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  Poverty in Colombia denotes the serious problem of inequality distribution of income, characterized by some of the most terrible poverty statistics in Latin America. For this reason, the Colombian government and the private organizations especially the economic ones, both have been working in reducing the poverty problem, by the introducing of charity programs with poor outcomes that become superficial solutions, due to the effects on the economy of social, political and economic events throughout the history of the country, and the effect of armed conflict, that do not allow them to advance in the results.


  Moreover, the poverty in Colombia has been determinate lack of human basic necessities, which are demonstrate in a lot of problems such as illiteracy, malnutrition, short time of life, bad mother’s health and sufferings for diseases that could be easily treated. This type of approach is called: “the human poverty”, which focus in what the people can or cannot do, but does not focus in what the people have or do not have.


  An indirect way of measuring it is through the access to goods, services and infrastructure such as: energy, education, communications, drinkable water, among others, that are necessary for the human beings to develop their selves properly, and in the same way their basic capacities. The different quantities of goods and services that poor people have and the access they have to them, allows to determinate in which level of poverty they are; the problem with this approach takes root in determining what type of goods and services must be selected, however, the determination of this type of necessities, gives a good idea of their scant resources, which place them in this situation of severe income disparities and inadequate social services.


  Organizations such as the World Bank estimates that 65% of the population, live below the poverty line and rural poverty is especially acute and serious. The rural workers in Colombia are estimated in the poverty rate in 80%, of which 42% is considered extreme. In addition, only 15% of rural dwellers have access to telephone services, 62% to drinkable water, and 32% to sewage treatment services.


  Other organizations such as the Latin American Center of Rural Development had concluded that 8 of the 11 countries (Bolivia, Brazil, Chile, Colombia, Ecuador, El Salvador, Guatemala, Honduras, México, Nicaragua y Peru) included in their projects, have poverty mapping activities of one or other form, but, who has one of the most highest poverty mapping activities is Colombia.


  The information before, gives an idea of the Colombians poor conditions that are worst in rural areas by a 15% illiteracy rate. World Bank studies also show, that Colombia will require an important economic growth of 4% through 2010 to reduce poverty to the levels recorded in 1995. This is especially challenging considering that the Uribe’s Government has reduced fiscal spending and that foreign direct investment in 2002 has diminished under $2 billion, a melt off of about a half compared with middle 1990s.


  Moreover, lack of state presence in strategic places of the country, has allowed illegal narcotics production and armed, drug-dealing, and terrorist organizations which try to prevent and to end the conflict, but they can´t. While Colombia’s illegal armed groups have been weakened, their presence and ability to inflict violence against the state and civilians continues.


  There are different methods to measure the level of poverty in the world, but this one is measure in Colombia by a common method based on incomes or consumption levels. A person is considered poor if his or her consumption or income level, falls below some minimum level necessary to meet basic needs. This minimum level is usually called the “poverty line”, that vary in time and place, and each country uses lines which are appropriate to its level of development, societal norms and values. Most people in Colombia, lives below the poverty line because they don’t have how to satisfy their basic needs varies.


  This kind of information on consumption and income, is obtained through sample surveys, with which households are asked to answer some questions about their spending habits and sources of income. Such surveys are conducted regularly in Colombia, because these sample survey data collection methods allows government to understand the people situation by asking them which their basic needs are and what poverty means for them and in this way, create new programmes to solve their well – development problems.


  There is another method to measure the poverty level, by looking the Human Development Index created by the United Nations Development Programme - UNDP. The Human Development Index is defined as the arithmetical average of the achievements of a country in three basic dimensions of the human development: longevity (life expectancy), level of education: rate of literacy of the adult population, combined with the rate of matriculation in the elementary, secondary and tertiary education and standard of living. The Human Development index, vary from zero (0) to one (1).
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  Map of Colombia Human Development Index. The map shows Human Development Index in Colombia in 1999. In different greens it explain the poverty degree of the departments in Colombia. Near 0: Lower Human Development Near 1: Higher Human Development Provided by: http://earthtrends.wri.org/povlinks/country/colombia.php


  The human development index trends tell an important story in that respect. Between 1980 and 2007 Colombia’s HDI rose by 0.59% annually from 0.688 to 0.807 today. HDI scores in all regions have increased progressively over the years, although all have experienced periods of slower growth or even reversals.
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  HDI Trends. Source: Indicator table G of the Human Development Expert 2009, http://hdr.undp.org/en/statistics/


  This year’s HDI, which refers to 2007, highlights the very large gaps in well-being and life chances that continue to divide our increasingly interconnected world. The HDI for Colombia is 0.807, which gives the country a rank of 77th out of 182 countries with data.
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  Source: http://hdr.undp.org/en/statistics/


  The figure below illustrates that countries on the same level of HDI can have very different levels of income or that countries with similar levels of income can have very different HDIs.The human development index gives a more complete picture than income.


  By looking at some of the most fundamental aspects of people’s lives and opportunities the HDI provides a much more complete picture of a country’s development than other indicators, such as GDP per capita, Table 1.


  Economic Solutions for Poverty in Colombia


  The reduction of the poverty is the fundamental task with which the world community meets confronted, and there is an important debate around the policies that might help to reach this purpose and the way in which the financial international institutions might endorse the companies. The poverty can be reduce stimulating the growth of the GDP per capita, increasing the whole resources the population can have, and increasing the percentage of these resources that goes to the poorest sectors. In this way, the economic growth can be stimulated through government policies directed to promote the macroeconomic stability such as: low and stale rates of inflation, limited deficit budget and a viable foreign debt. Also, the opening to international trades, the education and the empire of the law, could act as stability policies to increase the Colombian GDP per capita.

  International and regional organizations are worried about the poverty rates in Latin America but especially in Colombia. All of them try to give their best in the war against poverty.


  The CEPAL gives services of researching, studying and other activities of support, promotes the economic and social development through cooperation and the integration to regional and subregional level. In addition, interprets and spreads information relative to the economic and social development of the region, gives services of advice to the governments by request of these and plans. The CEPAl had been organizating and executing programs of technical cooperation in Colombia.


  Table 1. Source: http://hdr.undp.org/en/statistics/
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  The Inter – American Development Bank IDB by his Social Policy Monitoring Network had been improving the ability of Latin American and Caribbean countries to evaluate the impact of social policies and to improve the design of policies in social areas. By joining experts and regional researchers interested in evaluation and policymakers from social ministries and agencies, the network focus on:


  - Promoting the value of evaluation.

  - Expanding the understanding of the effects of social policies.

  - Building technical capacity to evaluate and design social policy.


  The Organization of American States OAS had been working on regional cooperation and advancing in common interests, through multilateral dialogue forums. The OAS have diverse units and departments which deals with issues such as: inequality, education and culture.


  The World Bank Group WBG had been providing loans, policy advice, technical assistance and knowledge sharing services to low and middle income countries like Colombia, to reduce poverty. It is consider the world’s largest external source of funding for education programs.


  Multilateral assistance to Colombia from the World Bank, Inter-American Development Bank, the European Union, United Nations agencies, the Andean Development Corporation and others, totaled $49.9 million in 2002. Other bilateral development assistance to Colombia reached roughly $65 million in 2002 with Germany, Spain, and the Netherlands the most significant contributors.


  The USAID Program had been creating economic opportunities and providing assistance to the internally displaced. USAID’s strategy in Colombia, supports President Uribe’s Democratic Security Policy, which consolidate the rule of law and defend and strengthen democratic institutions throughout the country.


  The USAID program has three objectives:


  1. Stem the flow of illegal by encouraging small producers to join the legal economy through licit economic activities and infrastructure projects.

  2. Promote more participatory, responsive, and accountable democracy

  3. Relieve the plight of Colombian refugees.


  Colombia’s government had announced a new plan to address economic suffering in a country where nearly 50% of the population live below the poverty line. Since President Alvaro Uribe Velez took office in 2002, he has worked to establish state control throughout the country, increase the level of the Colombian economy, and fight against corruption. Colombia’s ranking in the Transparency International Corruption index improved 17% between 2000 and 2003, the highest among the more than 40 medium and low-income countries.


  The Government of Colombia have been working with the USAID Program in the management of a $45 million fund created by the Enterprise for the Americas, that forgives foreign debt in exchange for environmental and child protection initiatives. Also, promotes democracy, conflict prevention and humanitarian assistance through health programs.


  The Director of the National Planning, Carolina Renteria, said that they will work with international organizations to focus on the challenge by introducing a specific plan against poverty. The goal is to reduce the rate of people living below the poverty line from 50% to 39% y 2010, and those living in extreme poverty from 14.7% to 8% by that same year.


  “The government’s principal objectives will be to construct an economic, social and institutional strategy that applies the majority of the labour force as the principal engine for economic growth and equality”


  On the base of comparative studies of diverse countries, it is known today that the economic growth is linked to the improvement of the indicators of the well-being. The compilations of information that have been carried out to remedy this deficiency, might contribute in an important way to our knowledge of the links among the macroeconomic policies and the reduction of the poverty.


  In this framework, it is important to focus strategies on enhancing quality of life for people through the relationship between government and rural vulnerable areas of the country, by the introducing of public services such as drinkable water, healthiness, garbage collection and management, and so one; in order to break the geographic limits, because the ones who really need governmental investment, are the ones who are the most unprotected.


  On the way of solving this issue, an excellent idea should be, opening sme’s to national strategic programs, to help them to be able to answer the necessities of the poorest countries, in their requirement of preventing people from diseases, which could damage health care of the poor people as a consequence of environmental contamination; through the strengthening support to sme’s, providing easier credits by Colombian banks who should grant low credit rates, long time for credit payment and flexible requirements.


  In consequence the results of this strategies would develop in a new economic driving force, that would generate: more opportunities of employment, new entrepreneurs, new business, promote strength economic sectors which could be more competitive for stimulating the productivity.


  Likewise, the environmental conditions have an incidence in the society’s poverty, due to the negative environmental impacts such as: climate changes, earthquakes, between others. In consequence, the study of the relationship between environment and poverty, results to be an important affair.


  Environment and the influence of the poverty


  The deep analysis of the conditions that somehow, influence the deterioration of the environment, extracts afloat the indexes of poverty of the environment, as a factor of risk for the implementation of the healthy politics for the sustainable development in the processes of production.


  It is an integral responsibility, to show to the community that the industrialization can be met in harmony on the education, the health, the safety and the environment to achieve the sustainable development understood as, the one that leads to the economic development, to increase of the quality of life and to the social well-being, without exhausting the base of the natural resources in which it is sustained, not spoiling the environment or the right of the future generations to use it for the satisfaction of their own needs.


  So that, encouraging measurements to a business ethical spirit, where there is awaited a major efficiency of the industrial processes, the organization of preventive strategies, the incorporation of technologies and clean procedures of production along the cycle of life of the product, so that they diminish to the minimum or the avoided wastes, reducing in the same way, the negative consequences in the utilization of the resources and the environment. Consequently, it is achieved to control somehow the conditions of poverty which concerns to the countries in process of development.


  The humanity already cannot survive without the technical skills. The technology can lead to fatal consequences like ecological deterioration and the exhaustion of natural resources. The commerce and the industry, included the transnational companies, perform a crucial function in the economic models that prevail in countries such as Colombia.


