividad mediada por distintos tipos de receptores
intracelulares y de membrana capaces de provocar respuestas lentas (gendmicas) que
ponen en marcha la actividad transcripcional y respuestas rdpidas (no gendmicas)
mediadas por receptores no bien identificados. (Weihua et al., 2003; Manolagas et al.,
2004)

Receptores intracelulares para estrégenos

A partir de tejido uterino, Toft & Gorski (1966) lograron aislar y reconocer la presencia
de un receptor de E2 (RE). Estudios subsecuentes demostraron que presentaba una
distribucion amplia en distintos 6rganos, y no solamente en aquellos vinculados a la
reproduccion. Este receptor, actualmente conocido como la variedad alfa (REa), es
expresado en érganos y tejidos tan diversos como el uUtero, la vagina, las células
tecales del ovario (Wang et al., 2000), las células de Leydig del testiculo (Tena

Sempere et al.,, 2000), el estroma de la prostata, el epididimo (Yamashita, et al.,



2004), el tejido 6seo (Nilsson et al., 2002) , la glandula mamaria (Saji et al., 2000), el
miocardio (Ropero et al, 2006), varias regiones del cerebro (Blurton-Jones et al., 1999;
Butler et al., 1999) y el tejido adiposo blanco (Pedersen et al., 1991) entre otros.
Posteriormente, se identificO un nuevo tipo de receptor conocido como receptor beta
(REDb) cuya distribucion incluye a las células del epitelio de la prostata, células de la
granulosa de los foliculos ovaricos (Kuiper et al., 1996), pulmones, el tejido éseo, la
glandula mamaria, el endotelio vascular, el musculo liso, ciertas neuronas del SNC y
SNP asi como el sistema inmune entre otros (Saunders et al., 1997; Shughrue &
Merchenthaler, 2001; Imamov et al.,, 2005). Originalmente se pensdé que ambas
variantes del receptor (REa y b), podian ser obtenidas por procesamiento alternativo de
un mismo gen, pero actualmente se sabe que son producto de genes diferentes
localizados en distintos cromosomas (Enmark et al., 1997).

Ambos receptores (REa y b), actian como factores de transcripcion y pertenecen a la
superfamilia de receptores nucleares. Esta superfamilia incluye a un gran niamero de
factores de transcipcion relacionados evolutivamente, y que regulan programas
involucrados en un amplio espectro de fendmenos fisiolégicos (Chambdn, 2005;
Germain et al., 2006).

Las funciones mediadas por cada receptor de estrogenos quedan evidenciadas en los
animales knock-out (KO). El ratbn KO para REa puso en evidencia la relevancia de
este receptor para las funciones reproductivas, ya que son infértiles, con ateros
hipoplasicos, ovarios hiperhémicos y sin cuerpos luteos (Lubahn et al., 1993). Los
primeros animales KO desarrollados para REb se caracterizaban por presentar
subfertilidad, con disfuncion importante de los ovarios e hiperplasia prostética (Krege et
al., 1998). Recientemente Antal et al. (2008) han producido un nuevo KO para REb
dando como resultado ratones de ambos sexos estériles, desconociéndose la causa,
ya que el andlisis histolégico de los érganos reproductivos mostré normalidades.
Ambos receptores presentan varias isoformas, aunque no todas parecen ser
funcionales. Estas isoformas podrian modular en forma diferencial la sefializacién por
estrogenos e impactar en la regulacion de la expresion de genes blanco (Scobie et al.,
2002; Ramsey et al., 2004).



Autoinjerto de ovario

El transplante de tejido ovarico es una idea antigua que ha sido recientemente el centro
de intensas investigaciones (Callejo et al., 2002). Desde hace algunos afos se plantea
la extraccion de tejido ovarico como una herramienta que permita a) estudiar los
procesos de foliculogénesis en diversos modelos animales incluyendo al humano, b)
estudiar los procesos que llevan a la funcionalidad del injerto y su vida media y c) la
restauracion de la funcion ovarica después de quimioterapia en humanos (Torrents et
al., 2003).

Se han empleado varios modelos animales para trasplante de tejido ovarico, siendo los
mas utilizados los roedores (Harp et al., 1994, Cox et al., 1996, Shaw 2000, Liu et al.,
2002, Candy et al., 2000, Wang et al., 2002), los ovinos (Gosden et al., 1994; Salle et
al., 1998, 1999, Aubard et al., 1999; Baird et al., 1999) y los primates (Schnorr et al.,
2002). En la mayoria de los estudios, los animales son sacrificados poco tiempo
después de realizado el injerto, y el efecto a largo plazo no ha sido evaluado.

Otros estudios sugieren que aproximadamente el 50% de los foliculos primordiales se
pierden a consecuencia de isquemia (Nugent et al., 1997; Baird et al., 1999; Gosden
et al., 2000). El trabajo experimental de varios investigadores (Callejo et al. 2002; von
Eye Corleta et al., 1998) ha demostrado que los transplantes de ovarios de rata adulta,
mantienen a corto plazo su secrecion hormonal y ejercen su funcion endocrina en los
organos diana tales como el epitelio de la vagina y el Gtero. Entonces, la funcionalidad
del ovario (ovulacion y secrecion de hormonas) se mantiene incluso cuando el 6rgano
(por razones de investigacion o médicas) es transplantado a otros sitios de la economia
(Callejo et al., 2001; Callejo et al., 2002). Sin embargo, antes de que el trasplante de
tejido ovérico pueda ser ofrecido a pacientes humanas, la longevidad a largo plazo de
los injertos de ovario debe ser determinada. Pocos estudios observan el caracter
funcional a largo plazo; y en ellos solo se considera al ovario como principal elemento

de andlisis.
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Vagina

La vagina es uno de los 6rganos genitales internos del sistema reproductor femenino,
actua como canal en el transporte de espermatozoides, proporciona una  via de
salida y eliminacion de los restos menstruales o como canal de salida del producto
durante el parto.

Es una estructura tubular fiboromuscular que se extiende desde el vestibulo de los
genitales externos femeninos hasta el cerviz uterino.

En un corte transversal de la pared de la vagina se pueden distinguir tres capas: la
mucosa, la muscular y la adventicia. (Fawcett, 1995; Welsch, 2008) (Figura 4)

La mucosa estd formada por un epitelio y la lamina propia que lo subyace (tejido
conjuntivo). El epitelio es estratificado plano no queratinizado, formado principalmente
por cuatro capas celulares: la capa basal, la capa parabasal, la capa intermedia y la
capa superficial (Forsberg, 1995). En la mujer, el tamafio de las células de la superficie
varia con la edad, siendo méas grandes en la juventud y mas pequefias en la adultez.
La lamina propia esta formada por tejido conjuntivo denso con fibras elasticas y una
vasta red de vasos sanguineos. La lamina propia se vuelve menos densa a medida que
se aproxima a la capa muscular. La notable elasticidad de la vagina esta relacionada
con el gran nimero de fibras elasticas que se observan en el tejido conjuntivo de su
pared y su extenso plexo venoso. La capa muscular esta formada por haces de fibras
musculares lisas que se disponen en una capa circular interna y una capa longitudinal
externa. Se observan ademas fibras de musculo esquelético formando un esfinter en la
abertura de la vagina. La tanica adventicia es una capa delgada de tejido conjuntivo
rica en fibras elasticas. Los haces de fibras nerviosas cruzan la adventicia para

alcanzar la capa muscular y la mucosa (Papka & Williams, 1998).
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Figura 4 Corte longitudinal de vagina (Papka & Williams, 1998 en: Encyclopedia of
Reproduction, Vagina. Vol. 4 P 964)

Ciclo del epitelio vaginal

El epitelio de la vagina presenta modificaciones con las fluctuaciones hormonales del
ciclo hormonal ovéarico (Papka & Williams, 1998). En la rata el cambio del epitelio
vaginal a lo largo del ciclo estral se puede determinar mediante la toma de frotis
vaginales que posteriormente se observan al microscopio para identificar segun su
citologia. En el proestro en la vagina se produce un engrosamiento epitelial y en el
frotis: se observan abundantes células epiteliales, muy pocos leucocitos y muy
escasas células cornificadas. Durante el estro, se advierte una mayor cantidad de
células cornificadas y muy pocas células epiteliales. Hacia el metaestro ¢ diestro 1, se
inicia la regresion del epitelio vaginal y las células cornificadas se degeneran.
Finalmente en el diestro 2 hay abundantes leucocitos y muy escasas células epiteliales.
(Figura 5)
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Figura 5 Frotis vaginal de rata que muestra las diferentes fases del ciclo estral (Shrestha et al.,
2010)
(a) Diestro 2, (b) Proestro, (c) Estro, (d) Metaestro o Diestro 1

En la mujer, y de manera semejante a lo que ocurre en los roedores, se observa que
durante la fase folicular, las células de la superficie del epitelio se vuelven grandes y
planas, el nucleo se vuelve picnoético, el citoplasma muestra elevada acidofilia y el
glucdgeno se acumula en el citoplasma. Hacia la mitad del ciclo, la estimulacion de los
estrogenos maximiza el grosor del epitelio y la acumulacion de glucégeno. Durante la
fase luteal, disminuye el grosor epitelial debido a la descamacion de las células de la
superficie. Las células descamadas son de forma irregular. En esta etapa, el glucégeno

es menos abundante en las células. (Papka & Williams, 1998)

Receptores de estrégeno en la vagina

Las primeras sefales significativas de ARNm de RE! en el trac to reproductivo de la
rata hembra se detectan hacia el dia 14 de vida fetal, en las células mesenquiméticas
de los conductos de Muller. Dichos conductos daran origen a varias regiones del tracto
reproductivo de la hembra (oviducto, Utero, cérvix y la porcion superior de la vagina).
Hacia el dia 17 de vida intrauterina, se detecta sefial de ARNm de RE! en los
precursores de las células epiteliales del oviducto, pero no se observa en el epitelio de
otras porciones del tracto reproductivo. En el mesénquima del cérvix y la vagina, se
detectan sefales intensas de ARNm de RE! hacia los dias 18— 19, mientras que no se
evidencia sefial de ARNm de RE! en el epitelio sino hasta los dias 4 -6 de vida post
natal. A partir de ese momento, la sefial mas fuerte y distintiva de ARNm de RE! a
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nivel de la vagina se localiza en la capa basal del epitelio y la intensidad disminuye
hacia la luz del érgano.

Respecto al RE", no se observa sefial de su ARNm en el tracto reproductivo de la
hembra durante el periodo prenatal, y ésta se detecta de manera débil en el periodo

postnatal. (Mowa & lwanaga, 2000a)

En ratas adultas, el analisis de hibridacion in situ de los ARNm de RE en el tracto
reproductivo muestra una densa sefial de RE! en células epiteliales y del estrom a
desde el oviducto hasta la vagina, mientras que en la capa muscular existen sefiales
moderadas. A nivel del ovario se observa acumulacion moderada de sefales de ARNm
de RE!. En cambio, la expresion de ARNm de RE" es moderada o débil de sde el
oviducto hasta la vagina. La sefial de RE" es escasa y s6lo se detecta en la capa
muscular del oviducto. Por el contrario, se detecta intensa sefal en el ovario.

La intensidad de la sefal de los subtipos de RE estudiados, parece no sufrir variacion
significativa en ninguna regién del tracto reproductivo a lo largo del ciclo estral (Mowa &
Iwanaga, 2000b).

En las mujeres, los receptores de estrégeno se expresan tanto en las células epiteliales
como en las células del estroma del Gtero y de la vagina. En el epitelio estratificado de
la vagina, existen RE nucleares en la capa basal, parabasal y capas intermedias, pero
no se observan en las células de la superficie. La expresion a nivel del epitelio varia a
lo largo del ciclo menstrual, siendo mayor durante la fase folicular. Sin embargo, esta
variacion no es tan prominente como la que se observa en el endometrio (Utero). En los
nacleos de las células del masculo liso de la capa muscular también hay receptores de
estrogenos, y la expresion de estos no varia segun la etapa del ciclo menstrual. (Press
et al., 1986)
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OBJETIVO

Estudiar los efectos del autoinjerto de ovario colocado en tejido celular subcutaneo en
ratas prepuberes o adultas sobre la morfohistologia de la vagina a diferentes lapsos

postoperatorios.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se emplearon ratas Wistar hembra de 20 diasy de 3,6 ,9 6 12 meses de edad. Los
animales fueron obtenidos de la Unidad de reactivos Biologicos para Experimentacion
(URBE) de Facultad de Medicina de la Universidad de la Republica. Todos los
procedimientos quirdrgicos y de uso de animales se realizaron siguiendo la ordenanza
de Uso de Animales de Laboratorio de la Comision Honoraria de Experimentacién
Animal (CHEA) de la Universidad de la Republica. Los animales fueron mantenidos en

condiciones controladas de luz (05:00 a 19:00 hrs) y de alimentacion y agua ad libitum.

Toma de frotis vaginales

En los animales adultos se realiz6 el seguimiento de ciclo estral mediante la toma de
frotis vaginales durante 15 dias previos a intervencion quirirgica o al dia de la

autopsia.