  Many of the businessmen work in a slightly responsible way because of the laxity in the procedure and the lack of institutional serious and deep criteria. It is possible to say that such circumstances are ideal in order to prosper business slightly ethical conducts. It makes furthermore, necessary a regime of stable policies that stimulates the commerce and a few forms of functioning responsible for the industry.


  The decentralization of industries that is equivalent to the location of the processes of higher risk out of the borders of the industrialized countries, they are typical of the processes of globalization that are lived nowadays. The industrialization of the rural spaces, the pressure on new fountains of natural resources (Ex; waters), as well as the new location of the companies will be depending less by the distance and more of the scanty resources as water, energy, among others.


  That is, the goals in relation to the policy of management of the solid residues, must reflect the practice of cleaner production that allows a sustainable development assuring the environmental cleaning, actions that are not exploited or apply under a scheme constructed in different companies and institutions. It has been determined that the technological development, can be one of the strategies used to attack the levels of poverty of a community, in the sense that will generate sources to work on and simultaneously work of good quality, with exigency of the current world to answer to the conditions of the globalization.


  It wants to begin to compete with quality and efficiency on the common markets and there has been verified that it is better to offer productions that are amicable to the environment, which they are profitable and which avoid subsequent expenses of recovery of fundamental elements for the quality of life, such as the health, the healthy environment, the control of the pollution and other conditions of deterioration that are of difficult managing once they have taken place.


  According to new technologies, they has been developing diverse researches in the area of physical and biological treatment. For the first case, it arranges with diverse techniques of treatment for the obtaining material that can change to solid with a minimal addition of constituent others. For the biological treatment, there are investigations about the biological valuation, biodegradation compounds of organochlorine, such as the lindane, DDT and 4, 5, 6 - trichlorofenol, across microorganisms that have capacity of being biodegraded.


  In the most hygienic national center of production (Costa Rica) it has been found that the evaluations in plant are perform in the industrial installations in order to identify options of cleaner production clean and to promote this strategy and the minimization of wastes in the companies. The companies will be able to see their saving and to improve in efficiency to be more competitive and sustainable, with a vision to the future. The commitment of the company is necessary through the management office by policies of reduction of the pollution, the assignment of people who can observe and share their results.


  From the contribution that is expected from the industry in any level, it is necessary to teach the managing of cleaner production, which assures environments, and then this method is based on the process evaluation that involve 5 stages:


  -Stage 1. To recognize the need to prevent the pollution, using cleaner production.

  -Stage 2. Planning and organization: To obtain commitment of the management. To establish the organization of the evaluation. To propose general objectives. To overcome barriers. To initiate preliminary study.

  -Stage 3. Evaluation: Information of company and her processes. Flows of materials, waste and emissions. (Teams work). To generate options of cleaner production.

  -Stage 4. Analysis of feasibility: Technical evaluation. Economic evaluation. Environmental

  evaluation. Selection of options.

  -Stage 5. Implementation: Fund raising.


  Installation of equipment. Monitoring and evaluation of results. Adjustment of the project.

  Planning new projects. It is a constant strategy inside the companies, that new productive processes that could be optimize, appear after the implementation of new opportunities.


  As the technological development has advanced in the managing of dangerous residues and there have been introduced laws that prohibit the unload of toxic or dangerous pollutants to the environment, the managing of dangerous residues a significant cost has acquired for the industry in the developed countries. This factor, besides the fact of which the industry meets, increasingly, obliged to preserve the natural resources and the energy, it is promoting the creation of industrial alternative technologies for the reduction of generation of residues.


  Since 70’s it is observe that the development of the technology of minimization of industrial residues, advances and spreads in the current decade. The minimization of residues is achieved across the optimization of the industrial processes and of the recycling of the generated residues.


  The recycling can be executed inside the same industrial plant or out of her depending on the utility that could be give to the residues. The recycling of solid and liquid residues can be perform directly or after an intermediate treatment. Examples of this are the reuse of the liquors of chrome in the tanneries with a simple interval sifted interval (6), and the recovery of heavy metals of the worn-out baths of end of metals, through the rainfall and separation of the precipitate. (10)


  In Colombia to face the problematic, there have been adopted governmental strategies (DAMA. Ministry of Environment) with programs of environmental health and normalizations related to the managing of residues or wastes in order to manage the goal of controlling the industrial residues in sure form allowing the industrial development in harmony with the environment. (4)


  The criterion of cleaner production, as a way towards the sustainability of the companies, could not be reduce to the hard technologies, but it must include all the administrative and organizational strategies of the companies. It is not possible to speak about cleaner production in companies where an inhuman exploitation of the workforce and where there are no criterions of equity for with the workers. Equally, it is necessary that the employers could take voluntary, not coercive initiatives, for which they promote and apply self-controls and assume major responsibilities. In order to try to take care of the repercussions of their activities in the human health and the environment.


  Precisely, like response to all this problematic, arises the system of environmental management that involves the creation of a space, which the objects of physical study natural and socio -cultural must be approached in a joint way and must explain in an analytically way the environmental phenomena with sufficient conceptualizations for the capture of decisions of management and to answer to such aims as the prediction, prevention, mitigation and compensation of the impacts on the environment, the frame of the sustainable development.


  The environmental coherent management, arises of an operative way and in permanent process of improvement, to be supported in a set of principles that guides it in a solid way, they are:


  Responsibility


  This principle gives response to the need of a sustainable development. The present generations are persons in charge of delivering a world to the future generations where there is possible the existence of a global ecosystem with levels supported of biodiversity, a human existence with increasing levels of public health, the development of the economic activities and the capital of both physical and biological resources that is characterized by the richness and variety of options.


  Integral


  The environmental planning deals with the interrelationships between a human given activity and the environment. Therefore it studies the physical, biological and social components of such interrelationships, understanding that only bearing in mind the contribution of several branches of the knowledge, it can come near to the conception of the environment as the quite unified one.


  Quantification


  One of the purposes of the environmental management in all that disciplines in process of development is the quantification of the entities with which it works and which train the object of study.


  Applicability


  The purpose of the environmental management is the managing of the environmental impacts in a few given conditions; therefore the acquisition of information, the conception and accomplishment of the studies, the selection of criteria for the evaluation, must be guided by the applicability of the results.


  Optimization


  Realizing any activity of the environmental management, this one must be carried out bearing in mind that designing is optimizing, and therefore the effort of conceptualization to must remove up to the point where not only one solution is proposed, but this one must be ideal from the optics of some criterion.


  Aims of a system of environmental management -To orientate the diagnosis of the environmental current situation of a certain area and to identify projects of management with action strategies to face the identified problematic.


  -To qualify the community leaders and civil servants of institutions in the program of

  Environmental Education.

  -To define the mechanisms for conciliation and coordination of own actions of the Program of Environmental Education among the community and the public and private organizations.

  -To stimulate the coordination and interinstitutional cooperation.

  -To guarantee the community participation. (3)


  In order to overcome the negative impacts of the environmental contamination, exists an instrument which is considered as the most helpful to change people’s attitude, in their necessity of managing the self-care culture and furthermore try to avoid the contamination to the environment. This strategy is the education.


  The interest of this document revolved around the ways for teaching the SME’s in the adequate management of the waste materials through education, by giving to businessmen innovative strategies and processes to manage them, and to help them understanding their importance in the reduction of poverty and respect for the nature.


  Education solutions for poverty in Colombia


  In the work of the German philosopher Sloterdijk, P. (2005), the life develops since different aspects, and what it defines to the modernity, is the joint faint of poverty and reality. In his book “You””Foam”the author describes the process of the modernity as a process of anti gravitation, it is said to the technical inventions that they allow to the men to conquer the space and to fly in the air, but, in a more general way, expresses that: “the life has lost much of his gravity - what means both his load of poverty, pain or hardness and his load of ontological reality “. Vasquez (2008).


  Our “opulent society”is definitively liberated of what the author calls “the definitions of the reality formulated by the ontology of the poverty “, we stick to the formulae and express the absence of misery and the gravit absence in these two languages.”This means that the social recovery of nowadays just can mean or the hypocritical attempt of masking the reality of the abundance or the desire of more abundance “. Vasquez, (2008)


  From the epistemology and the sociology the topic in question, it is acquired a specific connotation, which expresses for a sharp crisis of the current society, characterized by poles and interests significantly objected in the social thing, economic and environmental politician; community devoid of unit of thought, in what to the entity of the ethical thing - moral and ontological, it refers; lack, which has turned her, in a theoretical place of discussion, between connoted thinkers and, nevertheless the developments reached as for the concretion of conceptual benevolent positions with the nature, still ways of learning are absent for crossing in the set of nations that shape the terrestrial globe.


  Partly, the raised problem, it is a product of the “process cultural associate” that corresponded to us to live and referred in the middle of the 19th century based on the secularism, which it orientates to the modernity, influenced by the ideas of freedom and progress of the French illuminists, with the denial of the wisdom and divine origin of the creation, devoid of values, virtues and humanitarian attitudes with live naturally and socially. Ideal stage for the development of the following perverse attitude, with serious consequences and repercussions for the present and future generations; “The Man has the reason and is the owner of the world”, and “The Man supported by the technology and the technology is self-sufficient”.


  So, the instrumental rationalism, in term of efficiency, efficacy and become effective to obtain the awaited results, bosses and legal procedures of behavior, utilitarian in the economic, commanding of the capitalist system, with ends and a half of reproduction accelerated, is constituted in the paradigm that guides the conduct of the communities; without warning the serious consequences that would have, for the development of the life, the ignorance and the indiscriminate use of the manners, methods of production and intensive reproduction of the capital; in detriment and degradation of the right to the life, of a set of alive beings, who inhabit and share the ecosystem.


  One denies the natural and social right, of enjoying a physical environment - nicely and healthily for the delight and well-being of the Man. This position is validated by the positivism, conception that it considers: “that so much the human beings”, since “not human beings”, they are only objects, things that produces quantity and, therefore, this way they must be treated. In addition, it favored, the model of economic growth, where the model of development is absent sustainable, that agency the well-being and the happiness of the social group.


  The vision of the problem is critical and significant simultaneously, for his scopes and transcendence opposite to the observed reality. Present is had that the ecosystem, beside he constitutes, according to his logical and natural order, the biological the physical and chemistry, is a social category, recreated artistically with wisdom, with solid foundations, own (proper) values, knowledge, attitudes and manners of behaving, to take place(be produced) and to be reproduced; in the area of a non-existent rationality cultural associate and politics(policy), which precisely for his significance and significance (meaning) will allow that of his observation and comprehension, educations and learning could be extracted of and for the life.


  The union between physical and social space, has limited herself to establishing standards extracted from the economic and technological politics (policy) of environmental universal, national and regional managing, leaving of side the social conflict of the country, in the area of the political thing, which is where the problem is located; managing and exploitation (development) of natural resources, including minerals, petroleum wells and other resources of potential ecological and economic high place; are observed strategic regions surrounded by suburbs of extreme poverty.


  There is demonstrated, that the environmental problem more that to be a problem of to know ecologically, it is an epistemology and sociological problem, that it concerns, undoubtedly, the set of fields of the knowledge; in economy, there is demonstrated the disability of the analysis to visualize the problem of the cost of the externalities, or external positive or negative effects, depending on the interdependence and their areas of action, provided that the problem is not an exclusive matter of market and of prices, in addition because it is a question of a “giant without control”, with the highest economic activity impossible to measure in his effects and consequences, as well as in his prevention.