Procedimientos quirdrgicos

Los animales fueron sometidos a procedimiento quirdrgico (Chavez & Dominguez,
1994) o autopsia en el dia del Estro vaginal observado. Los autoinjertos de ovario y la
toma de muestras biolégicas se realizaron bajo anestesia farmacoldgica, utilizando una
mezcla de Xilazina (HCI 10%, 5mg/Kg Vetcross Industria Uruguaya) con Ketamina

(90mg/Kg Vetanarcol Lab. Konning).

Grupos experimentales

El autoinjerto de ovario se realiz6 en animales de 20 dias 6 de 3 6 9 meses de edad.
Los animales fueron sacrificados 3 u 8 meses post injerto. Grupos de animales de
edades similares sin ninguna manipulacion quirdrgica fueron utilizados como grupos

control.
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Los grupos formados y el numero de animales utilizado se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1 Grupos de animales

Grupo n Edad Periodo post Siglas
injerto
Control 4 4 meses C4m
4 7 meses C7m
4 9 meses C9m
4 12 meses C12m
Autoinjerto 8 20 dias 3 meses Al 20d 3m
8 20 dias 8 meses Al 20d 8m
8 3 meses 3 meses Al 3m 3m
8 3 meses 8 meses Al 3m 8m
8 9 meses 3 meses Al 9m 3m

Obtencidn de muestras biolégicas

Suero

Los animales bajo anestesia profunda, se colocaron en posicion decubito dorsal y con
la ayuda de tijeras se disecO a la rata por la linea media ventral. Se separo la piel y el
musculo para exponer la cavidad abdominal. Se identifico el musculo diafragmatico y
se lo cortd, lo mismo que las costillas, para dejar al descubierto la cavidad toracica. Se
punciond el ventriculo cardiaco con aguja y jeringa para extraer sangre. La sangre se
mantuvo a temperatura ambiente hasta la formacion del coagulo, acto seguido se
centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos. El plasma fue separado del coagulo por
aspiracion, separada en tubos eppendorf, etiguetada y guardada a -20 C hasta la

medicidon de hormonas esteroideas.

Diseccion de 6rganos

En la cavidad abdominal previamente expuesta, se retiraron las visceras y se localizo la
vejiga. Inmediatamente por detras de ésta, se localizaron ambos cuernos del uUtero y la
vagina. Se retiré todo el tracto reproductivo del cuerpo del animal y se eliminé el tejido
adiposo con la ayuda de tijeras. Luego, las muestras se colocaron en fijador
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(paraformaldehido 4%) durante 24 horas, para después ser colocadas en alcohol 70

hasta su procesamiento histolégico. (Anexo 1)

Procesamiento histolégico

Las vaginas de los diferentes grupos fueron incluidas en parafina y cortadas con
micrétomo. Se obtuvieron cortes de 8 um de espesor del sector medio de la vagina que

fueron tefiidos con Hematoxilina y Eosina (H y E). (Anexo 1)

Estudio morfométrico: Medicién de epitelio y capa muscular en cortes transversales

de vagina
Los cortes fueron observados al microscopio Optico (10x y 40x). Con la ayuda de un

ocular micrométrico colocado en una de los lentes oculares, se midio el grosor entre la
luz del 6rgano y el limite del epitelio 6 entre la luz del érgano hasta el fin de la capa
muscular. (Figura 6 Ay B) En los casos en que el epitelio presentd invaginaciones, se
tomd la medida tanto del grosor mas bajo como del méas alto, obteniendo una medida

promedio. Se estudiaron 4 cortes por vaginay 5 medidas por corte.

Figura 6 Cortes de vagina. Se muestra la reglilla del ocular micrométrico para medicién del
grosor del epitelio y capa muscular.

N

1

A (4x) 1) Luz del érgano, 2) Epitelio, 3) Capa muscular.
B (40x) Aumento del epitelio vaginal

17




Inmunohistoguimica para RE!

Las cortes fueron desparafinados con xilol y rehidratados con bafios de etanol en
concentraciones decrecientes. Después del bafio en alcohol 70, los cortes fueron
colocados en 0.5% de H202 en PBS por 20 minutos para eliminar la actividad de
peroxidasa enddgena. A continuaciéon se aplicé una técnica del reavivado antigénico en
microondas usando buffer citrato 10Mm pH= 6 por 40 minutos en bafio maria. Luego de
dejar enfriar los preparados hasta la temperatura ambiente, se bloquearon las uniones
no-especificas. Primero, se utilizdé una solucion de bloqueo (Goat serum, Zymed Lab)
por 30 minutos; y luego, una segunda solucion de bloqueo (PBS + tritbn 0.5% + 2%
albimina (BSA) por otros 30 min. Los cortes ya bloqgueados se incubaron toda la
noche a temperatura ambiente con anticuerpo anti —RE! (Laboratorio Santacruz RE!

MC20, SC 542) en una proporcion de 1:200. Al dia siguiente y después lavar con PBS,
los cortes fueron incubados con anticuerpo secundario (Donkey Anti-rabbit Ig
biotinylate, Laboratorio Amersham pharmacia Biotech.) en una proporcién 1:300
durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego de lavar con PBS el anticuerpo
secundario, se incuban las muestras con complejo avidina-biotina (ABC kit Vectastain,
Vector Laboratorios Inc.) por 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente para el
revelado, se utilizé la diaminobenzidina (DAB Kit, Vector Laboratories Inc) como el
cromogeno para visualizar el complejo avidino-biotina bajo observacion al microscopio

optico (Anexo II).

Evaluaciéon del inmunomarcado en epitelio vaginal

La inmunoreactividad se limitd a los nucleos de las células, lugar de marcado por el
anticuerpo utilizado. De cada grupo de animales se contaron 300 nucleos de células
basales del epitelio de la vagina y se las clasifico como negativas, débilmente positivas
0 positivas, tras la observacion de los preparados en microscopio 6ptico a un aumento
de 100x.

Adquisicidon de imagenes

Para el registro de las imagenes, los portaobjetos fueron colocados en el microscopio

Optico y se tomaron fotografias a 10x y 40x usando una camara digital (Nikon digital
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slight) incorporada al microscopio (Nikon). Las imagenes fueron importadas a una

computadora y alli procesadas.

Medicion de Estrégenos v Testosterona

Las muestras de plasma/suero se determinaron en el Laboratorio de Técnicas
Nucleares, Facultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay. Las concentraciones de
Testosterona fueron determinadas por un radioinmunoensayo (RIA) en fase sélida
utilizando kits de DPC (Diagnostic Product Co., Los Angeles, CA, USA). Todas las
muestras fueron analizadas en duplicado en el mismo ensayo. La concentracion
minima detectable del ensayo fue de 14.9 ng/dL. Los coeficientes de variacion
intraensayo para controles bajos (21.6 ng/dL), medios (106 ng/dL) y altos (401 ng/dL)
fueron 9.8 %, 11 % y 17 %, respectivamente. El estradiol 17" se determind por RIA en
fase sdlida utilizando kits de DPC. Todas las muestras fueron analizadas en duplicado
el mismo ensayo. La concentracion minima detectable del ensayo fue de 11.7 pg/ml.
Los coeficientes de variacion intraensayo para controles bajos (19 pg/ml), medios (139
pg/ml) y altos (512 pg/ml) fueron 31 %, 12% y 14 % respectivamente.

Anélisis estadistico

Los datos se presentan como media + error estandar medio de cada grupo de animales
para 1) area total, 2) area del epitelio y 3) area de la capa muscular de la vagina. Las
comparaciones entre grupos control y tratados y sus diferencias estadisticas fueron
calculados mediante la prueba de “t” de Student.
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RESULTADOS

ANIMALES CONTROL

Morfohistologia de la vagina

En todos los grupos control se observé una apariencia histolégica normal de la vagina:
luz del érgano, epitelio estratificado plano y capa muscular con una rica trama vascular
(Figura 7A) y alta infiltracion de eosindfilos en el conjuntivo. (Figura 7B).

La capa basal del epitelio mostré una gran densidad de células orientadas de forma
vertical y con nucleo basal redondo u oval intensamente coloreado. En la zona
intermedia, se observaron células grandes y con nucleos redondos y coloracion
menos intensa que los nucleos de las células de la capa basal. La capa superficial se
observé formada por células cuyos nucleos eran de forma aplanada y orientacion
horizontal (Figura 7C). En la capa muscular bien definida se observaron fibras de
musculo liso dispuestas de forma circular y longitudinal. Las fibras musculares se
disponian muy juntas en “paquetes”, separados unos de otros por un fina capa de tejido

conjuntivo.

Figura 7 Corte (transversal) de la pared de vagina de rata adulta control a diferentes aumentos

A 4x B 40x
C 40x

El estudio morfohistolégico de la vagina control permitié observar que el grosor total de

la pared de la vagina presenté su mayor diametro a los 6 meses de edad. (Gréfica 1)
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Gréfica 1 Media + e.e.m. del grosor total (epitelio+musculo:um) de la pared de la vagina de
ratas control a 4, 6, 9y 12 meses de edad

E 1600 - a
=~ 1200 - -
I
5 800
2 400 -
o
o 0
C4m C 6m C9m C12m

(a) P+0.05 vs. C4m, C9m, C12m

En los animales control de 4 meses de edad el epitelio estratificado plano estuvo
formado aproximadamente entre 10 y 12 capas de células, en las otras edades
estudiadas el rango de capas contado fue semejante, pero el rango de variabilidad fue
mayor (Cém: 5 a 12; CO9m: 7 a 12; y C12m: 6 a 10). El grosor del epitelio se observé
disminuido hacia los 12 meses de edad. La capa muscular mostré variaciones con la
edad siendo el menor grosor a los 9 meses y el maximo a los 6 meses. (Tabla 2, Figura
8).

Tabla 2 Media + e.e.m. del grosor (mm) del epitelio y de la capa muscular de vaginas
de rata control a 4, 6, 9y 12 meses de edad

GRUPO EPITELIO MUSCULO
C4m 99,77 £ 5,36 903,39 + 27,48
C 6m 96,50 + 6,78 1245,92 £ 55,12 cd
C9m 146,70+ 5,50 a 825,52 + 13,60
C12m 52,85+ 4,16 b 1055,37 + 46,11

(a) P+ 0.05 vs. C4m, Cém, C12m (b) P+ 0.05 vs. C4m, C9m, C12m
(c) P+ 0.05vs. C4m (d) P+ 0.05 vs. CO9m, C12m
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Figura 8 Corte (transversal) de la vagina de ratas control de 4 y 12 meses de edad (10x)

Control 4m Control 12m

La relacién entre epitelio y musculo, expresado en porcentaje se representa en la
Grafica 2. Como puede observarse, hacia los 12 meses de edad la capa muscular

presenta el mayor porcentaje de esta relacion.

Gréfica 2 Porcentaje el epitelio 6 la capa muscular respecto del grosor total de la vagina de
animales control de 4, 6, 9 y 12 meses de edad.

Control 4m Control 6m Control 9m Control 12m
» Q

Inmunohistoquimica para REe

La inmunohistoquimica para RE!  mostré la presencia de células con ndcleo
intensamente coloreado, con marcacion débil 6 sin marca. En las ratas control de 4y 9

meses aproximadamente el 70% de las células contadas presentaron nucleos
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marcados en forma positiva. En los animales control de 6 y 12 meses, este tipo de

célula alcanz6 alrededor del 50%. (Tabla 3, Figura 9)

Tabla 3 Porcentaje de células inmunoreactivas para Figura 9 Inmunohistoquimica para
RE! en cortes histolégicos de vaginas de ratas control RE! en corte histologico de vagina
de 4, 6, 9 y 12 meses de edad. de animal control (40x)
GRUPO CELULAS (%)
Débilmente
Negativas positivas Positivas
C4m 13,70 ) 70,00
Cém 22,00 25,50 52,50 a
C9m 2,00 21,60 76,40
C12m 22,50 24,70 52,80 a

(a) P<0.001 vs C4m, C9m

Concentraciones plasmaticas de estradiol y testosterona

En los animales control de 4,6 y 9 meses de edad no se observaron diferencias en las

concentraciones plasmaticas de estradiol. La concentracion del estradiol disminuy6 en

el grupo de 12 meses de edad, con aumento significativo de concentracion plasmatica

de testosterona (Tabla 4).

Tabla 4 Concentraciones plasmaticas de estradiol (pg/dl) y testosterona (ng/ml) en ratas control
de 4, 6,9y 12 meses de edad

(a) P+ 0.05 vs C4m, C6m, C9m

ESTRADIOL | TESTOSTERONA
GRUPO (pg/ml) (ng/dl)
C4m 38,47 + 2,97 0,98 + 0,56
Cém 46,26 + 3,61 1,45+ 0,71
com 48,08 + 4,30 1,48 + 0,56
Clam | 24,83+202a| 11,95+296a
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ANIMALES CON AUTOINJERTO DE OVARIO

Ratas injertadas en periodo prepuber

Morfohistologia de la vagina
El grosor total de la pared vaginal de animales injertados en la edad prepuber y
sacrificados 3 (Al 20d3m) U 8 (Al 20d8m) meses post-injerto, fue menor que la

observada en animales control de edades correspondientes. (Grafica 3)

Gréfica 3 Media * e.e.m. del grosor (mm) total de la pared vaginal de ratas injertadas a los 20
dias de edad y sacrificadas 3 u 8 meses post injerto y sus controles correspondientes

CONTROL AUTOINJERTO
_.1200 -
£ a o]
— 800 -
@
°
5 400 -
@
o
o 0] \
C4m C9m Al \\
20d 3m 20d 8m
Grosor total: Media 1003,16 972,23 655,50 638,70
te.em + 27,17 | +11,41 +31.70 | + 34,67

(a) P<0.05 vs. C 4m, (b) P<0.05 vs. C 9m

El grosor del epitelio vaginal de éstos grupos no mostré diferencias significativas
respecto a controles de edad correspondiente. (Gréfica 4)
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Grafica 4 Media + e.e.m. del grosor (mm) del epitelio vaginal de ratas injertadas a los 20 dias
de edad y sacrificadas 3 u 8 meses post injerto y sus controles correspondientes

CONTROL AUTOINJERTO
200 +
E 150 |
e
D 100 -
o
© 50
(@]
(2]
e 0 w
o
C4m C9Im Al i\
20d 3m 20d 8m
Grosor epitelio: Media 99,77 146,70 85,25 171,51
te.em + 536 + 5,50 * 8,30 +11.64

El grosor de la capa muscular; presentd disminucion significativa respecto a controles
de edad. (Grafica 5)

Gréfica 5 Media + e.e.m. del grosor (mm) de la capa muscular de la vagina de ratas injertadas
a los 20 dias de edad y sacrificadas 3 u 8 meses post injerto y sus controles correspondientes

CONTROL AUTOINJERTO
1000 -+
g 800 - a b
3 600 -
g
o §400 B
& =200 -
3
6 C4m C9m Al Al
20d 3m 20d 8m
Grosor musculo: Media | 903,39 | 825,52 570,25 | 467,20
+e.em +27,48 | + 13,60 + 31,80 + 35,71

(a) P<0.05 vs. C 4m, (b) P<0.05 vs. C 9m
El porcentaje que representa el epitelio o la capa muscular respecto del grosor total de

la vagina de animales injertados en edad prepuber se representa en la Gréfica 6.
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Gréfica 6 Relacion entre el epitelio y la capa muscular respecto del grosor total de la vagina de

animales injertados a los 20 dias de edad con distintos periodos de evolucion (en porcentaje).

Al 20d 3m Al 20d 8m

Inmunohistoquimica para REe

La inmunohistoquimica para RE! 3 u 8 meses después de realizado el autoinjerto,
mostré al igual que en los animales control, la presencia de células con nucleo
intensamente coloreado, con marcacion débil 6 sin marca. Aproximadamente el 75% de
las células contadas en los animales injertados presentaron nucleos marcados en
forma positiva, sin mostrar diferencias significativas con los controles correspondientes.
(Tabla 5)

Tabla 5 Inmunohistoquimica RE! en cortes de vaginas de ratas injertadas a los 20 dias de

edad y sacrificadas 3 u 8 meses post injerto.

GRUPO CELULAS (%)
Débilmente
Negativas positivas Positivas
Al 20d 3m 4,00 22,00 74,00
Al 20d 8m 6,00 18,00 76,00

Concentraciones plasmaticas de estradiol y testosterona
Las concentraciones plasmaticas de estradiol para el grupo Al 20d 3m fue
significativamente mayor respecto al control de edad correspondiente (Grafica 7A). La

concentracion plasméatica de testosterona aument6 de manera significativa en los
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animales injertados en la etapa prepuber (Al 20d 3m y Al 20d 8m) respecto de los

controles correspondientes. (Grafica 7B)

Gréfica 7 Media + e.e.m. de la concentracién plasmatica de (A) Estradiol (pg/ml) o de
(B)Testosterona (ng/dl) en ratas injertadas a los 20 dias de edad, sacrificadas 3 u 8 meses
post injerto, y sus controles correspondientes

A

120

Concentracion
plasmatica estradiol
(pg/ml)

Media
+e.em.

25
20

(ng/dI)
H
(@]

o O,

Concentracion
plasmatica testosterona

Media
+e.e.m.

(a) P<0.05 vs. C 4m, (b) P<0.05 vs.

CONTROL

AUTOINJERTO

a
C4m  C9m Al Al
20d 3m 20d 8m
38,47 | 48,08 103,84| 40,75
+297| +4,30 +12,54| + 2,59
CONTROL AUTOINJERTO
. a
i b
C4m  C9m Al Al
20d 3m 20d 8m
0,98 1,48 16,07 | 14,37
+0.56 | +0,56 +8,31| +4.38

C9m
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Ratas injertadas en periodo adulto

Morfohistologia de la vagina

El grosor de la pared de la vagina de animales adultos sacrificados tres meses post
injerto fue estadisticamente menor que el observado en animales control de edades
semejantes. A mayor tiempo post injerto el grosor de la pared vaginal presento
hipertrofia. En el grupo de animales Al 9m3m, el grosor de la pared vaginal fue menor
que la del grupo control de 12 meses de edad. (Grafica 8)

Gréfica 8 Media + e.e.m. del grosor (mm) total de la pared vaginal de ratas injertadas a los 3 o
9 meses de edad y sacrificadas 3 u 8 meses post injerto y sus controles correspondientes.

CONTROL AUTOINJERTO
1600 - b
E i ]
:1200 1 a o]
I
S 800 -
o}
[%2]
© 400 -
)
) L
C6m C12m Al Al Al
3m3m 3m8m 9m3m

Grosor total: Media 1342,5C|1108,15 862,83 | 1406,90| 946,53
teem + 54,67|% 46,75 +20,96| + 39.50| 30,77

(a) P<0.05 vs. C6m, (b) P<0.05 vs. C12m

Al analizar si los cambios en el grosor de la pared vaginal estuvieron relacionados a
cabios en el epitelio o capa muscular, se observd que el injerto con plazo corto de
evolucion Al 3m 3m no mostro diferencias significativas en el grosor del epitelio vaginal
respecto del grupo control correspondiente; mientras que el grupo con 8 meses de
evolucion se observé un aumento del grosor. (Grafica 9)

En los animales del grupo Al 9m 3m el grosor del epitelio vaginal aumenté de manera
significativa.
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Grafica 9 Media + e.e.m. del grosor (nm) del epitelio de la vagina de ratas injertadas a los 3 o

9 meses de edad y sacrificadas 3 u 8 meses post injerto y sus controles correspondientes

CONTROL AUTOINJERTO
200 ~
— a
E 160 - S a
2 120 +
2
'g- 80 -
S 40 - I"'I
o
O o L1 L1
C6ém C 12m Al Al Al
3m3m 3m8m 9m3m
Grosor epitelio: Media 96,50 | 52,85 100,60| 156,92 131,33
teem +6,78 | £4,16 +12,50( £ 7,20 + 8,42

(a) P<0.05 vs. C12m

El grosor de la capa muscular de animales adultos con Al de corta evolucion post

injerto (3m), presentd  una disminucion significativa  respecto de los controles

correspondientes.

Por el contrario, en los animales con largo periodo post injerto, se evidencié un

aumento de esta capa respecto a los animales control. (Grafica 10)

Grafica 10 Media = e.e.m. del grosor (mm) de la capa muscular de la vagina de ratas
injertadas a los 3 0 9 meses de edad y sacrificadas 3 u 8 meses post injerto y sus controles

correspondientes

AUTOINJERTO

o]
a o]
Al Al Al
3m3m 3m8m 9m3m

CONTROL
1600 -
,glzoo ]
@
T — 800 -
o S
58
g § 400 +
>
o S 0 |
C6m C12m
Grosor mUsculo: Media |1245 92| 1055,37
+e.em + 55,12 + 46.11

769,16 | 1233,75 824,93
+26,34| + 38,34 + 29,22

(a) P<0.05 vs. Cém (b) P<0.05 vs. C12m
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El porcentaje que representa el epitelio 6 la capa muscular respecto al grosor total de la
vagina de ratas adultas con autoinjerto de ovario se representa en la Grafica 11.

Gréfica 11 Porcentaje que representa el epitelio 6 la capa muscular respecto del grosor total
de la vagina de animales injertados a los 3 0 9 meses de edad con distintos periodos de
evolucion

Al 3m 8m

<

Al 9m 3m

<

Al 3m 3m

Q

88% 86%

Inmuno histoquimica para REe

La inmunohistoquimica para RE! 3 u 8 mostrd la presencia de células con nucleo
intensamente coloreado, con marcacion débil 6 sin marca. (Figura 10)

En los animales injertados a los 3 meses de edad, el numero de células intensamente
tefidas alcanz6 aproximadamente el 90% luego de 3 meses de realizado el injerto, o el
60% luego de 8 meses post injerto. En las ratas auotinjertadas a los 9 meses de edad,

el numero de células positivas fue aproximado al 60%. (Tabla 6).

Figura 10 Inmunohistoquimica para

RE! en corte histolégico de vagina
de rata injertada (40x)

Tabla 6 Inmunohistoquimica RE! en cortes histolégicos de
vaginas de ratas injertadas a los 3 0 9 meses de edad y
sacrificadas 3 u 8 meses post injerto

GRUPO CELULAS (%)
Débilmente
Negativas positivas Positivas
Al 3m 3m 3,00 10,00 87,00 a
Al 3m 8m 7,00 30,00 63,00 b
Al 9m 3m 16,50 25,00 58,50
(a) P<0.001 vs Cém (b) P=0.031 vs C12m
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Concentraciones hormonales de estradiol y testosterona

En el caso del injerto realizado a los tres meses de edad, y luego de 3 meses
postinjerto, la concentracion plasmatica de estradiol fue significativamente semejante al
control. Sin embargo, tras un largo periodo luego del procedimiento (8 meses), el valor
de estradiol en plasma se encontr6 aumentado (Grafica 12A). Las concentraciones
plasmaticas de testosterona aumentaron de manera significativa en los animales de los

grupos de corta y larga (Al 3m 3m o Al 3m 8m) evolucion post injerto, respecto de los

controles correspondientes (Grafica 12B).

En el grupo de animales injertados a los nueve meses de edad, se evidencié variacion

en los niveles de estradiol (Grafica 12A), pero no en los de testosterona respecto al

control (C12m) (Grafica 12B).

Gréfica 12 Media £ e.e.m. de la concentracion plasmatica de (A) Estradio | (pg/ml) o de (B)
Testosterona (ng/dl) en ratas injertadas a los 3 0 9 meses de edad, sacrificadas 3 u 8 meses

post injerto, y sus controles correspondientes

CONTROL AUTOINJERTO
A a
— 50 - a
i)
§8 40 -
Q =~
SOE 30 -
c © S
QO a
ggc—é = 20 A
UEE% 10 -
o 0 i
Cém C12m Al 3m Al 3m Al 9m
3m 8m 3m
Media 46,26 24,83 47,00 52,65 41,68
+ e.e.m. + 3,61 £2,02 +2,64 | £2,17 + 2,36
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CONTROL AUTOINJERTO
B a
[ 40 T
c
o
5 % 30
582
SE5 2 b
[
28~ 101
Q&
=
g o
o Cém C12m Al 3m Al 3m Al 9m
3m  8m 3m
Media 1,45 11,95 11,30 34,48 15,91
+e.e.m. +071|+296 +333| +844 | 649

(a) P<0.05 vs C12m (b) P<0.05 vs C6m
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DISCUSION

Nuestros resultados muestran que la vagina, érgano blanco de las hormonas ovaricas,
presenta cambios morfohistolégicos significativos en respuesta a las hormonas
sexuales esteroideas secretadas por el autoinjerto de ovario, que dependen tanto de
la edad del individuo injertado, como del tiempo de accion del injerto.

Diferentes respuestas troficas a los estrégenos, progestinas y androgenos en los
diferentes tipos celulares de las capas de la pared de la vagina han sido reportadas
(Papka & Williams, 1998; Pessina et al., 2006a), sin embargo, aun no se conocen
completamente los mecanismos involucrados en estos cambios (Pessina et al., 2006a).
Nuestros datos muestran que las capas de la pared vaginal (mucosa y musculo)
presentaron variaciones morfofuncionales que correspondieron al ambiente endocrino
del individuo en estudio. Diversos autores seflalan a los estrégenos en particular,
como el responsable de la funcionalidad del epitelio vaginal (Lindzey & Korach, 1998).
En los animales control, el méximo grosor del epitelio se evidencio a los 10 meses de
edad y el menor a los 12, cambios que fueron acompafados por variaciones en el
porcentaje de células inmunopositivas para REalfa y de la concentracion de
estrogenos. Dichas edades correspondieron a etapas en las que la ciclicidad vaginal
comenzaba a perderse y la concentracion plasméatica de 17 beta estradiol declinaba,
alteraciones que han sido consideradas como indicadoras de finalizacion de la edad
fertil (vom Saal et al, 1994).