  There competes(stations) to a rationality environmental, cultural associate, organic, spatial significant in the context of the development sustainable, with values, social and political processes, which exceed the current structures and integrate to know of interdisciplinary form, to re-elaborate the conceptual frames, categories and procedural and methodological instruments, which allow the construction and integration of the knowledge, in favor of ecological attitudes, change transformer that generates conscience of the auto care and the auto management in the area of the biological and cultural biodiversity, we must construct culture, educate and demonstrate that it is only by means of the human intervention that is achieved to respect inhabit.  It is required to work to offer that they should include public politics of environmental democratization.


  The base is the “productive rationality been founded on the socialization of the natural and cultural means of production “Leff 1998:340.


  Education is and will always be a key factor in the success of people from all backgrounds. It provides children with greater opportunities and offers a better perspective on life. Most importantly, it can be the breaking point out of the poverty cycle which affects hundreds of families in Latin America and around the world. A poor person with a good education has the opportunities to escape from poverty in ways that an uneducated person can never hope for. Education is the solution for many social problems and increased education has even been shown to decrease delinquency and violence.
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  Resumen


  La amibiasis es una infección causada por el parásito E. histolytica, que tiene alta incidencia en países en vía de desarrollo. En los últimos años se ha estudiado el papel de las células Treg en varias enfermedades parasitarias, que pueden llegar a tener efectos benéficos o perjudiciales. El objetivo central de este proyecto fue investigar la participación de las células Treg en un fenómeno de inmunosupresión observada previamente en un modelo murino de amibiasis intestinal. Para ello se estudió el comportamiento poblacional de las células Treg a diferentes periodos post-infección. Sin embargo, los resultados obtenidos perecen sugerir que las células Treg no participan en este fenómeno de inmunosupresión.


  Palabras clave: amibiasis, células Treg, Entamoeba histolytica, esplenocitos trofozoítos.


  Abstract


  Analysis of the population of Foxp3 regulatory T cells in the murine model of intestinal amebiasis


  Amebiasis is a parasitic infection caused by E. histolytica, its incidence is higher in developing countries. Recently we have studied the role of Treg cells in several parasitic diseases, which can have beneficial or harmful. The goal of this project was to investigate the role of Treg cells in an immunosuppressive phenomenon previously observed on mouse model of intestinal amoebiasis. Thus, the behavior of Treg population cells was studied at different periods post-infection. However, the results suggest that Treg cells are not involved in this phenomenon of immunosuppression.


  Keywords: amebiasis, Treg cells, Entamoeba histolytica, splenocytes trophozoites.


  Introducción


  El parásito protozoario Entamoeba histolytica es el agente causante de la disentería amibiana y el absceso hepático amibiano, que genera más de 40 millones de casos de diarrea en el mundo, y junto con el absceso hepático son responsables de 50.000 muertes anuales, siendo la tercera causa de muerte por parásitos (1). Aunque la infección aguda con E. histolytica induce una respuesta inmune en el hospedero, en muchas ocasiones la invasión de tejido por este parásito está asociada con supresión de la inmunidad mediada por células T (2).


  La mayoría de los estudios sobre inmunidad contra la amibiasis se han realizado en modelos experimentales en roedores. En dichos modelos también se ha demostrado que la anergia de células T, en términos de capacidad proliferativa, acompaña la invasión del hígado y la infección intestinal por amibas. Estudios realizados para evaluar la respuesta inmune en un modelo de amibiasis intestinal en ratones C3H/HeJ, el mejor conocido hasta ahora y el único susceptible a la infección, demostró que la inoculación de trofozoítos en el ciego de los animales y el establecimiento de la infección, cursó con una depresión cíclica de la íntesis de ADN cuando los linfocitos de bazo fueron estimulados con Concanavalina A (mitógeno de células T), PWM (de células T y B) y extracto crudo de amiba (3). La supresión se observó en ciclos de 10 a 20 días durante los dos meses de seguimiento y se asoció con un defecto en la transducción de señales en los linfocitos. El mismo fenómeno se observó cuando se evaluó la respuesta de hipersensibilidad de tipo-retardada en dichos ratones infectados (4).


  Es reciente el interés por las células T reguladoras (Treg), antes llamadas células T supresoras. Los primeros estudios fueron realizados por Sakaguchi y colaboradores, y observaron que las células Treg eran esenciales en la homeostasis del sistema inmune. Las células T reguladoras comprende de 5-10% de las células CD4+ periféricas (5-7) y su función principal es controlar la respuesta inmune por medio de la supresión de la proliferación, evitando así el daño colateral del tejido por la misma respuesta.


  La inducción de la respuesta regulatoria es una estrategia común usada por el parásito y normalmente se asocia con la terminación de la respuesta inmune efectora del huésped (8). En recientes estudios se ha observado que las células Treg son perjudiciales en Malaria donde éstas regulan la respuesta inmune efectora permitiendo la expansión incontrolada del parásito, induciendo la muerte del huésped (9).


  Por otro lado, las células Treg pueden actuar como benéficas en otras parasitosis como los causantes de las enfermedades de Esquistosomiasis y Leishmaniasis (Leishmania amazonensis), debido a que estas células controlan la inmunopatología a través de la producción de la IL-10. (10-13).


  El objetivo central de este proyecto fue investigar la participación de las células Treg en un fenómeno de inmunosupresión observado previamente en un modelo murino de amibiasis intestinal. Para ello, se estudió el comportamiento poblacional de las células Treg a diferentes periodos post-infección, comparado con el de células obtenidas de animales no infectados.


  Materiales y métodos


  Cultivo y cosecha de trofozoítos de Entamoeba histolytica. Trofozoítos axénicos de la cepa HM- 1:IMSS recién obtenidos de hígado de hámster para incrementar su virulencia. Se cultivaron a 37°C en TYI-33 suplementado con 10% de suero bovino adulto, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/mL de sulfato de estreptomicina.


  Preparación de antígeno amibiano total. Los trofozoítos cultivados se lavaron tres veces con PBS 1X en condiciones estériles. El pellet resultante, de la última centrifugación, se subdividió en tubos de 1,5 mL que se mantuvieron a -20°C hasta su uso.


  El modelo murino de amibiasis intestinal. Se utilizaron ratones singénicos C3H/HEJ, hembras de 4-6 semanas de edad, obtenidos de la colonia mantenida en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Autónoma de México.


  Inoculación intracecal de trofozoítos de Entamoeba histolytica. El diseño experimental se basó en 9 grupos, cada uno de 6 ratones, de los cuales 4 fueron infectados con trofozoítos y 2 inyectados con PBS 1X (controles). Los ratones de cada grupo se mantuvieron en jaulas separadas; el sacrificio se llevó a cabo a los 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 y 60 días post-infección.


  Extracción de células de bazo, de ganglios mesentéricos y de placas de peyer. Las células extraídas se lavaron tres veces con medio de cultivo y se determinó su índice de viabilidad en una cámara de Newbauer utilizando azul de tripano, para ajustar la densidad a 5x105 células en 100 μL de medio.


  Marcación de los linfocitos con CFDASE (carboxifluo-ceindiacetato). Se tomaron 2x106 células de cada órgano y se lavaron dos veces con PBS, se resuspendieron en 500 μL de PBS para luego agregar 500 μL de una solución 2 μM de CFDASE (INVITROGEN Cell Trace CFSE Cell proliferation kit for flow citometry C34554), lo que resultó en una dilución final de 1 μM.


  Ensayo de proliferación celular. Para los ensayos de proliferación celular se utilizaron placas para ELISA de 96 pozos, se colocaron en cada pozo 5x105 células fueron estimuladas con 1 μg concanavalina A (SIGMA C-2010) o con 50 μg de antígeno amibiano total. Otras células no fueron estimuladas y se utilizaron como control. Todos los ensayos se incubaron a 37°C en una atmósfera con 5% de CO2 durante 72 horas.


  Marcaje de las células treg. Se utilizó un kit para identificar células Treg basado en la detección de los marcadores celulares CD4, CD25 y Foxp3 (e-Bioscience, Mouse Regulatory T cell Staining Kit # 3, Cat. 88-8115). Para ello, se tomaron 3x106 células de cada órgano: células de bazo, placas de Peyer y ganglios mesentéricos, se incubaron con anticuerpos marcados con distintos fluorocromos: IgG anti-CD4 FITC (Cat. 11- 0042) dilución 1/100 y IgG anti-CD25 PE (Cat.12-0251) dilución 1/200 y IgG anti-Foxp3 PECy5 (Cat.15-5773) dilución 1/50. Se almacenaron a 4°C hasta ser leídas en el citofluorómetro, Figura 1.


  Citofluorometría. El citófluorómetro que se utilizó fue un FACScalibur de Becton Dickinson. Los datos obtenidos se analizaron con el software Winmdi 2.9, se tuvo en cuenta el porcentaje total de células Foxp3+, células CD4+CD25+Foxp3+ y células CD4+CD25-Foxp3+ presentes en los diferentes órganos linfoides secundarios, y el índice de proliferación de los ratones en los diferentes tiempos post-infección, en comparación con los grupos de ratones no infectados,
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  Figura 1. Análisis de poblaciones de células Treg. Nota: R1 es la población total de linfocitos, a partir de ésta región se realizó otro dot plot y se ubicó R2 que son los linfocitos que son dobles positivas para CD4 y CD25 y R3 los linfocitos que son sólo CD4. A partir de estas regiones se realizaron histogramas para saber qué porcentaje de estas células eran Foxp3.


  Resultados


  Implementación del modelo murino de amibiasis intestinal. Los grupos de ratones

  singénicos C3H/HeJ, hembras de 4-6 semanas de edad, que fueron inoculados intracecalmente con 1x106 trofozoítos de E. histolytica mostraron una supervivencia >95% en todos los tiempos experimentales: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 y 60 días postinfección. El diagnóstico de amibiasis intestinal se llevó a cabo por observaciones macroscópicas de los ciegos y basados en estudios anteriores que demuestran que más del 90% de los ratones suelen infectarse presentando una colitis activa, a diferencia de los ratones no infectados.


  Ensayos de proliferación linfocitaria en ratones infectados y no infectados. Para realizar los ensayos de proliferación se decidió probar el método de captación de un compuesto fluorescente (CFDASE: carboxifluoresceindiacetato), que se evalúa por medio de un citofluorómetro. El principio del método se basa en la captación celular del colorante por difusión pasiva, el cual al llegar al citoplasma de las células activas se convierte en un emisor de fluorescencia. Incluso, es posible monitorear la división celular, puesto que cuando se dividen las células también se divide la cantidad del fluorocromo. Se realizaron estimulaciones por concanavalina A (ConA) y por antígeno total amibiano. La ConA es un mitógeno de células T y se utiliza como control para evaluar la proliferación inespecífica de los linfocitos. En contraste, la estimulación por antígeno amibiano induce la proliferación de las poblaciones celulares que reconocen específicamente a los antígenos, y por consecuencia, es de una magnitud menor.


  Como se muestra en la figura 2, las células de bazo provenientes de ratones infectados, proliferaron ante la estimulación por ConA (figura 2a), aproximadamente igual al de células de los ratones no infectados.


  Resultados similares se obtuvieron con células de ganglios mesentéricos (figura 2b) y placas de Peyer (figura 2c), provenientes de ratones infectados y no infectados. En contraste, las células de bazo de los ratones infectados respondieron más activamente al estímulo del antígeno amibiano en los tiempos cortos del cultivo (antes de los 20 días postinfección) (figura 2d). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la respuesta proliferativa al antígeno amibiano, entre las células de ganglios mesentéricos (figura 2e) y de placas de Peyer (figura 2f ) en ratones infectados y no infectados, a pesar de que en el caso de las células de placas de Peyer se observó una diferencia considerable al día 10 de postinfección.