En los animales injertados, la morfohistologia general de la pared vaginal
(mucosa+musculo) fue semejante a los animales control. Sin embargo, el tamafio de la
vagina fue mucho menor cuando el injerto de ovario se realizé en la etapa prepuberal.
Dado que los animales injertados no presentaron cambios en el tamafio o peso
corporal respecto los animales control (datos no mostrados), es posible deslindar
cambios referidos al crecimiento corporal. La reduccién del tamafio de la vagina estuvo
referida a una disminucién significativa de la capa muscular y no a cambios en el grosor
del epitelio vaginal. Trabajos realizados por diversos autores muestran que la
regulacion de la capa muscular de la vagina estaria mas asociada con el receptor de
androgenos (RA) que con el de estrégenos. La administracion de testosterona en ratas
castradas aumenta la densidad de RA en la capa muscular y el epitelio vaginal a
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diferencia de lo que ocurre con el estradiol, que sub-regula la expresion de sus propios
receptores en este 6rgano (Pessina et al., 2006b). Es posible que el desbalance de la
relacion estrogeno-testosterona observada en los animales con autoinjerto, sea el
responsable de los cambios observados en los tejidos que forman la pared de la
vagina. Dado que no encontramos variacibn en la expresion del REalfa, seria
importante estudiar si las respuestas observadas estan vinculadas con cambios en la
expresion del receptor a androgeno. Los resultados del animal injertado en la etapa
adulta fueron menos homogéneos y dependieron nuevamente tanto de la etapa (adulto
joven,6 maduro) como del tiempo post-injerto analizado. Segun lo descrito por Damous
et al. (2008), el injerto de ovario realizado en animales adultos (entre 4 y 6 meses)
provoca atrofia sobre el epitelio vaginal los primeros dias post-injerto, alcanzando un
tamafo semejante al epitelio de los animales control alrededor de 21 dias post cirugia.
Nuestros resultados muestran que la atrofia de los primeros dias es revertida,

alcanzando una hipertrofia que involucré tanto a la capa epitelial como a la muscular.

Nuestros resultados nos permiten concluir que:
Las modificaciones morfofuncionales en los tejidos que componen la

citoarquitectura de la vagina dependen de la edad a la que se realice el Al.

La diferencia en la respuesta podria deberse a un desbalance en la relacion
estrogenos/andrégenos que se observa en los animales injertados.

El efecto de este desbalance dependeria de la edad del animal, ya que cuando
el injerto se ovario se realiza en un animal prepuber la vagina aun no ha
alcanzado su maximo crecimiento y desarrollo y dichos procesos ocurren en un
ambiente enddcrino “desbalanceado”. En el animal adulto injertado el
desbalance se presenta una vez que la vagina ya esta completamente

desarrollada, y el impacto no es tan drastico.
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Perspectivas

Seria interesante estudiar la expresion del receptor de andrégenos
(inmunohistoquimica y ARNm) en la vagina de ratas control y con autoinjerto de ovario,
a diferentes edades, para analizar si existen variaciones que pudieran explicar, al
menos en parte, los resultados obtenidos en este trabajo respecto de las

concentraciones plasmaticas de androgenos en las ratas tratadas.

Modelo

En la vagina existen diferentes tipos de receptores a estrégenos (RE). En el epitelio, se
encuentran los RE alfa y beta, mientras que en la capa muscular, se encuentran RE y
también receptores de androgenos (RA).

Desde el comienzo de la infancia hasta el periodo prepuberal, la secrecion de
gonadotropinas esta suprimida a niveles muy bajos. Hacia la pubertad, ocurre la
activacion de la funcién ovarica que inicia una secrecion pulsatil de GnRH-LH que es
responsable de la reactivacion de la sintesis y secrecion de gonadotropinas (FSH y
LH). El comienzo de la esteroidogénesis en los ovarios requiere estimulacion del
compartimento de las células intersticiales de la teca por la LH y de la estimulacion con
FSH en las células de la granulosa. Las hormonas sexuales esteroideas producidas en
el ovario, ejercen sus efectos sobre 6rganos diana que poseen receptores para poder
responder.

En la vagina, ocurren cambios estructurales significativos en respuesta a variaciones
en los niveles de hormonas sexuales esteroideas. La presencia de REa se ha
demostrado el epitelio, musculo y fibroblastos del estroma de la vagina de humanos y
animales. Existe, aunque débil, expresion de REb en las células de estroma subepitelial
de la vagina de ratas y en la pared anterior de la vagina de mujeres. EI RA se ha
detectado en el epitelio, musculo liso, endotelio vascular y estroma de la vagina
humana y de otras especies.

En este estudio, hemos observado que si se extrae el ovario durante la etapa juvenil y
se injerta en tejido celular subcutaneo, los niveles de andrégenos aumentan de manera

significativa respecto a animales control. La vagina de los animales tratados resulta
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mas pequefia que la de un animal control, debido a una disminucion significativa del
grosor de la capa muscular. Si en estos animales con concentraciones plasmaticas de
androgenos elevadas se encontrara expresion del RA aumentada en la capa muscular,
se podria sugerir un modelo de loop positivo, por el cual los androgenos regularian “en
mas” la expresion de sus propios receptores, siendo éstos los principales reguladores
de la capa muscular de la vagina. Por el contrario, si la expresiéon de RA en el masculo
estuviera disminuida, entonces podria pensarse en modelo de loop negativo, a través

del que ésta hormona actuaria regulando “en menos” sus receptores.

Figura 11 Hipotesis de modelo propuesto para explicar la regulacion de los RA en la vagina

AUTOINJERTO de
OVARIO en TCS
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ANEXO |

Procesamiento histoldgico de muestras bioldgicas

La histologia es el estudio de los tejidos y de la organizacion de estos tejidos para
constituir los 6rganos. Los tejidos estan constituidos por células y matriz extracelular y
se puede considerar que estos elementos constituyen una entidad continua que
funciona conjuntamente. El pequefio tamafo de las células y de los componentes de la
matriz extracelular hace que la histologia dependa del uso del microscopio.

El procedimiento mas utilizado para el estudio microscopico de los tejidos es la
preparacion de cortes histologicos. Los cortes finos se obtienen a partir de tejidos y
organos en los que es necesaria la aplicacién de una serie de procedimientos previos
para que se puedan seccionar mediante instrumentos de gran precision llamados
micrétomos. Luego, para su estudio microscopico, la mayor parte de los cortes
histologicos deben estar tefiidos.

Con el microscopio 6ptico es posible estudiar la imagen debido a que el corte
histoldgico es atravesado por un haz de luz.

El objetivo de un preparado histolégico es mostrar las estructuras celulares y tisulares
de un organismo o de una porcion del mismo. Durante el procesamiento, es necesario
gue estas estructuras mantengan sus caracteristicas similares a las del organismo vivo.
Es importante obtener un preparado permanente y representativo.

Las piezas fijadas y por tanto endurecidas, deben de ser “incluidas” en una masa rigida
(parafina) para poder ser cortadas. Debido a que la parafina no es soluble en agua, las
muestras deben ser previamente deshidratadas y para ello se realizan sucesivos bafios
que contienen una solucién acuosa progresivamente creciente en concentracion de
alcohol (alcohol 70%, alcohol 80%, alcohol 95%). EIl dltimo bafio contiene alcohol puro
(100%), y en él las muestras estan completamente deshidratadas.

Para permitir la entrada del medio de inclusion a las muestras, éstas se colocan en un
disolvente intermediario (cloroformo), que quita el alcohol y permite la entrada de la
parafina al tejido. Para que la parafina entrara de forma gradual a las muestras, se
realizaron tres bafios de parafina en una estufa de 58-60°C ya que a estas
temperaturas la parafina es liquida y puede penetrar los tejidos. A medida que la
parafina ingresa sustituye al cloroformo que es liberado al medio. Debido a esto las
muestras se cambiaron dos veces de bafio, hacia parafina mas limpia. (Junqueira &
Carneiro, 2005)

37




Inclusién de la muestra biolégica en parafina

1. Alcohol 70

2. Alcohol 95 | 40 minutos
3. Alcohol 95 1I 40 minutos
4. Alcohol 100 40 minutos
5. Cloroformo | 40 minutos
6. Cloroformo Il 40 minutos
7. Parafina | 30 minutos
8. Parafina ll 30 minutos

Para la formacion de los bloques de parafina en los que se incluyeron de forma
definitiva las muestras, se utilizaron las barras de Leuckart. En el espacio resultante
entre las barras se coloco la parafina fundida y con una pinza se orientaron las vaginas
dentro de ella. Una vez solidificada la parafina, el bloque que contiene la muestra de
interés esta listo para continuar el procesamiento.

Los bloques de parafina que se desean cortar se adhieren con calor, por la cara
opuesta a la cara de corte, a una platina que se coloca en el micrétomo.

Se talla con una hoja de afeitar la cara de corte para aproximarnos a la porcion del
bloque que contiene la muestra. Los bordes superior e inferior de dicha cara deben de
ser paralelos para facilitar la recoleccion de los cortes. Los primeros cortes que se
obtienen, son examinados al microscopio Optico para poder identificar en ellos la
aparicion del tejido de interés, en este caso los cortes de la vagina. A medida que se
corta, se obtienen cintas de parafina que contienen los cortes de la muestra. Estas
cintas son retiradas con un pincel humedo y llevadas hasta un bafio de agua destilada
caliente. La temperatura del agua es mas baja que la temperatura de fusién de la
parafina, lo que permite que la cinta se estire sin que la parafina se funda. Luego con
portaobjetos se intenta recoger la cinta que esta flotando en el bafio. Se sumerge el
portaobjeto en el agua y con la punta del pincel se arrastra la cinta hasta éste. Luego
se levanta el portaobjeto de manera que la cinta de parafina quede adherido a el.

Los cortes en parafina, una vez adheridos al portaobjetos, deben pasarse por los
diversos colorantes para conseguir un mayor contraste entre los constituyentes del
tejido. Como la mayor parte de los colorantes se emplean en solucién acuosa, es
preciso extraer la parafina mediante un solvente adecuado, en nuestro caso utilizamos
xilol. Este solvente debe extraerse a su vez por alcohol absoluto y a partir de aqui se
llevan los cortes hasta un medio acuoso mediante soluciones de alcohol decrecientes.
(Junqueira & Carneiro, 2005)
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Desparafinar e hidratar los cortes histol6gicos

1. Xilol'l 15 minutos a temperatura ambiente
2. Xilol Il 10 minutos a temperatura ambiente
3. Alcohol 100 1 pasaje (5 minutos)

4. Alcohol 95 2 pasajes

5. Alcohol 70 1 pasaje

6. Alcohol 50 1 pasaje

7. Agua destilada 2 pasajes

Durante todo el proceso de tincion, se colocan los portaobjetos con los cortes en cajas
de Koplin, cajas de vidrio grueso con ranuras de vidrio en su interior que permiten
ubicar los portaobjetos de forma que no estén en contacto entre si.

La primera solucion colorante empleada fue la hematoxilina que tiene afinidad por las
estructuras acidas. Nucleos, ribosomas y reticulo endoplasmico rugoso tienen gran
afinidad por este colorante debido a su alto contenido de ADN y ARN respectivamente.
Tras la tincion, los cortes adquieren un color rojizo por lo que es necesario realizar un
viraje con agua corriente para que las sales del agua provoquen el cambio al color
violeta. Luego, la segunda solucién colorante empleada fue la eosina, un colorante
acido que tifle estructuras basicas de rojo o rosa. La mayoria de las proteinas
citoplasmaticas son basicas y por ello el citoplasma generalmente se tifie de rosa.

Tras haber incorporado los colorantes a los cortes, se realiza una deshidratacion de los
preparados con bafios sucesivos de concentraciones crecientes de alcohol y finalmente
por xilol, dejandolos sumergidos hasta el momento del montaje. Para la preservacion
de las preparaciones histologicas se utiliza un medio de montaje, en nuestro caso el
balsamo de Canad& que polimeriza y no permite la entrada de agua ni de aire al
preparado y se coloca sobre ellas un cubre objeto de vidrio. Si hubiesen quedado
burbujas de aire entre el porta y el cubre objetos, se intenta eliminarlas. (Junqueira &
Carneiro, 2005)

Tincidn de los cortes histoldégicos con Hematoxilina — Eosina
1. Hematoxilina de Mayer 8 a 10 minutos
2. Virado con agua corriente 10 minutos
3. Lavado con agua destilada
4. Eosina amarilla 1 minuto
5. Lavar con agua corriente brevemente
6. Deshidratar
Alcohol 70, 95, 100 5 minutos c/u
Xilol
7. Montaje
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ANEXO I

Inmunohistoquimica Receptor Estrogeno alfa

1) Seleccionar los portaobjetos con el corte histologico de interés
2) Desparafinar:

Xilol 1 15 minutos
Xilol 2 10 minutos
3) Hidratar:

Alcohol 100 5 minutos
Alcohol 95 5 minutos
Alcohol 70 5 minutos
H20 d 5 minutos
5) PBS 1x (Ph=7.4) 5 minutos a Temperatura ambiente
6) PBS 1x + H202 (9.11%) 20 minutos
7) 2lavados con PBS 1x 5 minutos c/u
8) Reavivado antigénico
Buffer citrato 10 mM pH=6
Colocar los preparados en koplin con citrato
Koplin (semi tapado) microondas a bafio maria  Pot 20 30 min
Sacar del microondas y dejar que alcance temperatura ambiente
9) 3 lavados con PBS 1x 5 minutos c/u
10) Poner preparados en camara de humidificacion
11) Permeabilizacion
PBS 1x + Triton 0.5% por 15 minutos
12) Bloqueo de uniones inespecificas
Sol de bloqueo 1 por 30 minutos
Sol de bloqueo 2 PBS + triton 0.5% + 2% albumina (BSA) por 30 minutos
13) Incubacion AC primario por 12 hrsa 4° C
14) Dejar que alcance temperatura ambiente
15) 3 lavados con PBS 5 minutos c/u
16) Incubacion Anticuerpo secundario 1 hora ambiente
17) 3 lavados PBS 5 minutos c/u
18) Incubar con ABC porl hora a temperatura ambiente
19) 3 lavados PBS 5 minutos c/u
20) Revelado Kit de DAB (diaminobencidina) segun indicaciones del fabricante
21) Lavado con H20 corriente
22) Deshidratar: Alcohol 70, 95, 100 5 minutos c/u
23) Xilol
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El nivel de la expresion de las moléculas de ARN y el rendimiento relativamente

bajo de la reaccién del RT deben ser considerados al calcular la cantidad

apropiada de molde para llevar a cabo el PCR. El volumen de la reaccion de

RT no debe exceder el 10% del volumen total del PCR.
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Figura 2.