  Análisis de las poblaciones de células treg en ratones infectados y no infectados. El siguiente paso consistió en determinar la cantidad de células Treg a lo largo de la infección. Para ello, se marcaron las células de los ratones infectados y no infectados con anticuerpos fluorescentes que reconocen marcadores característicos de células Treg (CD4, CD25 y Foxp3). Una vez marcadas las células de bazo, ganglio mesentérico y placa de Peyer, se analizaron las poblaciones en un citófluorómetro. Se tomó en cuenta la cantidad de células identificadas en una determinada región (% GATE), así como la intensidad media de fluorescencia (G mean) que se obtiene por el marcaje de cada molécula de superficie (CD4+, CD25+ y Foxp3+). Este último parámetro permite conocer el nivel de expresión de los marcadores por célula, y de esta manera, conocer el comportamiento de la población de las células Treg.


  Se analizaron las siguientes poblaciones: (1). Foxp3+, (2). CD4+CD25+Foxp3+ y (3). CD4+Foxp3+. Como se describe en los siguientes encabezados, los resultados no mostraron diferencias significativas en las poblaciones de células Treg entre ratones infectados y no infectados, con la excepción de la población CD4+Foxp3+ proveniente de ganglios mesentéricos de ratones infectados, que estaban aumentados en los días 10 y 25 en comparación con los ratones no infectados. Todos los datos fueron sometidos a un análisis estadístico de varianza y prueba Post Hoc para determinar su significancia.
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  Figura 2. Análisis de la proliferación celular de diferentes órganos linfoides de ratones infectados y no infectados con E. histolytica


  Células Treg CD4 +Foxp3+ evaluadas como porcentaje de la población total (%GATE). La evaluación cuantitativa de las células CD4+Foxp3+ nuevamente mostró variaciones sincrónicas (por ejemplo en el día 10) entre las células de bazo (Figura 3a), ganglio mesentérico (Figura 3b) y placa de Peyer (Figura 3c), provenientes de ratones nfectados y no infectados. Los resultados de los ratones infectados se desarrollan en el tiempo muy cercanamente a los de ratones no infectados, además las desviaciones estándar son muy altas.


  Población de células Treg CD4 +Foxp3+ evaluadas como la intensidad media de fluorescencia (G mean). Por último, las desviaciones estándar entre las células de ratones infectados y no infectados, medidas como promedio de la intensidad de fluorescencia de las células CD4+Foxp3+ impidieron discernir variaciones entre las células provenientes obtenidas de bazo (Figura 4a), ganglio mesentérico (Figura 4b) y placa de Peyer (Figura 4c). Al igual que en los casos anteriores, aunque se observaron oscilaciones en los días 5, 10, 15, 40 y 60, estas ocurren simultáneamente para los ratones infectados y los no infectados.
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  Figura 4. Intensidad media de fluorescencia de linfocitos CD4+Foxp3+


  Discusión


  El tracto gastrointestinal juega un papel de gran importancia en la definición de los antígenos que son tolerados y de los que provocarán una respuesta inmune. Al respecto, se ha involucrado a la población de células Treg CD4+ (Treg) en el fenómeno global de la regulación inmune en el intestino (14).


  Inesperadamente, los esplenocitos y las células derivadas de los ganglios mesentéricos, tanto de los ratones infectados como de los no infectados mostraron una tendencia a disminuir su proliferación ante ambos estímulos con el paso del tiempo. Las razones de esa disminución se desconocen, aún más en los ratones no infectados que normalmente presentan concentraciones de proliferación más elevados. Estos resultados contrastan con aquellos que mostraron inmunosupresión en esplenocitos a los días post-infección que aquí se ensayaron. Por otra parte, los niveles de proliferación de las células de placas de Peyer no variaron durante todo el experimento en ninguno de los grupos, lo cual sugiere que estas no fueron ni activadas ni suprimidas.


  Asimismo, la identificación y cuantificación de las células Treg en ratones, requirió desarrollar una estrategia de marcaje combinado, utilizando tres diferentes moléculas: CD4+, CD25+ y Foxp3+. El marcaje con anticuerpos específicos conjugados con fluorocromos y analizados en el citofluorómetro, necesitó un considerable número de ensayos.


  Sin embargo, los resultados no permiten adscribir un papel a las células Treg, dentro del fenómeno de supresión proliferativa en el modelo murino de amibiasis intestinal. Entre las causas que pueden involucrarse para explicar esta carencia, se puede mencionar la considerable variación experimental que impidió visualizar un fenómeno que debe ocurrir en niveles extremadamente bajos, por ejemplo, en algunas parasitosis se han observado cambios en la población de Treg entre 0,5 a 1%, dependiendo del modelo experimental. Por ello, aunque es posible que las células Treg, no estén involucradas en el fenómeno de inmunosupresión observado en el modelo de amibiasis intestinal en ratones, los resultados presentados en el presente trabajo no permiten una conclusión definitiva, debido a la sincronicidad observada en los resultados de todos los tejidos (bazo, ganglios mesentéricos y placas de Peyer) obtenidos en ratones infectados y no infectados.


  Los resultados obtenidos permiten sugerir otras estrategias para el análisis de población de Treg en la amibiasis intestinal, por ejemplo, estudiar el comportamiento de los ratones no infectados para determinar si las oscilaciones observadas se deben a que reaccionaron al pinchazo cuando se inyectó el PBS. Esto requiere de afinar las estrategias para definir la participación de las células Treg en estudios futuros.
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  Resumen


  En esta investigación se analizaron 50 individuos independientes de una muestra total de 5´671.689 habitantes correspondientes al Departamento de Antioquia en las ciudades de Medellín, Envigado, Sabaneta y Santa Fe de Antioquia, con el fin de realizar la huella genética. Los STR autosómicos utilizados fueron CSF1PO, TH01, TPOX, D16S539, D7S820, D13S317, F13A01, vWA, HPRTB, D8S1179, D5S818, PENTA E, D18S51 y D3S1358. Con los datos obtenidos de las frecuencias alélicas se analizó el equilibrio de Hardy–Weinberg, el índice de fijación y algunos parámetros forenses, mediante los programas Genepop Versión 3.2 y PowerState. Se observó que la población no presentó diferencias significativas para la prueba de Hardy – Weinberg y en su confirmación con la prueba de F. Los resultados médicos forenses mostraron un índice de discriminación acumulado de 0,999992947, el índice de exclusión estuvo por encima del 0,9906 y la probabilidad de coincidencia acumulada fue de 1 en 7,05311E-06 individuos.


  Palabras clave: equilibrio Hardy – Weinberg, frecuencias poblacionales, huella genética, STR’s autosómicos.


  Abstract


  Allele frequencies of 14 STR’s autosomal in a population of Antioquia, Colombia


  En esta investigación se analizaron 50 individuos independientes de una muestra total de 5´671.689 habitantes correspondientes al Departamento de Antioquia en las ciudades de Medellín, Envigado, Sabaneta y Santa Fe de Antioquia, con el fin de realizar la huella genética. Los STR autosómicos utilizados fueron CSF1PO, TH01, TPOX, D16S539, D7S820, D13S317, F13A01, vWA, HPRTB, D8S1179, D5S818, PENTA E, D18S51 y D3S1358. Con los datos obtenidos de las frecuencias alélicas se analizó el equilibrio de Hardy–Weinberg, el índice de fijación y algunos parámetros forenses, mediante los programas Genepop Versión 3.2 y PowerState. Se observó que la población no presentó diferencias significativas para la prueba de Hardy – Weinberg y en su confirmación con la prueba de F. Los resultados médicos forenses mostraron un índice de discriminación acumulado de 0,999992947, el índice de exclusión estuvo por encima del 0,9906 y la probabilidad de coincidencia acumulada fue de 1 en 7,05311E-06 individuos.
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  Introducción


  Los STR’s, repeticiones cortas en tándem, que se encuentran distribuidos a lo largo del genoma de los organismos eucariotas, aunque en una baja frecuencia en regiones codificantes y en los telómeros (1), han representado gran utilidad en el estudio de la huella genética humana, en el esclarecimiento de su reciente historia evolutiva y para pruebas de filiación biológica (2).


  Los 14 STR’s autosómicos utilizados poseen un elevado poder de discriminación, es decir, una

  heterocigocidad superior al 90%, una ubicación cromosómica diferente, de tal manera que se evite la selección del loci cercano que pueda conjugarse como un grupo de ligamiento, un bajo índice de mutación y un rango de longitud alélica de 90-500 pb (3).


  Ya que Colombia posee un alto grado de diversidad génica, con este trabajo se pretende aportar al campo investigativo una base de datos con frecuencias alélicas que se podrá aplicar para estudios poblacionales, de tipo forense e identificación humana con base en una muestra de 50 individuos independientes de una región de Antioquia.


  Materiales y métodos


  Se seleccionó una muestra de la población antioqueña en los municipios de Envigado, Sabaneta

  y Santa fe de Antioquia localizados al noreste de Colombia. Se escogieron 50 individuos independientes teniendo en cuenta los 50 apellidos de mayor frecuencia en la población Antioqueña (4, 5), a los cuales se les confirmó su origen, lugar de nacimiento, ascendencia por parte materna y paterna y un consentimiento informado, el cual firmó cada individuo que participó en el estudio. La extracción de ADN se realizó mediante la técnica de Salting-Out (6), varias PCR múltiplex (7) y por último la tipificación alélica de cada individuo.


  Posteriormente se obtuvieron las frecuencias alélicas, algunos estadísticos de variabilidad genética, el equilibrio de Hardy – Weinberg mediante el programa Genepop versión 3.4 (8, 9,

  10) y los parámetros estadísticos de interés legal calculados por PowerState (1, 11, 12).


  Resultados


  Al analizar los datos obtenidos se presentó una distribución de 27 mujeres (54%) y 23 hombres

  (46%). A cada muestra se le asignó su respectivo alelo proveniente del linaje materno y paterno. Con base en las frecuencias alélicas obtenidas, Tabla 1 y Figura 1, se puede observar que la población se comportó de manera normal, ya que no presentó diferencias significativas. El sistema Penta E fue el marcador que presentó un mayor número de alelos entre los individuos y D3S1358 fue el marcador que presento un menor número de alelos.


  Para los marcadores vWA y Penta E solo se tipificaron 48 muestras, y para D18S51 49, debido a las bajas concentraciones de ADN extraído para estas muestras. En el caso del marcador HPRTB se observó que los alelos 12 y 13 presentaron una frecuencia muy alta, ya que son homocigotos. Con referencia a los marcadores HPRTB y D16S539 se encontraron diferencias significativas para el equilibrio de Hardy-Weinberg, y después de la correlación fueron excluidos, ya que los alelos encontrados fueron extremadamente homocigotos, lo cual incidió en el análisis.


  Con base en las frecuencias observadas y en los resultados tanto de los heterocigotos como homocigotos esperados para el cálculo de Hardy- Weinberg se obtuvo un promedio de diversidad genética de 0.766580±0.389410, demostrando una población con comportamiento normal. También se calcularon los datos de ámbito forense, encontrándose un poder de discriminación acumulado de 0.999992947 y un poder de coincidencia acumulado de 1 en 7.05311E-06, Tabla 2. Además se calcularon los datos de poder de exclusión acumulado arrojando un valor de 0.990612151, Tabla 3.