Respuesta de una Unica célula (previamente incubada con Fluo 3 AM) a la oxitocina (1uM).

Iméagenes adquiridas como se explicé en materiales y métodos por microscopia laser confocal.
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Nuestros resultados

coinciden con los resultados publicados por Thompson, M et al, 2004 y Barata,

H et al 2004, quienes postulan un rol importante de las citoguinas
proinflamatorias en la preparacion del miometrio para el trabajo de

regulando la via de la ADP-ribosa ciclica por regulacion de la transcipcion

expresion de la enzima CD38. Los trabajos mencionados anteriormente, han
mostrado que TNF-" aumenta los transientes de Ca jinducidos por oxitocina

en las CMH y que este aumento es abolido blogueando la expresion de la

enzima CD38 utilizando ARN de interferencia (Thompson, M et al;

Barata, H et al; 2004).

2004 |



En nuestro trabajo, hemos podido detectar la presencia de CaMKIV en el

cultivo de CMH (Figuras 6 y7).
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tiempo de reaccion simple

Se encar0 el trabajo en 2 etapas: En la primera etapa el objetivo fue mostrar la
posibilidad de medir el tiempo de identificacion visual con relativa precision, en forma
simple y rapida, y utilizando un computador portable y mostrar que dichas medidas
coinciden con las medidas obtenidas por otros autores. Se persiguieron 2 objetivos
especificos.



. _IB

En esta segunda etapa el objetivo fue comenzar a explorar la posibilidad de estudiar
las diferencias entre los tiempos de identificacion de imagenes naturales e imagenes
de simbolos escritos (palabras)" Para ello se persiguieron 2 objetivos especificos:



Experimento 1: discriminacion de imagenes naturales

El objetivo del presente experimento es obtener el tiempo de identificacion visual como
la diferencia entre el tiempo de reaccion con identificacion visual y el tiempo de
reaccion simple y comparar los datos obtenidos con los obtenidos por otros autores.
Se estudiard como este tiempo es afectado por la edad y por la variacién en la calidad
de la imagen.

METODOS
Participantes

Participaron un total de 31 personas (20 de sexo femenino) con edades
comprendidas entre los 10 y los 77 afos de edad (37,2 en promedio). El promedio de
edad de las participantes de sexo femenino fue de 39 afios y el de los de sexo
masculino de 33,5. Todas tenian visién normal o corregida y manifestaron no sufrir
enfermedades neuroldgicas y no estar ingiriendo medicacion. 3 personas eran zurdas.
Los participantes realizaron la prueba una Unica vez. Todos los participantes fueron
informados sobre los objetivos del experimento y dieron su consentimiento para
participar.

Estimulos

Se elaboré un programa en Matlab 7.0 a través del cual se presentaron en forma
aleatoria 5 imagenes de distintos perros y 5 imagenes distractoras (teléfono, gato,
elefante, flor, silla). Cada imagen fue seguida de una pantalla gris.
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Figura 18. Graficas de tiempo de identificacion en funcién del tiempo de identificacion
obtenido en el intento anterior y performance en las tareas de identificacion de
palabras (rojo) y de imagenes (negro).
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1. RESUMEN

Estudios recientes sugieren que las conexiones horizontales de largo alcance en
la corteza visual primaria participan en la integracién espacial y temporal. Diversas
investigaciones indican que la propagacion de la actividad a través de conexiones
horizontales de largo alcance es lenta, con escalas de tiempo comparables a las
escalas perceptuales involucradas en el procesamiento del movimiento.

Usando un modelo experimental psicofisico, basado en el estudio de los tiempos
de reaccion, exploramos algunas de las implicaciones de esta dindmica lenta.
Basamos nuestro estudio en que la demora en la percepcion de un estimulo estéatico
mostrado brevemente, puede ser modulada por una o mas pre-estimulaciones
presentadas unos pocos ms antes, en el entorno cercano a su campo receptivo.

Reportamos varios experimentos mostrando que un estimulo consistente en un
parche gaussiano circular puede ser percibido mas tempranamente o mas
tardiamente dependiendo de las caracteristicas de las estimulaciones previas.
Mostramos que el tiempo necesario para detectar el estimulo puede alterarse
cuando su presentacion es precedida por un objeto mévil que converge al mismo
punto, modificando sensiblemente el tiempo de reaccion del observador,

presumiblemente debido a una modulacion de la latencia en la percepcion.

Se analiz6 este fendmeno y sus posibles consecuencias en la modulacion de
la latencia de respuesta, como funcién de la configuracion espacio-temporal de los
estimulos visuales.

Proponemos que las interacciones dinamicas entre las sefiales horizontales y
verticales en V1 pueden dar cuenta de las modulaciones en la latencia de respuesta
encontradas y explicar su relacion con la configuracion espacio-temporal de los

estimulos previos (orientacion relativa, separacion espacial e intervalo temporal).



2. INTRODUCCION

Experimentos electrofisioldgicos y psicofisicos reportan la existencia de células
de la corteza visual primaria pertenecientes a distintas hipercolumnas y de la misma
especificidad funcional, que interactian a través de conexiones horizontales de
largo alcance y velocidad de propagacion lenta.

Estas conexiones han sido relacionadas al procesamiento del movimiento.
Georges y colaboradores describieron como un parche gabor que se desplaza en
una secuencia de movimiento aparente, parece ser mucho mas rapido cuando su
orientacién esta alineada con la trayectoria del movimiento que cuando esta en un
angulo con él (Georges et al., 2002). Por otra parte, Maiche y sus colegas
postularon que dos objetos en movimiento aparente con direccién de colisién,
sumarian sus efectos de pre-activacion provocando un acortamiento de la latencia
para la deteccion de un blanco movil, y que esta disminucion en la latencia de

percepcion es capaz de aumentar el efecto flash-lag. (Maiche et al., 2007).

El presente trabajo consiste en la realizacion de un estudio usando técnicas
psicofisicas, basado en tiempos de reaccion, que intenta profundizar en el
conocimiento de estos mecanismos de pre-activacion y su posible rol en el
procesamiento visual. Se busca progresar en la comprension de los componentes
gue se encuentran en el sustrato de diversos procesos de percepcion visual y que
han sido relacionados con la integracion de contornos (Cass y Alais, 2006),
estimacion de la velocidad (Georges et al., 2002) y diversos efectos perceptuales
como el movimiento de linea ilusorio (Hikosaka et al., 1993, Steinman et al.,1995) y
el flash lag. (Maiche et al., 2007). Estos ultimos investigadores estudiaron estos
mecanismos de pre-activacion tomando como modelo el efecto flash lag, en este
fendmeno de percepcion un flash luminoso adyacente a un objeto en movimiento
continuo se percibe por detrds del objeto. Un cambio repentino sin correlacion
alguna en el medio ambiente no puede ser predicho, pero un objeto en movimiento
en el campo visual permite inferir su posible futura posicion Una posible explicacion
podria estar dada por un acortamiento de la latencia de percepcion para el objeto en
movimiento que no ocurre para un objeto que aparece en forma repentina. Estos

cientificos postularon que si existen mecanismos perceptuales de facilitacion,




implicados en etapas tempranas del procesamiento del movimiento capaces de
promover este acortamiento de la latencia, entonces dos movimientos continuos
podrian sumar sus efectos de preactivacion, obteniéndose un acortamiento de
latencia todavia mayor.

Los efectos mencionados revelan mecanismos que podrian estar implicados
en las primeras etapas del procesamiento del movimiento y que aportarian una
explicacion plausible de los mencionados fenémenos perceptivos (Jancke et al.,
2004).



3. FUNDAMENTACION Y ANTECEDENTES

Nuestra perspectiva de analisis implica considerar que el sistema visual ha
evolucionado para favorecer la supervivencia. Si partimos de la premisa de que el
sistema nervioso ha sido moldeado por la evolucidon, no encontramos motivo para
situar el procesamiento visual fuera de este contexto, desde el punto de vista
evolutivo resulta razonable aceptar la seleccibn de circuitos neuronales que
resuelvan de manera eficaz y econémica problemas con valor adaptativo. Asi por
ejemplo, la velocidad de un movimiento es una informacion sustancial para cualquier
organismo que deba interactuar con objetos moviles, convirtiendo al procesamiento
de la velocidad en una necesidad ecoldgica: atrapar una presa, evitar un obstaculo o
predecir una colision requieren un eficiente procesamiento de los estimulos visuales
provenientes de un objeto en movimiento (Georges et al., 2002).

La respuesta sensorial a eventos fisicos deben ser transformados en procesos
gue consumen tiempo, los inevitables retardos neurales deben ser resueltos de por
el sistema para dar una respuesta adecuada. ¢ Como resuelve el sistema nervioso
estas demoras? ¢ Cuales son los mecanismos que permiten superar las limitaciones

intrinsecas del sistema?

El sistema visual es el encargado de extraer dicha informacion a través de una
serie de complejos mecanismos que poco a poco la investigacion ha ido develando
en su forma y funcionamiento. Sin embargo, nuestro conocimiento de algunos de los
aspectos fundamentales de la percepcion visual del movimiento —la codificacion de
la informacion sobre la velocidad y sobre la direccion— es atn incompleto.

Méas alla de toda la investigacion psicofisica y fisioldgica de las dltimas décadas,
los métodos por los que el sistema visual procesa estos estimulos estan todavia

poco claros (Dror, O'Carroll y Laughlin, 2001).



3.1. Columnas de Orientacion de la Corteza Visual Primar ia

La corteza visual primaria elabora la informacién elemental procedente de la
retina al menos en tres formas distintas: 1) Las columnas de orientacion
descomponen cada parte del campo visual en cortos segmentos lineales de
orientacion diferente. 2) El procesamiento del color que tiene lugar en las regiones
llamadas manchas. 3) Las columnas de predominio ocular, paso necesario para la
percepcion de la profundidad. (Kandel et al., 2001).

La distribucion anatomica de las columnas de orientacion se definié primero
mediante estudios electrofisioldégicos, haciendo marcas en la corteza cerca de las
células que se activan por estimulos de una orientacion determinada. Hubel y
Wiesel detallaron una cartografia de columnas adyacentes, efectuada utilizando
penetraciones tangenciales con microelectrodos, revelando una organizacion
precisa con una desviacion ordenada en el eje de orientacién desde una columna a
la siguiente. Al conjunto de columnas que responde a un ciclo completo de cambios
de orientacion situadas en una region concreta del espacio les denominaron
hipercolumnas y cada una de ellas ocupa alrededor de 1 mm? (Hubel y Wiesel 1959,
1962, 1968 y 1979).

Mas tarde esta disposicion anatomica se definié inyectando en el encéfalo
2-desoxiglucosa (analogo de la glucosa) marcada con un isétopo radiactivo. Las
células metabdlicamente activas captan el isétopo marcado, lo que permite
detectarlas cuando los cortes de la corteza se colocan sobre placas de rayos x.
(Hubel et al., 1977)

En la actualidad estas columnas de orientacion pueden ser observadas
directamente en la corteza cerebral viva. Utilizando un colorante sensible al voltaje y
una camara de gran sensibilidad que puede detectar el patrén de orientacion de las
columnas activas e inactivas cuando se presenta un estimulo de luz con un eje de

orientacion especifico (G. Blasdel 1992a y 1992b).



3.2. Conexiones Horizontales

Investigaciones realizadas inyectando peroxidasa en la corteza del mono
revelaron que estos sistemas orientados verticalmente se comunican unos con otros
por medio de conexiones horizontales. Los axones colaterales de cada célula
piramidal de las capas 3 y 5 siguen largos trayectos paralelos a las capas y dan
origen a grupos de terminaciones axonales con intervalos regulares de anchura
similar a la de una hipercolumna (McGuire et al., 1991).

Otra prueba de la existencia de estas conexiones horizontales se obtuvo
inyectando 2-desoxiglucosa radiomarcada y microperlas marcadas con
fluorescencia en una columna que contenia células que respondian a una
orientacion especifica. Los axones terminales captaron las microperlas en el lugar
donde se inyectaron y las transportaron de vuelta a los somas celulares. En cortes
tangenciales a la piamadre, tanto el patron global obtenido de las células marcadas
con microperlas como el marcado con 2-desoxiglucosa revel6 una organizacion

similar a la descripta por McGuire y colaboradores (Gilbert y Wiesel, 1989).

Por tanto, la organizacion funcional de la corteza visual consta de dos grupos
de conexiones: una vertical, formada por columnas funcionales que se extienden a
través de las distintas capas de la corteza, y otra horizontal, que conecta las
columnas funcionales cuyas respuestas tienen propiedades similares y que pueden
integrar informacion a lo largo de varios milimetros de la corteza. La consecuencia
es que un estimulo procedente de fuera del campo receptivo de una célula puede
también estimularla (Kandel et al., 2001).

Se ha demostrado que estimulos proyectados fuera del campo de descarga
de una célula de V1 generan una modulaciéon de su potencial de membrana, que
puede ser excitatorio o inhibitorio, con una latencia que aumenta linealmente con la
distancia (Bringuier et al.,1999, Chavane et al., 2000).

Otras investigaciones, realizadas sobre el efecto en el aumento de la
velocidad percibida, han sido relacionadas con la dinamica de la actividad dentro del
plexo de conexiones horizontales de largo alcance y estd apoyado tanto por un
modelo computacional (Seriés et al., 2002) como por registros electrofisiologicos
realizados en la corteza V1 del gato (Jancke et al., 2004).




Por Ultimo, aunque en esta investigacion nos centramos en los procesos
iniciales de la vision no se debe perder de vista la posibilidad de que también estén
implicadas influencias provenientes desde regiones mas altas en la jerarquia del

procesamiento (Hupé et al., 2001)

3.3.  Procesamiento del movimiento

En la visibn el mundo se experimenta como un todo, atributos como
movimiento, profundidad, forma y color se conjugan en una sola imagen visual, sin
embargo, se ha encontrado en monos un area especifica, en el borde de la corteza
parietal, en el area temporal media (TM), dedicada al procesamiento del
movimiento, donde casi todas las células tienen selectividad direccional y la forma o
el color del estimulo s6lo afecta una fraccion de estas células. Al igual que en V1, en
TM existe un mapa retinotopico del campo visual contralateral, pero sus campos
receptivos son unas diez veces mayores. Las células con especificidad direccional
similar se organizan en columnas verticales y cada parte del campo visual esta
representada por un conjunto de columnas en las que las células responden a
movimientos de direcciones diferentes, una organizacion similar a la observada en
V1. Esta zona temporal media recibe fundamentalmente aferencias de la via M
(proveniente de las células magnocelulares del nacleo geniculado lateral) que se
proyectan desde las capas C4 y 4B de V1 y también desde V2. Puede identificarse
ademas una via que proviene desde las capas parvocelulares del nucleo geniculado
lateral que se proyecta a través de la capa C4 y V2, sin embargo no seria esta la
via predominante (Kandel et al., 2001).

En el encéfalo humano esta zona dedicada al movimiento se ha detectado
mediante exploraciones PET que la ubican en la union de las cortezas temporal,

parietal y oxipital (Zeki et al., 1991).

En general pensamos en el movimiento como un objeto que se desplaza en
el campo visual y lo distinguimos facilmente del fondo inmovil. Sin embargo sucede
gue vemos objetos en movimiento no porque se muevan en la retina sino porque

seguimos el objeto con movimientos oculares, la imagen permanece estacionaria en




la retina pero percibimos el movimiento porque son los ojos los que se mueven. El
movimiento entonces puede percibirse de dos formas: Cuando los ojos siguen al
objeto la imagen siempre ocupa el mismo lugar en la retina y la informacion de
movimiento del objeto proviene del movimiento de los ojos o la cabeza. Cuando los
0jos se mantienen inmdaviles la imagen del objeto atraviesa la retina y la informacion
proviene de la activacion secuencial de los receptores de la retina. En este caso el
movimiento en el campo visual se detecta comparando la posicion de las imagenes
registradas en diferentes momentos. Como la mayoria de las células del sistema
visual son extremadamente sensibles a la posicién de la retina y pueden distinguir
fendmenos separados en el tiempo por s6lo 10 a 20 ms. las células del sistema
visual son capaces de extraer informacion sobre el movimiento a partir de la
posicion de la imagen en la retina, comparando sus posiciones sucesivas (Kandel et
al., 2001). Esta activacion secuencial de los receptores de la retina producida por
una imagen que la atraviesa, puede ser originada no por un objeto en movimiento
sino por estimulos que se presentan en posiciones sucesivas causando un
movimiento aparente. Este puede ser tan convincente como el real, cuando dos
luces en posiciones cercanas se encienden y se apagan en intervalos adecuados se

percibe una sola luz que se mueve entre dos puntos (Hochberg, 1978)

3.4. Tiempos de Reaccion

Los estudios basados en tiempo de reaccion (TR), definido como el tiempo
gue media entre el inicio de un estimulo y la produccién de una respuesta (Bonnet
1994), se basan en la premisa de que los estimulos que provocan la misma
respuesta discriminativa, produciran iguales TR (Cattell, 1902) y han sido
largamente utilizados en experimentos psicofisicos (De Jaager 1865, Donders
1868/1969, Exner 1873, Cattell 1886). Se ha destacado su capacidad de aportar
informacién acerca de las propiedades de etapas tempranas del procesamiento de
la informacion, a través de diversas tareas psicofisicas en la vision (Mateeff et al.,
1999, Pins y Bonnet 1996, 1997, Tynan y Sekuler 1982).

El TR disminuye si se advierte al sujeto antes de que aparezca el estimulo

(Wundt, 1903), se denomina periodo preparatorio al intervalo entre la sefial y el




estimulo. Para evitar los efectos de anticipacién y de automatizacion de la respuesta
se acostumbra variar aleatoriamente el intervalo entre sefial y estimulo (Klemmer,
1956). Este intervalo debe ser lo suficientemente acotado como para que el sujeto
se encuentre preparado para emitir la respuesta pero, a la vez, no debe ser tan

extenso como para provocar un descenso en la atencion (Chocholle, 1972).

Al trabajar con TR no debemos perder de vista que una medida psicofisica
combina efectos de diferentes factores y, por lo tanto, no se debe asumir la
respuesta observada como la salida directa del sistema sensorial (Green y Swets,
1966).

Deberemos aceptar que esta puede verse afectada por diversas causas. El
efecto que produce la fatiga determina un aumento en los TR (Forbes, 1945). En
este sentido es aconsejable controlar la duracion de cada una de las sesiones que
realiza un sujeto. Si bien estos elementos varian para cada sujeto, como regla
general, se recomienda que las sesiones no superen los 30 minutos (en nuestro
estudio hemos estimado el tiempo de cada sesion en 20 minutos). Asimismo, uno de
los factores organicos que pueden influir en los TR es la hora del dia en que se
realiza la prueba. Segun Kleitman, Titelbaum y Feiveson los TR disminuyen por la
mafiana y aumentan pasado el mediodia siguiendo las variaciones de la
temperatura corporal (Kleitman et al., 1935). Sin embargo, otros autores (Elbel,
1939) proponen que la variacion de TR en funcién de la hora del dia responde a

patrones mas complejos.

Al realizarse experiencias en las que se recompensaba al sujeto por su
desempefio se evidencidé que la motivacion era un elemento que afectaba
significativamente los TR (Owen, 1959). Factores emocionales también pueden
incidir en los TR, sujetos emotivos obtienen mayor variabilidad en sus datos que los
sujetos con menor grado de emotividad. (Washburn et al.,1929)

Es necesario tener en cuenta que el entrenamiento de los sujetos reduce en
buena medida la influencia de estos factores en el TR y estabiliza la respuesta del
sujeto, disminuyendo su rango de variacion . Por esta razén, resulta imprescindible

para la metodologia psicofisica basada en el analisis de los TR disponer de sujetos




altamente entrenados. De todas maneras, el entrenamiento minimiza la variabilidad
proveniente de estos factores, pero no la anula. La variabilidad en los TR que suele
presentarse entre diferentes individuos (sin deficiencias sensoriales) se le atribuye
mas al criterio de respuesta que a componentes relativos a la sensibilidad del
sistema (Bonnet y Dresp, 2001). Consideraremos entonces que el entrenamiento
provoca un descenso en los TR que se corresponde con una optimizacion del
criterio de respuesta (Bonnet y Link 1998). Sin embargo, en sujetos entrenados, la
variacion intra-individuo (variacion del criterio de respuesta entre diferentes
sesiones) es aleatoria y consideraremos la media de los TR observados como una
buena estimacion (Bonnet y Link, 1998).

A todo esto debemos agregar que no se debe descartar la posibilidad de que
los TR pueden ser afectados incluso por factores cognitivos de mas alto nivel
(Bonnet y Dresp, 2001).

El TR en respuesta a la presentacion de un estimulo en un sitio prefijado es una
conducta automatica del sujeto que depende de la informacién sensorial, pero que
no obedece a elementos de alto nivel ligados a la emision de un juicio. Por otra
parte el componente motor del tiempo de reaccién, como todos los procesos
bioldgicos, consume un tiempo que es estadisticamente variable de un sujeto a otro
e incluso intra-sujeto pero que puede considerarse estadisticamente constante, esto
nos permite asumir que la duracion media de los procesos motores no varia a través

de los diferentes ensayos (Miller y Low, 2001).



4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Si se plantean condiciones experimentales que no contengan elementos que
impliguen una decision y el componente motor del TR puede considerarse
estadisticamente constante (como se sefiald en el capitulo anterior), entonces
podemos asumir que cualquier modificacién de la latencia de respuesta puede ser
atribuida a los procesos del componente perceptivo.

Los trabajos realizados por Maiche y sus colaboradores en 2007 con el efecto
flash-lag, en los que aumentaron este efecto afiadiendo un segundo objeto en
movimiento continuo, fueron basados en que este tipo de prediccion podria hacerse
por medio de la pre-activacion de zonas adyacentes de la corteza visual en la

direccion del objeto en movimiento.

La propagacion de la actividad en el cortex visual via conexiones horizontales de
largo alcance entre modulos de caracteristicas similares de procesamiento ha sido
descripta por Gilber & Wiesel (Gilbert y Wiesel, 1989)

4.1 Hipotesis

Basados en estas ideas proponemos que, Si existe un mecanismo de pre-
activacion, la latencia de respuesta a un estimulo presentado en un determinado
sitio del campo receptivo visual deberia reducirse cuando este es precedido por la
estimulacion de zonas vecinas.

Aungue no se pueden descartar mecanismos de integracion procedentes de
areas superiores, esta modulacion puede ser explicada por la actividad conducida
por las conexiones horizontales de largo alcance y depende de la configuracion

espacio-temporal de dichos estimulos.



4.2 Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es profundizar en el entendimiento de los
mecanismos subyacentes a la percepcion del movimiento, centrandonos
especialmente en aquellos relacionados con etapas tempranas del procesamiento

de la informacién sensorial, basados en métodos experimentales psicofisicos.

4.3 Objetivos especificos

1) Evidenciar cambios en la latencia perceptiva utilizando técnicas psicofisicas.

2) Estudiar como esa latencia puede variar en funcién de los cambios en la

configuracion del estimulo.

3) Consolidar técnicas basadas en tiempos de reaccion con el fin de detectar

variaciones de latencia perceptiva.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Método General

El trabajo fue llevado a cabo en la Seccion de Biomatematica de la Facultad
de Ciencias, Universidad de la Republica, Montevideo-Uruguay, donde se realizo
tanto el desarrollo del disefio experimental como las pruebas y andlisis de los datos.

Los estimulos fueron presentados en un monitor VIEWSONIC 17" trabajando
con una resolucion de 1024 x 768 pixeles y a una frecuencia de 60 Hz controlado
por un PC P4, 3 Ghz corriendo MATLAB (Mathworks Inc.) y Psychophysics Toolbox
(Pelli, 1997).

Participaron tres sujetos entrenados en experimentos visuales de psicofisica
con vision normal o corregida a la normal. Todos los sujetos fueron instruidos acerca
de los experimentos que iban a realizar y aceptaron sus condiciones firmando un
consentimiento informado. Fueron entrenados para mantener la mirada en un punto
de fijacion de manera de mantener constante la proyeccion retiniana de los
estimulos. La vision fue siempre monocular y en todos los casos el ojo utilizado fue
el derecho. Para mantener una distancia fija y ayudaren a manetener la mirada en el
punto de fijacion se utilizO como apoyo una mentonera ajustable (KJ-1000, INDO
Inc.).

Las pruebas se realizaron en un cuarto oscuro con el fin de minimizar la
incidencia de estimulos ajenos al experimento y mantener constantes las
condiciones de luminancia.

El estudio esta basado en la medicion de los TR en respuesta a un estimulo
luminoso presentado en el monitor.

La posicion de dicho estimulo esta prefijada y es conocida por el
observador.

Todos los experimentos constan de dos clases de estimulos: 1) Los
“estimulos blanco” u objetivo, que consisten en parches gaussianos circulares (de
orientacion neutra) y son a los que el sujeto debe responder en el menor tiempo
posible. 2) Los que preceden a los *“estimulos blanco” que consisten en parches
gabor (perfil de luminancia espacial sinusoidal modulado por una funcién gaussiana)

(en adelante “primers”), estos se presentan en posiciones cercanas al sitio donde se




desplegara el estimulo blanco con el fin de evaluar si producen una modulacion de

la latencia en la percepcion del mismo.