  Discusión


  Se puede observar que la población dentro de cada rango de alelos se comportó de manera normal, ya que no se encontraron diferencias significativas entre ellos. Al presentar un mayor número de alelos para el marcador Penta E se demuestra que la población antioqueña se encuentra en un alto grado de mestizaje, esto debido a las migraciones que ha tenido la región en el pasado, haciendo posible la presencia de nuevos alelos o el flujo genético (13).


  Con respecto a la tipificación de HPRTB se observó la presencia de homocigotos, dado que es un marcador del cromosoma X (14), y como se obtuvo un 46 % de hombres en la población estudiada, estos solo presentarían un solo alelo, mientras que la otra parte de la población tipificó dos alelos para cada mujer muestreada. Como se eliminó el HPRTB y el D16S539 por las diferencias significativas para el equilibrio de Hardy-Weinberg, se analizaron finalmente 12 marcadores por el método de chi-cuadrado, y se aceptó la hipótesis nula del equilibrio de Hardy-Weinberg, describiendo a esta población con reproducción sexual aleatoria, sin selección y mutaciones.


  Tabla 1. Frecuencias alélicas de 14 STR’s de una región de Antioquia
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  Figura 1. Frecuencias alélicas de los 14 STR´s


  El promedio de diversidad genética obtenido demuestra que la población se encuentra dentro del comportamiento normal de los heterocigotos y homocigotos esperados (9). Teniendo en cuenta los datos forenses encontrados, como el poder de discriminación acumulado y el poder de coincidencia acumulado, estos valores ofrecen un alto grado de confiabilidad para la identificación humana y forense (11,12). Con base en los resultados obtenidos se puede observar que la población, a pesar de encontrase en aislamiento geográfico, no se encuentra en un aislamiento genético, ya que mediante los sistemas de ADNmt y cromosoma Y estudiados por Bedoya en 2006 (15), se ha desarrollado un flujo genético, el cual ha caracterizado los 14 STR`s estudiados.


  Tabla 2. Valores Forenses
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  Tabla 3. Análisis de paternidad
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  Resumen


  Este estudio, iniciado en el año 2008, tuvo como objetivo describir los factores de riesgo y las conductas de la salud sexual y reproductiva de una población universitaria. Se realizó un estudio observacional de corte transversal, con una muestra conformada por 491 estudiantes de una universidad de Bogotá. Los resultados muestran que el género predominante fue el femenino (63,1%,), con una edad promedio de 20,4±2,6 años; el 80% inició su actividad sexual y la edad entre los 15 y los 18 años. El método anticonceptivo más usado es el preservativo y el 37,9% tiene conocimientos escasos sobre anticoncepción. La prevalencia de infecciones de transmisión sexual es baja, pero sólo la mitad han recibido tratamiento. El 10% de la población se ha realizado la prueba para el virus de inmunodeficiencia humana. El 10% de la población ha presentado embarazos, de los cuales el 75,3% no han sido planeados y el 47,4% han terminado en aborto, de los cuales el 80% han sido inducidos.


  Hay cifras altas de antecedentes familiares de cáncer. El 84% de los hombres no se realizan el auto examen de testículo. En las mujeres, el 56% se realiza auto examen de seno. La prevalencia de citologías es baja (38%), no todas han reclamado el resultado y aquellas que presentaron anormalidades (78%) no recibieron tratamiento. El 86,9% de los estudiantes desean que la universidad desarrolle el programa de salud sexual y reproductiva; el medio preferido es la consulta personalizada y la página web con asesoría en línea. El análisis de los resultados permite anotar que los jóvenes requieren programas de promoción de la salud que conlleven a que éstos asuman su sexualidad con autonomía, responsabilidad e información adecuada, en el marco de sus derechos sexuales y reproductivos.


  Palabras clave: anticoncepción, educación sexual, enfermedades de transmisión sexual, salud sexual y reproductiva.


  Abstract


  Health behaviors and risk factors in sexual and reproductive health of a university population.


  This study, conducted in 2008, aimed to describe risk factors and behaviors of sexual and reproductive health in a university population. We conducted a cross-sectional observational study with a sample comprised of 491 students from a university in Bogota. The results show that females were predominant (63.1%), with an average age of 20.4 ± 2.6 years, 80% began their sexual activity between 15 and 18 years of age. The most widely used contraceptive method is the condom and 37.9% have poor knowledge about contraception. The prevalence of sexually transmitted infections is low, but only half have received treatment. 10% of the population has made testing for human immunodeficiency virus. 10% of the population has presented pregnancies, out of which 75.3% have not been planned and 47.4% have ended in abortion, of which 80% were induced.


  There are high numbers of family cancer history. 84% of men do not perform a testicular selfexamination. 56% of women perform breast self-exam. The prevalence of cytology is low (38%), not all women have claimed their outcome and those with abnormalities (78%) received no treatment. 86.9% of students want the university to develop the program of sexual and reproductive health, the preferred medium is consultation and personalized website with online counseling. The analysis of the results allows noting that youth require programs to promote health that lead them to assume their sexuality with autonomy, responsibility, and appropriate information as part of their sexual and reproductive rights.


  Keywords: contraception, sex education, sexually transmitted diseases, sexual and reproductive health.


  Introducción


  La sexualidad y la reproducción están íntimamente ligadas a la calidad de vida, tanto en el ámbito de lo individual como de lo social. La salud sexual y reproductiva (SSR) se refiere a un estado general de bienestar físico, mental y social, no a la mera ausencia de enfermedades o dolencias en todos los aspectos relacionados con la sexualidad y la reproducción. Lo anterior conlleva a ejercer los derechos sexuales y reproductivos (DSR) (1). Mejorar la SSR de las poblaciones es una meta de los gobiernos y de los organismos de salud como se ve reflejado en los objetivos del milenio y en las políticas nacionales y distritales, lo cual requiere el concurso de todos los entes para impactar en los ámbitos personal, familiar, social y comunitario a lo largo de todo el ciclo vital (2-4).


  En la Conferencia Mundial de Población y Desarrollo celebrada en el Cairo en 1994, se aprobaron políticas dirigidas a garantizar los derechos a la SSR; además se recomendó como objetivo abordar estos temas con los jóvenes, en particular, los embarazos no deseados, el aborto y las infecciones de transmisión sexual (ITS), mediante el fomento de actitudes responsables y la prestación de servicios apropiados con orientaciones adecuadas para esa edad (2). Cabe resaltar que más de la mitad de los habitantes del mundo son menores de 25 años, de ellos un tercio tiene entre 10 y 24 años y un 80% de éstos viven en países en vía desarrollo (5); estas cifras se duplicaron en algunos continentes entre 1960 -1980 y se espera un incremento en la población joven en el 2020, la cual superará los 1200 millones de habitantes (6).


  La sociedad debe asumir responsablemente la obligación de ofrecer a ese grupo poblacional programas de SSR que se adapten a sus necesidades, es por esto que se hace urgente realizar investigaciones, diagnósticos e intervenciones en el grupo de jóvenes.


  En Colombia, desde 1985 se observa un incremento de la fecundidad de las mujeres entre 15-19 años; el 7,6% son sexualmente activas y utilizan un método moderno de anticoncepción; una de cada 3, ha tenido relaciones sexuales, muchas veces sin protección, de manera que se incrementa el riesgo del embarazo no deseado, la adquisición de infecciones de transmisión sexual, VIH/SIDA y la morbi-mortalidad por aborto inseguro; este último es la tercera causa de muerte materna en adolescentes. El 15% de las adolescentes han sido madres y el 4% a esta edad están embarazadas de su primer hijo (7-9).


  A pesar que en la conferencia de El Cairo (1994), la comunidad internacional reconoció oficialmente, y por primera vez, que la SSR presenta necesidades diferentes durante la fase juvenil a las experimentadas por los adultos, el problema sigue vigente. La juventud es un segmento poblacional con características propias y por lo tanto, entre sus derechos y necesidades, está el acceso a servicios y programas de salud diferenciados y especializados. En esta conferencia se determinó que era un gran reto para los países en vías de desarrollo, la aplicación de un programa de acción dirigido al apoyo de la juventud, puesto que su implementación requiere de una construcción social que debe resolver las perspectivas no equitativas de género y las condiciones de pobreza, entre otros, (10,11).


  De otro lado, la población de jóvenes es un grupo con problemas de SSR que requieren ser abordados, pues la mayoría de ellos inician su actividad sexual a edades muy tempranas y no tienen una información apropiada y oportuna en temas de sexualidad y salud reproductiva, esto conlleva a que no tengan claro sus derechos y responsabilidades en este aspecto (12).


  Un espacio importante para desarrollar programas de promoción y prevención en SSR los colegios y las universidades (13), comporta como institución mediadora entre la dimensión social y la individual garantiza la educación integral de los educandos y por tanto, En ese sentido es imposible ignorar el papel fundamental que debe desempeñar en la educación sobre salud sexual y reproductiva estas instituciones (14), considerando a los jóvenes como un recurso muy valioso para el progreso social, económico y político del país, que deben asumir su sexualidad con autonomía, responsabilidad e información adecuada, en el marco de sus derechos sexuales y reproductivos (15).


  En esta investigación se describe los factores de riesgo y las conductas de SSR de una población universitaria, con el fin de orientar el diagnóstico e intervención a grupos que comparten características similares. Es de resaltar que el profesional de enfermería tiene un papel protagónico en el desarrollo de estrategias, ya que en ellos recae gran parte de las acciones específicas de promoción de salud y de prevención de la enfermedad que conlleven a mejorar la SSR de las poblaciones, con el objetivo de lograr en las personas una sexualidad sana y libre de riesgos.


  Materiales y métodos


  Este estudio se clasifica como observacional de corte transversal. La población objeto de estudio fueron 3966 estudiantes universitarios matriculados en el año 2008; el tipo de muestreo estratificado por facultad por afijación proporcional, con una precisión absoluta del 5%, una potencia del 80% y un nivel de confianza del 95%, siendo la muestra final de 491 estudiantes. Las variables socios demográficas involucradas en el estudio fueron: edad, género, estado civil y variables relacionadas con los temas de actividad sexual, anticoncepción, infecciones de transmisión sexual, gestaciones, prevención de cáncer, asesoría sobre SSR.


  Las variables cualitativas se describieron mediante distribuciones de frecuencias y porcentajes; las variables cuantitativas con medidas de tendencia central como el promedio y medidas de dispersión como la desviación estándar, se determinó la variación mediante el coeficiente de variación u homogeneidad (0-10% homogéneo, 11-20% medianamente homogéneo, mayor del 20% heterogéneo). Los errores de muestreo relativo se realizaron para las categorías más prevalentes de las variables y para aquellas en donde la respuesta era si o no solamente se tomó el sí, se consideraron buenas inferencias aquellos en donde los errores de muestreo fueron inferiores al 30%. Se digitó y depuró en Excel versión 2003 y se procesó la información para muestras complejas en el paquete SPSS versión 15.