En el centro de la pantalla se presenta una cruz tenue usada como punto de
fijacion. Sobre este se presenta un estimulo brillante (estimulo blanco) que consiste
en un parche gaussiano de configuracién espacial neutra (igual ancho que largo)
con una duracion muy corta (16 ms) y al cual el observador debera responder en el
menor tiempo posible pulsando una tecla. El estimulo blanco, que aparece centrado
en la fovea, esta precedido en todos los casos por una secuencia de movimiento
aparente horizontal, que converge hacia la posicion en que se presentara el
estimulo blanco, generada por tres parches gabor orientados en la direccion del
movimiento (primer horizontal). El tamafio de cada estimulo (sea gabor o
gaussiano) asi como la separacion espacial entre los mismos es de 1.3° de angulo
visual (Fig 1).

Cada estimulo tiene un tiempo de permanencia en pantalla de 16 ms. y la
separacion temporal entre el inicio de un estimulo y el siguiente es de 32 ms. Para
evitar que el observador anticipe su respuesta se afiade al inicio de cada ensayo un
intervalo (tp) cuya duracion varia en forma aleatoria.

Podemos distinguir entonces cuatro intervalos:

t;: desde tp a tp+16 ms

t,: desde tp+48 a tr+64 ms

t3: desde tp+96 a tp+112 ms

t4: desde tp+144 a tp+160 ms

Figura 1. Secuencia de movimiento
aparente (primer horizontal) generada
por un parche gabor que se despliega
en tres posiciones cada vez mas
cercanas al centro del campo
receptivo.

El movimiento aparente converge
hacia el punto de fijaciéon (cruz tenue)
sobre la que se despliega el estimulo
blanco.

Tanto el tamafio de los estimulos
como la distancia entre ellos es de 1.3°
de angulo visual.

El tiempo de permanencia en pantalla
de cada estimulo es de 16 ms. y se
encuentran separados por un intervalo
de 32 ms.




A fin de evitar que los sujetos se anticipen a la aparicién del estimulo usando
como guia el primer horizontal, el estimulo se presenta s6lo en cierto nimero de
ensayos escogidos al azar, en un disefio conocido como “go — no go”. En este
esquema, en algunas ocasiones escogidas en forma estocastica, el estimulo no se
presenta; este es presentado en continuidad con el movimiento aparente del primer,
al suprimirse su despliegue se provoca la sensacion de que el movimiento se
detiene antes de llegar al punto de fijacion, como el estimulo no se presenta el
sujeto no debe responder (no go). Como consecuencia el sujeto no puede utilizar al
primer como guia, debiendo esperar necesariamente la presentacion del estimulo

para responder.



5.2 Experimento 1:

Estudio del TR en funcién del nimero de  primers .

En este experimento comparamos los TR en la deteccion del estimulo cuando

este es precedido ademas por una secuencia de movimiento aparente vertical.

Previo al estimulo y con el fin de producir facilitaciones o supresiones que
alteren el TR, se presentan en forma aleatoria cuatro situaciones experimentales
con: cero, uno, dos o tres parches gabor orientados verticalmente (primer vertical)
(Fig. 2).

Se incluy6é en el experimento una situacion en la que el estimulo sélo es
precedido por el primer horizontal (situacion a), asi en cada experimento obtenemos
la media del TR al estimulo presentado sin perturbaciones. Tomaremos este como
valor de referencia y lo utilizaremos para normalizar los datos de los distintos

experimentos.

El primer vertical consta de las mismas condiciones espacio-temporales que

las definidas para el primer horizontal pero esta rotado 90°.

Para cada experimento se realizaron 200 ensayos, 50 por cada situacion

experimental. Cada sujeto realiz6 un minimo de 4 experimentos.

t1
t2 t2

tl t2 t3 t4 t3 t3 t3

Figura 2. Cuatro situaciones experimentales posibles del experimento 1. El primer horizontal
aparece en todos los ensayos. a) en esta situacion experimental no se presenta el primer vertical
(situacién control), la flecha indica la direccién del movimiento aparente del primer horizontal. b) El

primer vertical consiste en un solo parche gabor que aparece en el instante t;. ¢ y d) El primer

vertical formado por 2 y 3 parches gabor respectivamente genera un movimiento aparente que

converge al centro del campo receptivo. Todos los parches gabor estan orientados en la direccion

del movimiento.




5.3 Experimento 2:

Estudio del TR en funcién de la orientacién del primer .

En el experimento 1 los primers se presentaron con una orientacion espacial
colineal a la direccion del movimiento, el primer horizontal esta compuesto por
parches gabor de orientacidén espacial horizontal y el primer vertical esta compuesto
por parches gabor de orientacion vertical.

En este experimento mantenemos las condiciones del experimento anterior
pero cambiamos la orientacién de los parches gabor que conforman el primer
vertical de modo que esta sea ortogonal a la direccién del movimiento, es decir que
el primer vertical sigue generando una secuencia de movimiento aparente vertical

pero la configuracion espacial de los parches gabor es horizontal (Fig. 3).

Para cada experimento se realizaron 200 ensayos, 50 por cada situacion

experimental. Tres sujetos realizaron este experimento y cada uno lo repitié 4 veces.

Figura 3. Experimento 2. El disefio experimental es analogo al del experimento 1, con la Unica

diferencia que la orientacion espacial de los parches gabor del primer vertical es ortogonal a la

direccion del movimiento aparente, los parches gabor tienen orientacion espacial horizontal.




5.4 Experimento 3:

Estudio del TR en funcién del tiempo y la distancia del primer al estimulo.

En el tercer experimento exploramos sistematicamente la variacion en el
tiempo de reaccion en funcion del tiempo y la distancia que hay entre el estimulo y
un primer vertical compuesto por un solo parche gabor (primer vertical simple). Para
ello hicimos que el primer vertical simple se presentara a tres distancias y tres
tiempos distintos prefijados, componiendo un total de nueve situaciones
experimentales que fueron presentadas al sujeto en forma estocastica (Fig. 4).

Cada observador realiz6 405 ensayos en cada experimento, 45 por cada
situacién experimental. El resto de los parAmetros se mantuvieron igual que en los

experimentos 1y 2.
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las situaciones a, d y g (columna de la izquierda) corresponden a la misma posicion espacial pero en

tres instantes diferentes ty, t, y ta.



6. RESULTADOS

Maiche y colaboradores en sus trabajos con el efecto flash-lag utilizaron
dos objetos en movimiento en direccion de colision. Estos objetos tenian una
configuracion espacial neutra y su movimiento aparente no presentaba
variaciones en los diferentes ensayos, debido a que el objetivo no era estudiar
la incidencia de diferentes estimulos sino la existencia o no de una
modulacion del efecto. Como nuestra intencion es estudiar la influencia que
pueden tener estos estimulos previos introdujimos un primer vertical con cierta

variabilidad controlada.

Al analizar los resultados nos enfrentamos con la dificultad que presenta la
variabilidad intra-sujeto y la variablidad inter-sujeto. Con el fin de que sean
comparables y presentar los datos de modo que permitan realizar un analisis
valido, los datos fueron normalizados hallando el cociente entre el TR de cada
situacion y el valor de referencia de cada experimento. Los valores
presentados en este capitulo no representan el TR en si mismo sino el
cociente entre este y el valor de referencia, de modo que los valores
numericos que se expresen no seran unidades temporales de un sistema

meétrico sino unidades arbitrarias (UA).

Los resultados del experimento 1 se presentan graficados en la figura 5.
Se muestran los resultados de cada sujeto en graficos independientes,
ademas se discrimina el resultado de cada experimento (linea punteada) y el

promedio de los experimentos de cada sujeto (linea roja gruesa).

En todos los graficos se observa un acortamiento en el TR cuando el
primer vertical se compone de un parche gabor, frente a la situacién control.
Este efecto se mantiene para un primer vertical de dos parches y tiende a
disminuir cuando se compone de tres parches, situacién en la que, en

ocasiones, el TR se hace aun mayor que el de la situacién control.
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En una primera mirada los resultados del experimento 2 pueden resultar
similares a los del experimento 1 y en algunos aspectos lo son: Otra vez
observamos variaciones en el TR que depende de la presencia y del niumero de
parches que componen el primer vertical. Pero si observamos los valores con
detenimiento notamos diferencias significativas en los TR de uno y otro
experimento, mientras que en el 1 encontramos variaciones de hasta 14 UA, en

el experimento 2 apenas alcanzan la mitad.

Los experimentos 1 y 2 son muy similares, la Unica diferencia reside en la
configuracion espacial del primer vertical. Mientras que en el primero la
orientacion de los parches gabor que componen el primer esta iso-orientada con
la direccion del movimiento aparente (vertical), en el segundo estos parches
estan orientados ortogonales a dicha direccion (horizontal). A fin de lograr una
comparaciéon entre los resultados de estos experimentos presentamos los
resultados graficos yuxtapuestos.

En la figura 7 se representan los tiempos de reaccion normalizados de las
cuatro situaciones del experimento 1 (color rojo), superpuestas con las cuatro

situaciones analogas del experimento 2 (color negro).
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aparente; sin embargo, el TR vuelve a aumentar cuando el primer vertical se
compone de 3 parches gabor; para este caso el primer vertical se inicia 144 ms

antes de la presentacion del estimulo.

Dadas las diferencias encontradas en funcion del nUmero de parches que
componen el primer vertical, analizamos la influencia que podria tener por
separado cada uno de esos parches. En el experimento 3 exploramos
sistematicamente la variacion en el TR en funcion del tiempo y la distancia que
hay entre el estimulo y el primer vertical simple (compuesto por un solo parche).

En la figura 8 se representan, manteniendo el esquema de la figura 4, los
TR de 6480 ensayos de las nueve situaciones experimentales. Los TR no estan
expresados en valores numéricos sino mediante un codigo de colores cuya
relacion de correspondencia se muestra en la barra vertical de la derecha de la
figura, cada color corresponde a un TR normalizado.

El eje de las ordenadas muestra el tiempo que hay entre la aparicion del
estimulo y el primer vertical simple, de esta manera, un tiempo de 144 ms
representa que el primer se despliega en el tiempo t; (condiciones a, b y ¢ de la
figura 4), un tiempo de 96 ms indica que se despliega en el tiempo t;
(condiciones d, e y f) y un tiempo de 48 ms que se despliega en el tiempo t3
(condiciones g, h e i).

En el eje de las absisas se indica la distancia en grados de angulo visual
entre la posicion del primer y el estimulo. Cada columna se corresponde con una

distancia (representado esqueméaticamente en la parte superior de la figura 8).



Figura 8. Esquema que representa los TR normalizados del experimento 3. Se muestran los
resultados para las 9 situaciones experimentales donde las filas representan el lapso (en ms.)
entre el inicio de la presentacion del primer y el estimulo, y las columnas la posicion del primer
(en grados de angulo visual). EI TR normalizado se expresa con un cédigo de colores en UA

(relacion de correspondencia en la barra vertical de la derecha).

Estos datos muestran la menor latencia de respuesta en la condicion
experimental g y la mayor en la condicion a, con una gama de tiempos
intermedios para el resto de las condiciones. Se observa un aumento en la
latencia de respuesta en las condiciones en que el primer se encuentra
temporalmente alejado del estimulo (condiciones a, b y c). Una apreciacion
significativa es el hecho de que para las condiciones a, b y ¢ el TR esta por
encima del valor de referencia, es decir del tiempo de respuesta a un estimulo
sin perturbaciones que se obtuvo como la media del TR a un estimulo limpio,

libre de primers verticales.




7. DISCUSION

Se han presentado los resultados de experimentos psicofisicos que muestran
gue elementos orientados presentados en posiciones cercanas al estimulo blanco
pueden modificar el TR en respuesta a un estimulo. Dado que el componente motor
del TR puede considerarse como estadisticamente constante y los experimentos no
contienen factores que impliquen decision, asumimos que las diferencias
encontradas se atribuyen al componente perceptual.

Estos resultados indican una fuerte dependencia entre las variables utilizadas en
los experimentos (orientacion, posicion espaciotemporal y dinamica del primer) y el
tiempo de respuesta del observador. Esto plantea dos terrenos de analisis: por un
lado la existencia de elementos facilitadores e inhibitorios que pudieran estar
afectando el TR de los observadores. Por otra parte proporciona un plano de
observacion como para discutir posibles factores atencionales que estén influyendo
enel TR.

Con respecto a los factores atencionales, no es nuestro propdésito intentar
determinar el alcance de los mismos, pero no debemos dejarlos de lado en nuestra
perspectiva de analisis. Al disefiar los experimentos se incorporé un primer
horizontal mediante el cual se busca uniformizar la atencion del sujeto, el objetivo de
este es minimizar el efecto atencional del primer vertical, pero de ningin modo este
hecho nos permite asegurar su anulacion total. Cuando comparamos los
experimentos 1 y 2 vamos todavia mas lejos, al efecto del primer horizontal
sumamos el hecho que los experimentos son casi idénticos, la Unica diferencia es la
orientacion de los parches gabor del primer vertical. Aun considerando que es dificil
descartar todo factor atencional al comparar ambos experimentos y siendo ellos tan
similares, ¢es posible que este factor sea el responsable de la ganancia de latencia
de la curva del experimento 2?, ¢puede este efecto atencional explicar la diferencia
entre la curva roja del experimento 1 (donde el primer esta iso-orientado a la
direccién del movimiento) y la curva negra del experimento 2 (donde la orientacion
del primer es ortogonal a la direccion del movimiento)? Creemos que en este caso el
factor atencional no parece tener la fuerza como para explicar estas diferencias
pero en todo caso no debe escapar a nuestro analisis. Asimismo, en el experimento

3 no parece razonable que las diferentes distancias primer-estimulo que hay en las




9 situaciones experimentales pueda ocasionar por si sola una variacion sistematica
en la atencion capaz de explicar las diferencias en los TR obtenidos.