  Tabla 1. Características generales de la población estudiada.
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  Resultados


  Características generales

  El género predominante, dentro de la población estudiada, fue el femenino, con un 63.1% (n=310, N=2284) y el masculino fue de 36.9% (n=181, N=1682). La edad promedio fue de 20.4±2.6; el 95% de la población se encuentra entre 15.2 años y 25.6 años, con un mínimo de edad de 16 años y un máximo de 40 años, la variabilidad es medianamente homogénea (CV=12.9%). Con respecto al estado civil, predominan los solteros, que representaron un 93.7% (n=460) seguido de unión libre con un 4.1% (n=20) y con baja frecuencia casados con un 1.6% (n=8), separados con 0.4% (n=2) y viudo con un 0.2% (n=1).


  Actividad sexual

  El 80,4% anota tener actividad sexual (hombres el 89% y mujeres el 75%), siendo la edad de inicio entre 15 a 18 años (sin diferencia de género) con 1 compañero sexual, seguido de 2 a 4, compañeros; el 64,3% tiene compañero actualmente, siendo más frecuente el compañero permanente. Con respecto a la actividad sexual, la frecuencia fue de 1 a 3 relaciones por semana, datos similares se obtuvieron para menos de una relación por semana. Estos datos se muestran en la Tabla 1.


  Anticoncepción

  Un 82,1% de los estudiantes está utilizando algún método de anticoncepción, siendo el más utilizado el preservativo, seguido por los anticonceptivos orales. El preservativo es utilizado en todas las relaciones solo por la mitad de la población, siendo frecuente su uso en la relación vaginal seguida por el uso en todos los tipos de relación. La decisión en la elección del método, el 75,5% manifiesta haberla tomado por iniciativa propia, el 62,3% no recibe control del método anticonceptivo. La razón más frecuente por la que se elige el método de anticoncepción es por la facilidad de uso y consecución. El preservativo es considerado como el mejor método seguido de los anticonceptivos inyectables. El 57.5% de la población considera sus conocimientos sobre anticoncepción como muy buenos, Tabla 2.


  Tabla 2. Métodos de anticoncepción.
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  Tabla 3. Infecciones de transmisión sexual.
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  Tabla 4. Gestaciones.
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  Infecciones de transmisión sexual

  La gran mayoría manifiesta tener conocimientos sobre ITS. Una cuarta parte de la población ha tenido tatuajes y/o piercing o ha compartido jeringas con otras personas. Un porcentaje muy bajo (10,5%) se han practicado la prueba de VIH, donde el 37,1 % no han recibido asesoría pre ni post-prueba, Tabla 3.


  Gestaciones

  Los embarazos se han presentado en el 10% de la población, de los cuales el 75.3% no han sido planeados, y el 47,4% de las gestaciones han terminado en aborto, donde el 80% han sido inducidos, Tabla 4.


  Prevención del cáncer en los hombres

  El 48,1% de la población tiene antecedentes familiares de cáncer, muy pocos saben sobre el auto examen de testículo y el 84,1% de la población no se realiza el auto examen y por lo general no se lo practican con regularidad, Tabla 5.


  Prevención del cáncer en mujeres

  En las mujeres, un alto porcentaje tiene antecedentes familiares de cáncer y el 56% se realizan el auto examen de seno, lo hacen una vez al mes, pero en cualquier momento del ciclo. La edad de la primera menstruación que predomina es la de 10 a 13 años, la frecuencia de realización de la citología es baja y quienes se la hacen lo hacen anualmente; no todas las mujeres han conocido el resultado de su citología, Tabla 6.


  Asesoría sobre SSR

  Un alto porcentaje de los estudiantes ven la necesidad de crear un programa de SSR en la universidad, a través de la consulta individualizada, seguido de la página la web, con asesoría de un (a) experto (a) en línea. Al ejercer la sexualidad se considera que es muy importante la prevención de infecciones de transmisión sexual, seguida de la prevención de embarazos, Tabla 7.


  Tabla 5. Prevención del cáncer en hombres.
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  Tabla 6. Prevención del cáncer en mujeres.
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  Tabla 7. Programa de salud sexual y reproductiva.
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  Discusión


  La organización mundial de la salud (OMS) define la adolescencia como la etapa de la vida de los individuos comprendida entre los 10 y los 19 años de edad, mientras que la juventud es la etapa comprendida entre los 15 y 24 años (23). En este estudio el 95% de los estudiantes se encuentran en este rango de edad y el 25% son adolescentes, con un predominio de mujeres. El 80% de la población investigada informa haber iniciado su actividad sexual, datos similares a los reportados en los estudiantes americanos donde se encontró un 40-90% y en los estudiantes chilenos el 78% de los hombres y el 41% de las mujeres eran activos sexualmente (13,18).


  Esta cifra es alta si se tienen en cuenta que las relaciones sexuales prematrimoniales en comunidades universitarias de otros países como China presentan 6.1% de los hombres y el 4.3% de las mujeres, en Nueva Zelanda el 8.5%, en Sudáfrica el 17%, en Australia el 28%, y en Cuba el 51% (17).


  El inicio de la actividad sexual en el 14,6% de la población estudiada fue antes de los 14 años. Este es un porcentaje alto comparado con otros estudios que reportan un 5.6% en Cuba (14), España 10% (16), y en Colombia según la encuesta nacional de demografía y salud (ENDS), un 11% de las mujeres iniciaron su vida sexual antes de los 15 años (8). La edad de inicio de la actividad sexual ha ido disminuyendo como reportan estudios realizados en El Salvador que encontró que para 1998 la edad promedio a la primera relación coital para las adolescentes entre 15 y 24 años fue de 16.4 años, 15.3 años para las menores de 20 años y 17.0 para las de 20 a 24 años. Esto evidencia que las relaciones sexuales se inician a más temprana edad (19).


  En cuanto al número de compañeros sexuales, se encontró que un 32,4% reportó 2 a 4 y el 61.8% un sólo compañero. Cifra similar a lo encontrado en la Universidad del Rosario, donde un 74% manifiestan haber tenido menos de tres parejas sexuales desde el inicio de la vida sexual activa (9). De acuerdo al informe del Centro para el Control de Enfermedades de Atlanta, hasta la tercera parte de los adolescentes norteamericanos encuestados han tenido seis o más parejas sexuales desde el inicio de su sexualidad (13).


  En cuanto a la anticoncepción, el 82% de la población utiliza algún método anticonceptivo, cifra similar a la encontrada en la Universidad del Rosario que lo reporta en un 88%. Estos datos no cubren el uso correcto y oportuno del método. La ENDS encontró que el 77% de las mujeres en unión de pareja y el 84% de las que las que no lo están y son sexualmente activas han empleado al menos un método anticonceptivo (8). El 46.9% de la población encuestada dice haber utilizado el preservativo, cifra baja comparada con otros estudios como en Cuba que es utilizado por el 61.9%, en España por el 95% de los hombres y el 92% de las mujeres de 18 a 49 años. La Asociación Americana de Pediatría resalta el aumento del uso del condón en los adolescentes, paso de un 21% en 1979 a 67% en 1997 (20).


  El uso de los anticonceptivos inyectables y los hormonales orales fueron del 22% y 21.1% respectivamente; cifras que difieren a lo reportado por La Universidad El Bosque, donde los anovulatorios orales (44.8%), anticonceptivos inyectables (18.8%), el condón (31.4%) fueron los más usados (21).


  En el estudio de La Universidad del Rosario, el porcentaje de uso de los métodos se distribuye así: anticonceptivos orales (15%), coitus interruptus (14%), anticonceptivos inyectables (7%) y otros métodos (3%) (9). La utilización de la anticoncepción la hacen los estudiantes por iniciativa propia en el 75.7%, lo que demuestra el empoderamiento de los jóvenes frente a su salud sexual y reproductiva.


  Es importante tener en cuenta que el conocimiento no garantiza el uso de los métodos como lo reportan algunos estudios como el realizado en el Salvador donde se cerca del 90% de las adolescentes han oído hablar de los métodos anticonceptivos modernos, sin embargo, de las adolescentes con experiencia sexual, solamente una de cada 10 utilizó algún método anticonceptivo al momento de la primera relación sexual (11).


  Infecciones de transmisión sexual

  La gran mayoría de los estudiantes reportan tener conocimientos sobre las ITS, siendo la más conocida el VIH. En la ENDS 2.005 el 98 % de las mujeres han oído hablar de esta enfermedad; en el Salvador un 77% de los jóvenes saben sobre la existencia del VIH. El nivel de conocimiento es menor en los grupos extremos de edad; es decir, entre las más jóvenes de 15 a 19 años y entre las de 40 a 49 años de edad.


  El 92.6 % de los estudiantes de La Universidad del Rosario manifiesta tener conocimientos adecuados sobre infecciones de transmisión sexual. En España se encontró que el 96% de los jóvenes identifican las vías de transmisión del VIH y que un 15.7% aún tienen ideas erróneas sobre este aspecto; el 96,7% identifican el preservativo como la medida más eficaz para la prevención del VIH (16). Cada minuto cinco personas de 15 – 24 años de edad se infectan con el VIH; 33 millones de habitantes en el mundo han contraído la infección: de ellos, una tercera parte tiene entre 10 y 24 años, inciden áfrica, con 1,7 millones y 700 mil en Asia y Pacífico (24).


  Siendo la población estudiada sexualmente activa, un número muy bajo de ellos se han realizado la prueba del VIH (10 %), mientras que en España es del 39, 2 %, en Cuba el 18% se han practicado la prueba. Los porcentajes más bajos de mujeres que se la han practicado corresponden a las más jóvenes (15 a 19 años de edad), en una población sexualmente activa es muy importante la realización de la prueba ya que los estudios reportan que ha aumentado la prevalencia del VIH en el grupo de 25 años lo que denota que la primo infección ocurre durante la adolescencia o juventud (15).


  De los estudiantes que se realizaron la prueba del VIH el 37% no recibieron asesoría pre y post prueba, una actividad muy importante para enfatizar sobre factores de riesgos, vulnerabilidad, protección y seguimiento, En México el 53% de las mujeres que se practicaron la prueba recibido consejería antes del examen de laboratorio y 27% cuando recibió el resultado. El 92% de las mujeres se conoció el resultado.


  El 4.3% de los estudiantes manifiesta haber tenido una ITS, cifra muy similar a la de los jóvenes de España, donde el 5,4% de la población, que ha mantenido relaciones sexuales, refieren que le han diagnosticado alguna ITS a lo largo de su vida. En las mujeres las infecciones más frecuentes son las Trichomonas (1,1%) Chlamydia (1%), Herpes genital (0,8%), pediculosis (2,6%), Neisseria gonorrhoeae (1,2%). Estos datos son más bajos que los encontrados en los jóvenes universitarios cubanos, donde se reporta que el 12% se han contagiado con una ITS.


  Otros reportes internacionales, informan criterios muy relevantes en relación con la repercusión de las ITS, en diferentes grupos poblacionales: 7 de cada 10 casos de se presenta entre 15-24 años de edad. Los adolescentes consideran que no corren riesgo porque creen, erróneamente, que las ITS sólo se transmiten entre las personas promiscuas o que adquieren “malos” comportamientos. Sin embargo, las adolescentes son más susceptibles adquirir ITS debido a la inmadurez del cuello uterino. Dicha vulnerabilidad también se encuentra asociada a la experiencia sexual temprana (24). Aunque la incidencia de ITS es baja, es muy preocupante que solo la mitad de las personas infectadas han recibido tratamiento; cifra similar a los datos obtenidos en La Universidad del Rosario, donde el 1% de los encuestados ha tenido alguna ITS.