¢ Seria posible entonces aislar el efecto atencional? Creemos que no, pero al
menos no hay motivo para pensar que puede afectar en forma diferente en una y
otra situacion experimental, dado que, para que asi fuera, deberiamos considerar la
existencia de diferencias a nivel de mecanismos en la atencién capaces de explicar
cada una de las situaciones experimentales planteadas.

Orientamos entonces nuestro analisis hacia los primers como elementos
facilitadores e inhibitorios. Centrandonos nuevamente en el experimento 1, inferimos
gue la disminucion en el TR observada en las situaciones experimentales by ¢ es
atribuible a una disminucién de la latencia en la percepcion del estimulo y este es
percibido mas rapidamente. El siguiente esquema ilustra este fenémeno:

Sin Primer:

Umbral

Respuestanseural

Estimulo

: i
Latencia de percepcion:

Con Primer:

Umbral

Respuestangural

Estimulo

. ; !
Latencia de percepcion’ !
Modulacidn
de latencia



En las situaciones experimentales b y ¢ se observa un acortamiento de la
latencia de percepcion presumiblemente producida por el primer, este originaria un
efecto de pre-activacion de la neurona blanco resultando en una modulacién de la
latencia, inexistente en la situacion a (que no tiene primer). Pero ¢Qué es lo que
sucede entonces con la situacion experimental d?, en esta la modulacion de latencia
en notoriamente menor y sin embargo esta precedida por un primer. ¢como se
podria explicar este resultado?. Quizas la explicacién no esté en una disminucion en
la pre-activacion sino en mecanismos de inhibicién intrinsecos. Volveremos sobre

este punto durante el analisis del experimento 3.

Los resultados del experimento 2 no se asemejan a los del experimento 1 en el
sentido que no es apreciable que exista una evidente modulacién de latencia.
Siendo que la unica diferencia que existe entre ambos experimentos es la
orientacién de los parches gabor que componen el primer, los resultados indican
una fuerte dependencia entre la orientacion del primer y el tiempo de respuesta del
observador. Series y colaboradores encontraron que esta modulacién de latencia
perceptual es muy sensible a la isotropia de orientacion, y depende del angulo entre
la orientacion del elemento y el eje de del movimiento. A medida que el angulo
aumenta, la facilitacion disminuye gradualmente (Series et al., 2002). Esto sugiere
gue estan implicadas unidades altamente sensibles a la orientacion, una propiedad
fundamentalmente expresada por neuronas de la corteza visual primaria (es poco
probable que la retina o el LGN patrticipen, debido a que no son células “orientacion-

selectivas”).

El experimento 3 arroja datos valiosos para un estudio espacial y temporal. Si
analizamos la figura 8 por filas, estamos comparando diferentes configuraciones
espaciales pero en el mismo instante temporal. Asi por ejemplo en la fila inferior,
gue corresponde a un primer que se inicia 48 ms. antes de la presentacién del
estimulo (situaciones experimentales g, h e i), observamos que cuando el primer
aparece en la posicion espacial mas cercana al centro del campo receptivo
(situacién g) es cuando se produce mayor facilitacion, no sélo comparada con h e i

sino con todas las situaciones estudiadas.







Estas relaciones pueden no tener la linealidad con que se expresan, pero
entendemos que el concepto que encierra puede ser procedente; de ser asi la
disminucion de la facilitacion de 1.d podria ser la resultante de la facilitacion
producida por el primer ilustrado en 1.c y la inhibicion del primer ilustrado en 3.c. Es
decir el resultado de dos ondas que compiten: una facilitadora y otra inhibitoria.
Mientras el primer de la situacién 1.c esta generando una onda de facilitacion, esta
compite con una onda de inhibicién en paralelo originada por el primer sefialado en
3.c. Nos preguntamos entonces ¢ es el elemento del primer que aparece en 3.c el
responsable de la inhibiciébn? De ser asi ¢es su condicidon espacial o su condicion
temporal la que tiene la potencialidad de generar este efecto inhibitorio? ¢ podrian
ser ambas?

Resulta claro que en el experimento 1 podemos apreciar un efecto de
facilitacion cuando los primers estan presentes. Esta onda de facilitacion aparece
cuando el primer se compone de un solo parche gabor y también cuando se
compone de dos parches. Si el primer se compone de tres parches conformando un
movimiento aparente hacia el objetivo, la facilitacion se hace menos evidente,
probablemente debido a una onda de inhibicion que se acumula en paralelo.

Retomando el analisis del experimento 3, si observamos la figura 8
centrandonos en las columnas estamos comparando una misma configuracion
espacial en diferentes instantes. En la columna de la izquierda es notorio que cuanto
mas alejado temporalmente esta el primer del estimulo, mayor es la latencia de
respuesta (menor es la facilitacion). En las dos columnas restantes esta situacion
tiende a mantenerse aunque aparece algun conflicto en los resultados
correspondientes a 48 y 96 ms. Nos preguntamos entonces ¢qué mecanismos
pueden dar cuenta de estos resultados?, ¢cudl es el sustrato neuronal que esta
detras de esta pre-activacion?

Comenzamos nuestro andlisis enfocandonos en las conexiones horizontales
y su velocidad de conduccion.

Georges y colaboradores encuentran un efecto maximo de facilitacion con
velocidades entre 50-75 ©°/s haciendo un pico a 64 °/s (Georges et al., 2002).
Chavanne y colaboradores concuerdan en que la velocidad 6ptima es cercana a los
64 ©°/s, que corresponde a una velocidad de conduccion de 0,2 m/s en las

conexiones horizontales (Chavanne et al., 2000).




Pese a que en el experimento 3 el primer vertical estd compuesto por un solo
parche gabor y por si solo no seria capaz de generar un movimiento aparente, el
hecho de que el estimulo se despliegue unos pocos ms. mas tarde y en una
posicidn cercana, es suficiente para crear la ilusién de un movimiento aparente. Esto
nos permite establecer una posible correlacion con la propagacion de la sefial a
través de las conexiones horizontales, llamaremos velocidad supuesta del primer al
cociente entre la distancia del primer al estimulo y el tiempo que transcurre desde
gue se enciende el primer hasta que se enciende el estimulo.

La columna de la izquierda de la figura 8 resulta interesante de analizar
porque los efectos del primer parecen estar expresandose mas solidamente. Esta
columna corresponde a las condiciones donde el primer se presenta espacialmente
cercano al estimulo, es notorio que en esta condicion se magnifica el efecto del
primer, sea este facilitador o inhibitorio. Calculamos entonces la velocidad supuesta
del primer en las situaciones a, d y g:

Situacion a: 2.6°/0.144s = 18.06 °/s
d: 2.6°/0.096s = 27.08 °/s
g: 2.6°/0.048s =54.17 °/s

Al comparar nuestros resultados con los obtenidos por los equipos de
Georges y de Chavane, vemos que existe cierta concordancia: Para la situacion
experimental g, en la que el primer se presenta temporalmente cercano al estimulo,
obtenemos la mayor facilitacion, en esta situacion la velocidad es cercana a la

estimada como 6ptima por los mencionados investigadores.

En la situacion d la facilitacion es menor, es posible que si la velocidad
supuesta del primer es demasiado baja, la sefal facilitadora llegue demasiado
temprano y el efecto de pre-activacion haya comenzado a perderse. En la situacion
a la velocidad supuesta es todavia menor, y no obtenemos facilitacion sino
inhibiciébn. Una posible explicacion de este resultado es que podria estar
desarrollandose una onda inhibitoria en paralelo que sigue a la onda facilitadora.




Veamos un esquema que incluya las velocidades supuestas del primer. Este
esquema no sOlo nos permite realizar comparaciones a tiempos fijos (filas) y
distancias fijas (columnas) sino también comparar qué sucede a una velocidad fija
de 54.17 °/s en la diagonal (situaciones g, e y c¢) mientras varian las condiciones
espaciales y temporales (figura 11).

| ! ! >

Figura 11. Esquema que representa los TR normalizados del experimento 3 a los que se han
agregado la velocidad supuesta del primer calculada como el cociente de la distancia del primer al
estimulo y el tiempo que transcurre desde que se enciende el primer hasta que se enciende el
estimulo.

Estos resultados muestran que aun manteniendo fija la velocidad supuesta
del primer la facilitacion no se mantiene constante, ésta varia con las condiciones
espacio-temporales, haciendo que los TR sean menores cuanto mas cerca del
estimulo esté el primer (espacial y temporalmente), aunque la velocidad supuesta

del primer sea la misma.




En la fila superior, donde el primer se presenta mucho antes que el estimulo,
nunca obtuvimos facilitacion, parece ser que con una distancia temporal tan lejana
(144 ms.) sélo obtenemos inhibicion. Sin embargo a la mayor distancia con la que
hemos trabajado (7.8°) se obtuvo una facilitacion importante en la situacion f, que
luego de la situacion a, es la que presenta mayor facilitacion. La velocidad supuesta
del primer en este caso es de 81.25 /s, una velocidad no muy alejada de la
sefialada como Optima en las mencionadas investigaciones previas.

Series et al., 2002 proponen el siguiente modelo de pre-activacion:

Figura 12. Modelo de facilitacion propuesto Series et al., 2002 mediado por conexiones horizontales
(LH) que ejercen una pre-activacion sobre la neurona blanco haciendo que se acorte latencia de

respuesta de a la sefial FF (conexién vertical) que proviene desde la retina.

En este modelo N células de V1 pertenecientes a distintas hipercolumnas
(misma preferencia de orientacion y campos receptivos que no se superponen)
interactian a través de conexiones horizontales (conexiones LH) de lenta velocidad
de propagacion. Cuando una célula cruza el umbral emite una sefial LH que alcanza

el soma de la neurona blanco pos-sinaptica, luego de una demora igual al cociente
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8. CONCLUSIONES

Hemos presentado experimentos psicofisicos que confirman que el tiempo de
reaccion a un objetivo que aparece en el centro del campo receptivo, puede ser
influenciado por la presencia de un estimulo previo (primer) que se dirige en
movimiento aparente hacia el objetivo.

Este primer modifica el tiempo de reaccion al estimulo blanco,
presumiblemente realizando una pre-activacion desde areas vecinas. Esta
modificaria la latencia de percepcion causando una variacion apreciable en el
tiempo de reaccion.

La modificacion de la latencia de percepcion es sensible a la orientacion del
primer, haciéndose mas fuerte cuando esta iso-orientado al eje del movimiento y
disminuyendo drasticamente cuando es ortogonal a él. Esta modulacién de la
latencia puede obtenerse no sdlo con un primer que se desplaza en movimiento
aparente hacia el objetivo sino también con un primer inmoévil que se presenta
cercano a la posicion del objetivo.

Los primers que provocaron mayores facilitaciones tienen un
desplazamiento aparente alineado con las velocidades de propagacion en las
conexiones horizontales descritas en investigaciones previas, y los resultados
obtenidos son consistentes con la dinamica de la corteza visual primaria y la
participacion de las conexiones horizontales.

En este trabajo hemos encontrado que el primer puede modular esta latencia
de percepcion reduciéndola pero también dilatandola, actuando como elemento
facilitador o inhibidor, dependiendo de la ventana espacio-temporal respecto del
estimulo blanco. Los primers que han provocado mayor efecto, sea este facilitador o
inhibitorio son los que se presentan espacialmente cercanos al objetivo. Cuando
estos se presentan temporalmente cercanos su efecto es notoriamente facilitador,
en cambio, cuando se presentan temporalmente alejados del objetivo su efecto es

inhibitorio.

Nuestros resultados confirman la existencia de una onda de facilitacion que
podria tener un rol en la percepcién del movimiento. Esta facilitacion tiene su efecto

maximo en una determinada ventana temporal y espacial. También muestran que




esta onda de facilitacion es seguida por un efecto de inhibicion. Proponemos que
una onda de inhibicion en paralelo originada por los mismos primers es la que

provoca una dilatacion de la latencia de percepcion.

En Resumen, podemos apreciar claramente una disminucion en el TR
cuando los primers estan presentes, esta disminucién seria ocasionada por una
modulacion de la latencia de percepcion. Una onda de facilitacion proveniente desde
areas vecinas, que causa una pre-activacion sobre la neurona blanco, podria ser el
mecanismo que explica esta modulacion de latencia. Esta onda de facilitacion es
seguida por una onda de inhibiciéon que se acumula en paralelo.

Las conexiones horizontales de largo alcance en V1 podrian dar el sustrato
neural para este mecanismo. Proponemos que las interacciones dinamicas en V1,
entre las sefiales que se propagan a través de las conexiones horizontales y
verticales pueden dar cuenta de las modulaciones en la latencia de respuesta
encontradas en nuestros experimentos, y explicar su relacion con la configuracion

espaciotemporal de los estimulos previos.
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