  Gestaciones

  El 10% de la población ha presentado embarazos, casi la totalidad no son planeados y el 80% han terminado en aborto inducido. Comparando con Cuba, el porcentaje de embarazos es más bajo, pero el de abortos es muy similar. La perforación del útero y la esterilidad fueron las consecuencias más reconocidas y la minoría no identificó las posibles complicaciones. A pesar del conocimiento de los métodos anticonceptivos se sigue presentando una tasa muy alta de gestaciones no deseadas.


  En Colombia, aunque en 1990 la tasa de fecundidad adolescente había descendido a 70 nacidos vivos por cada mil mujeres entre 15-19 años, en 1995 y en el 2000 aumenta nuevamente hasta alcanzar niveles cercanos a los observados hace treinta años, 85 por mil (25). En El Salvador el porcentaje de adolescentes sexualmente activas que para 1998 ya habían tenido al menos un embarazo fue del 80 % para las menores de 20 años y del 91% para las de 20 a 24 años de edad. Actualmente el promedio de edad es de 16 años para las menores de 20 años y de 17.9% para las de 20 a 24 años.


  El embarazo en la adolescencia (menor de 20 años), es considerado por la OMS como un embarazo de riesgo, debido a las repercusiones que tiene sobre la salud de la madre y el producto de la concepción, las cuales contribuyen al aumento de la morbimortalidad materna y perinatal (26). Pero además del impacto en salud, el embarazo en la adolescente, sobre todo cuando no ha sido planeado, tiene repercusiones psicosociales y afecta los proyectos de vida de las jóvenes y genera problemas en su entorno familiar, social y contribuye en gran medida a la deserción escolar (27).


  Prevención de cáncer en mujeres

  Un alto porcentaje de la población presenta antecedentes de cáncer en la familia, factor predisponente a tener en cuenta en la planeación y ejecución de un programa de SSR universitario. Solo un poco más de la mitad de las mujeres se realizan el examen de seno, cifra muy similar a lo reportado en la ENDS. En cuanto a la regularidad del examen, casi la mitad reporta que se lo realiza mensualmente, siendo una cifra superior a lo reportado por la ENDS, donde el 25% de las mujeres lo realizan cada mes y el 3% cada 6 meses. El 80% de las mujeres sabe qué es el auto examen de seno. El conocimiento es mayor en la zona urbana, aumenta con el nivel educativo (8).


  La mitad de las estudiantes se realizan el examen en cualquier momento del ciclo menstrual, un poco más bajo que lo encontrado en Colombia según la ENDS donde es del 70%. Solamente el 2% lo hace regularmente. Frente a las recomendaciones médicas, se confronta un desconocimiento de las mujeres sobre el mejor momento para realizarse el auto examen. Un porcentaje muy bajo de estudiantes han presentado anormalidades en el seno (8).


  La edad de la menarquia es un factor a tener en cuenta como factor predisponente para el desarrollo de cáncer de seno y la gran mayoría de las estudiantes la tuvieron antes de los 13 años. Para ser una población sexualmente activa es muy baja la frecuencia de realización de la citología. La citología es realizada anualmente por el 66% de las estudiantes, cifra superior a lo encontrado en la población colombiana donde es del 48%; el 13% más de una vez al año, el 4% cada dos años; el 22% rara vez y el 13% una vez. Cabe destacar que en la población estudiantil un 36,8 % se realiza la citología sin ninguna regularidad perdiendo así su valor de prevención y tratamiento oportuno. Un 86% de las estudiantes conoció el resultado de la citología, cifra más baja a lo reportado por ENDS que fue del 92% (8).


  En cuanto al resultado de la citología, el 8,6 % fue anormal, tendencia muy similar a la nacional, donde es uno de cada diez. El 8% fue a nueva consulta para el tratamiento. Los resultados anormales son más altos para las menores de 35 años, pero no varían mucho de acuerdo con la educación de las mujeres, el rango de variación está entre 7% con educación superior y 10% con secundaria. Según la ENDS, el 4% no reclamaron los resultados de la última citología vaginal; al 38% la institución no se las entregó y al 19% no les interesó reclamar los resultados. El 3% tuvo miedo que le dijeran que tenía cáncer (8).


  Asesoría en salud sexual y reproductiva

  Los autores de este estudio quisieron involucrar a los jóvenes en la búsqueda de soluciones y propuestas a desarrollar en un futuro en la universidad, que respondieran a sus necesidades, para lo cual se indagó sobre la viabilidad de implementar un programa de salud sexual y reproductiva. Los medios para preferidos para tener acceso a este programa fueron la consulta y asesoría individualizada y la página web. Los temas de mayor interés fueron la prevención de las infecciones de transmisión sexual y la prevención de embarazos.


  Para finalizar, el desarrollo de esta investigación determinó las conductas de salud y los factores de riesgo dentro de población universitaria, que comparten características con otras comunidades universitarias del país. Estos resultados permiten orientar y proponer acciones concretas que respondan a sus necesidades.


  Teniendo en cuenta los factores protectores y de riesgo detectados en la población universitaria, nuestras recomendaciones son: difundir los resultados de este estudio dentro de la comunidad científica y educativa de la universidad y fuera de ella, para generar conocimientos sobre factores protectores y conductas de salud en los jóvenes, que sirvan para orientar acciones específicas en los campos de salud y educación con el objetivo de promover el ejercicio de una sexualidad sana y libre de riesgos. Promover en la Universidad el programa de salud sexual y reproductiva con asesorías individualizadas y a través de medios virtuales, que requiere el concurso de las diferentes facultades, del servicio médico de la Universidad.
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  Resumen


  En el presente estudio se trabajó a escala de laboratorio un sistema de pos-tratamiento de agua residual doméstica en reactores tipo batch con el fin de evaluar la potencialidad del duckweed para remover materia orgánica, nutrientes y coliformes, utilizando como sustrato aguas residuales provenientes de las lagunas de oxidación del sistema de tratamiento de aguas residuales del Municipio de Valledupar. Las lemnáceas que sirvieron como inóculo para desarrollar la investigación fueron tomadas de jagüeyes ubicados a las afueras de Valledupar. En esta investigación se analizaron los siguientes parámetros: demanda química de oxígeno, nitrógeno total kjeldalh, fósforo, coliformes, conteo de frondas, determinación de la biomasa.


  Palabras claves: aguas residuales, duckweed, lemna s.p., pos-tratamiento.


  Abstract


  Evaluation of the use of duckweed as an alternative for post-treatment of domestic wastewater effluent from oxidation ponds.


  In the current study we worked on a laboratory scale a system for post-treatment of domestic wastewater in batch-type reactors in order to evaluate the potential of duckweed to remove organic matter, nutrients and coliforms, using as substrate wastewater from the oxidation ponds of the wastewater treatment system from the Municipality of Valledupar. The lemnaceae that served as inoculums to develop there search were taken from jagüeyes located on the outskirts of Valledupar. This research analyzed the following parameters: chemical oxygen demand, total nitrogen kjeldalh, phosphorus, coliforms, count of fronds, determination of biomass.


  Keywords: wastewater, duckweed, Lemnas.p., post-treatment.


  Introducción


  Un sistema ideal de tratamiento de aguas residuales debe contemplar como mínimo la remoción de materia orgánica e inorgánica incluyendo los organismos patógenos, la conservación y máxima utilización de recursos como el caso de los nutrientes y la destrucción o secuestro para la disposición adecuada de tóxicos o materiales peligrosos como los metales pesados.


  Lograr todas estas tareas con un sistema en una sola etapa o por un solo organismo es prácticamente imposible. Un sistema integral con la participación de diferentes organismos puede arrojar excelentes resultados, aplicando el concepto ecológico de que la diversidad en un sistema puede contribuir a la estabilización (1).


  Los sistemas de lagunaje pueden ser una buena alternativa para el tratamiento de las aguas residuales domesticas de una población, pero tienen el inconveniente de no remover nutrientes, los cuales permanecen disponibles para la proliferación de algas ocasionando problemas estéticos, de salud pública y alteraciones a los ecosistemas existentes, entre otros. Por lo cual se considera necesario realizar investigaciones de pos-tratamiento de estos efluentes. Las macrofitas acuáticas son plantas altamente productivas, que se caracterizan por su amplia distribución y hábitat y por presentar un crecimiento acelerado, considerando éstas características se busca determinar la viabilidad que presentan los sistemas de depuración que emplean las macrofitas lemnas s.p. para el tratamiento de efluentes de lagunas de oxidación de aguas residuales domésticas.


  La finalidad del experimento es evaluar en reactores tipo batch a escala de laboratorio operados con lemnas s.p., la capacidad reproductiva de la lemna s.p, la remoción de materia orgánica, nutrientes y coliformes de esta, y además analizar las posibles incidencias del pH y la temperatura sobre las mismas.


  Materiales y métodos


  La fase experimental de este estudio se realizó en los laboratorios de Ingeniería Ambiental y Sanitaria y en el Centro de Consultas Industriales CIDI de la Universidad Popular del Cesar.


  Unidad experimental. Se tomó como unidad experimental el efluente de las lagunas anaerobias del Sistema de Tratamiento de Aguas Residuales “El Salguero”.


  Unidad de observación. Se utilizaron cuatro recipientes plásticos de 14 lts de capacidad con un área superficial de 987,5 cm2 y 14 cm de altura.


  Cultivo del duckweed. El cultivo del Duckweed fue tomado de un humedal localizado en la Finca Villa Bere, ubicada a 4 km del casco urbano de la ciudad de Valledupar vía a Patillal. Las frondas fueron lavadas para reducir la acumulación de algas y remover los tejidos de las plantas muertas o decaídas.


  Muestreo del agua residual. Para la experimentación de este trabajo se tomaron muestras del efluente de las lagunas anaerobias del SISTAR “El Salguero” de Valledupar.


  Montaje del sistema. Se realizaron dos montajes iníciales, con el fin de establecer la luminosidad adecuada para el óptimo crecimiento de las plantas. Un montaje en presencia de luz y el otro con luz controlada. Posteriormente se procedió a realizar el montaje para análisis fisicoquímico del agua y análisis de crecimiento del Duckweed.


  Para cada uno de los montajes se usaron cinco reactores, los reactores 1, 2 y 3 contenían agua residual del efluente de la laguna anaerobia muestreada, el reactor 4 (control) contenía agua del humedal donde las lemnas sp fueron tomadas y el reactor 5 (control) contenía agua del efluente de la laguna anaerobia. Los reactores 1, 2, 3 y 4 fueron inoculados con lemnas sp, mientras que el reactor 5 no se inoculó. El reactor 4 (control) se utilizó para el análisis fisicoquímico mientras el reactor 5 (control) se empleó para el análisis de crecimiento, Figura 1ª


  Análisis fisicoquímico del agua. Durante toda la fase experimental y con el fin de monitorear el comportamiento del Duckweed en los reactores se midieron los siguientes parámetros fisicoquímicos: demanda química de oxigeno (DQO), coliformes fecales y totales, pH, Nitrógeno total kjendalh (NTK), temperatura, fósforo, los cuales se realizaron según el Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (1996) 19 Ed. (2).
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  Figura 1. Unidad de observación.


  

  Análisis del crecimiento del duckweed.

  El seguimiento del crecimiento del Duckweed fue controlado por diversos métodos: el conteo del número de frondas y la determinación de la producción de biomasa a través de peso seco y peso fresco, además de la evaluación de la apariencia visual, color ý tamaño de las frondas. Se determinó la tasa relativa de crecimiento (TRC) de las plantas, calculada sobre la base de un modelo de regresión lineal que sigue la siguiente expresión matemática:


  lnNt:=lnN0+ TRC*t


  Donde;

  Nt: Número de frondas al tiempo t.

  N0: Número de frondas al inicio.

  TRC: Tasa relativa de crecimiento (d-1).

  t: Tiempo en días.


  Resultados


  El análisis de la variación del crecimiento de la lemna sp en relación al tiempo y en presencia de luz se presenta en la Figura 2. Al analizar el comportamiento del Duckweed en los dos montajes se pudo establecer que la planta se desarrolla mejor en presencia de luz, por lo que se determinó que se trabajaría en condiciones de luz ambiente y se procedió a realizar el tercer montaje, las curvas de crecimiento se presentan en la Tabla 1.
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  Figura 2. índice de crecimiento de la lemna sp en presencia de luz.
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  Figura 2a. índice de crecimiento de la lemna sp en condiciones de


  En la Tabla 2, se resumen los TRC calculadas para las condiciones del experimento en base a los resultados obtenidos. La tasa relativa de crecimiento (TRC) de las plantas, fue calculada sobre la base del modelo de regresión lineal.


  En la figura 3 se puede observar que en el día 10 el número de lemnas aumentó un poco más del triple que el valor de siembra y el día 20 aumentó más de 20 veces, con lo cual se puede evidenciar la alta tasa de crecimiento. Estos valores son similares a los reportados por Pinto (2000) (3). La fase de adaptación de las lemnas sp se dio hasta el día cuatro del experimento a partir del cual comenzó el crecimiento de estas. En los reactores tratados con aguas del efluente de la laguna anaerobia presentan mayor crecimiento que el reactor control, lo que evidencia que la presencia de nutrientes y materia orgánica en las concentraciones presentadas en esta investigación, ejercen un efecto positivo en la tasa relativa de crecimiento del Duckweed.


  A partir del día 15 la tasa de crecimiento de la macrofita disminuyó, probablemente por la competencia que se presenta por el espacio físico y la poca disponibilidad de nutrientes considerando el tiempo que ha transcurrido en la experimentación.


  Determinación de la producción de biomasa.

  La producción de biomasa es calculada como peso fresco y peso seco y como la relación de estos pesos y el número de frondas. La Tabla 3 resume los pesos de materia fresca y seca obtenidos al final del experimento.


  Tabla 1. Conteo de frondas
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  Figura 3. Curvas de crecimiento para el Duckweed en los reactores.


  Tabla 2. Tasa relativa de crecimiento.
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  Tabla 3. Producción de biomasa.
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  Figura 4. Condiciones de los reactores.


  Observación visual.

  En los primeros cuatro días del proceso de aclimatación del Duckweed, se pudo observar un color verde amarillento, algunas se han muerto pero no han descendido al fondo, y otras han perdido las raíces. Ya pasada la fase de aclimatación de la planta, se observó un cambio de color, pasando del verde amarillento a un verde biche bastante fuerte, evidenciándose un rápido crecimiento y una acelerada reproducción; las nuevas frondas presentaban raíces más cortas. Pasados los días, se continúo observando la reproducción del Duckweed hasta lograr el completo cubrimiento del área superficial de los rectores, como se muestra en la Figura 4.


  Determinación del pH.

  Durante el montaje, el comportamiento del pH en los reactores fue muy similar, el valor inicial del pH oscilaba cerca de 7.35 y con el pasar de los días se vio un aumento gradual, presentándose un pico máximo de pH en el día 15 (en esta fase del experimento los reactores estaban en su mayoría cubiertos por la planta) con valores de 8,44 en el reactor 1, de 8,44 en el reactor 2 de 8,46 en el reactor 3 y 8,65 en el control.


  Este comportamiento puede deberse a la alta luminosidad como lo establecen Zirschy Y Reed

  (1988) (4), quienes a través de su investigación observaron aumentos del pH en lagunas Duckweed en días soleados, comprobando así que un pH alrededor de 10 es posible en lagunas cubiertas con esta planta. Este comportamiento se presenta en la Tabla 4. Maclay (1976) (5), observó que el Duckweed tiene un pH óptimo de 7,0 con rangos de tolerancia inferior y superior de 3 y 10 respectivamente, concordando con los resultados de este trabajo. Caicedo (2000) (6), expone que el aumento gradual en este parámetro puede deberse a procesos de asimilación de materia orgánica por parte del Duckweed y la degradación de la misma aportando sedimentos. En la Figura 5 se pueden observar los valores del comportamiento de esta variable en el tiempo.


  La Figura 5 muestra los valores de PH en cada uno de los reactores presentes en el experimento. El PH presenta una oscilación de (7.35 – 8.65). El valor más alto se manifestó en el reactor control y el más bajo se encontró en la caracterización inicial.


  Determinación de la temperatura.

  Se presentó una variación de temperatura ambiente entre (29.4 – 31.9).


  Tabla 4. Análisis de la variación del pH en relación al tiempo.
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  Figura 5. Variación de los valores del PH en cada reactor


  Durante la realización del experimento se presentaron variaciones de temperatura, pero aun así, todas estas se encontraron dentro del rango de crecimiento de la planta acuática – Duckweed, como lo expresa Arroyave (2004) (7), quien expone que el rango de temperatura que garantiza el crecimiento del Duckweed se encuentra entre 5-30ºC. La variación de la temperatura en cada reactor se presenta en la Figura 6.


  Determinación de la DQO.

  Los resultados de remoción en términos de materia orgánica fueron significativos los tres primeros días del montaje del experimento, presentándose una remoción mayor a 60mg/l en los reactores que contenían lemna sp y un 40% aproximadamente en el reactor control. Al final del experimento los resultados obtenidos fueron de 80.92% (78.9mg/l) en el reactor 1, 78,97% (77 mg/l) en el reactor 2, 75.69% (73.8mg/l) en el reactor 3 y 65.12% (63.5 mg/l) en el reactor control. Con estos resultados podemos deducir que estas macrofitas presentan una remoción aceptable en términos de DQO, Tabla 5.


  Lo que se puede corroborar con el trabajo “recientes aplicaciones de la depuración de aguas residuales con plantas acuáticas” realizado por Celis Hidalgo et al, (2005)(8) en donde se concluye la capacidad de remoción de materia orgánica en términos de DQO de las macrofitas, Tabla 5. Esta remoción nos evidencia que hay asimilación de la materia orgánica por parte de la macrofita sembrada en los reactores usados en este experimento. En la Figura 7 se puede observar que los reactores donde se inoculó la macrofita presentaron mayor remoción en terminos de DQO comparados con el control. Analizando estos resultados se puede establecer que en los reactores 1, 2 y 3 se obtuvo un valor aproximado de 15% de remoción mayor que el control.


  Determinación del nitrógeno total kjeldalh.

  En cuanto a los resultados de la eliminación de nutrientes, específicamente de nitrógeno, se evidenciaron los siguientes porcentajes de remoción de cada uno de los reactores: 96.93% en el reactor 1, 94.63% en el reactor 2, 94.61% en el reactor 3 y 43.35% en el reactor control evidencian que dicha remoción supera el 80%, observándose mayor remoción en el reactor 1, donde se observó el mayor crecimiento del Duckweed.
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  Figura 6. Valores de la temperatura en cada reactor.


  Tabla 5. Valores de DQO obtenidos durante la experimentación.
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  Discusión


  La capacidad de asimilación de los nutrientes en términos de nitrógeno por parte del Duckweed está directamente relacionada con la velocidad de crecimiento, la población establecida y la composición del tejido de las plantas (Waha et al., 2005)(9). Silva y de Quiroz (2004)(10) señalaron que los estanques con plantas acuáticas para el tratamiento de aguas residuales, se basan en principios ecológicos, en donde los efluentes son tratados eficientemente mediante relaciones mutuas y coordinadas de flujo de energía y nutrientes, entre las plantas acuáticas y los microorganismos degradadores.


  En las figuras 8 y 9 se observa el comportamiento del nitrógeno total Kjendalh en cada uno de los reactores; la mayor parte de los elementos asimilados puede deberse a la absorción de los compuestos nitrogenados por parte de la macrofita.


  Investigaciones anteriores muestran que la remoción de nitrógeno total kjendalh en lagunas Duckweed se da de forma gradual en relación a los días transcurridos; es el caso de Caicedo, J. R. et al (1995) (11), en el que se analizó el comportamiento de este parámetro en líneas continuas de 7 estanques, con TRH de 3 días en cada uno, donde se demostró que la disminución de NTK es debida mayormente a la incorporación en la biomasa vegetal.


  En la Figura 9 se puede apreciar la remoción del NTK por parte de la macrofita lemna sp en cada uno de los reactores, en los reactores 1, 2 y 3 el porcentaje está por encima del 90%, mientras el reactor control el cual no fue inoculado con la macrofita presenta una remoción por debajo del 45%. Por lo cual se puede establecer que la efectividad de la lemna sp para la remoción de nitrógeno total es mayor del 50%.


  El comportamiento durante el montaje en relación a la eliminación de nutrientes, específicamente de fósforo total, se evidencian en la Tabla 6. Los porcentajes de remoción de cada uno de los reactores superan el 69%, observándose mayor remoción en el reactor 2. El comportamiento de los reactores fue muy similar, con concentraciones al final del montaje de 13.85mg/L en el reactor 1; 11.82mg/L en el reactor 2; 12.05mg/l en el reactor 3 y 37.44mg/l en el control.


  Los resultados de este experimento evidencian que la remoción del fósforo en los reactores puede deberse a la acumulación del mismo en los sedimentos y a la absorción del fósforo por parte de la planta. Esto se soporta en investigaciones previas, como es el caso de Rodríguez P., et al, (1996)(12), en donde la remoción de fósforo es relacionada con la absorción por parte de la planta; y su eficiencia depende del tamaño y el sistema radicular de las mismas. El comportamiento de este parámetro se presenta en las Figuras 10 y 11.
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  Figura 7. Variaciones de concentración de DQO.
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  Figura 8. Valores de las variaciones en las concentraciones de nitrógenoctotal.
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  Figura 9.Variaciones en las concentraciones de nitrógeno total.
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  Figura 10. Valores de las concentración de fósforo total.


  Tabla 6. Variación de la concentración de fósforo total.
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  Figura 11. Variación de las concentraciones de fósforo total.
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  Figura 12. Valores de las concentraciones de fósforo soluble en loscreactores.
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  Figura 13. Variación de las concentraciones de fósforo soluble en los reactores


  Analizando la figura anterior se pudo determinar que las macrofitas en estudio (lemnas sp) presentaron una remoción significativa en los niveles de fósforo total lo cual se refleja en los porcentajes de remoción de los reactores que trabajaron con esta macrofita: reactor 1 (69,18%); reactor 2 (73,7%); reactor 3 (73.19%), a diferencia del reactor control el cual presentó un porcentaje de remoción de 16.69%.


  Estudios realizados por Obek y Hasar (2002)(13) demuestran que la lemna sp puede remover fósforo eficientemente si se cosecha frecuentemente, la concentración pudo ser reducida de 15mg/lt a 0,5mg/lt al final de un periodo de 8 días (Durán Z.L., 2009)(14). Esto puede deberse a que las lemnas para su desarrollo necesitan altas cantidades de fosforo mejorando la calidad del agua (Caicedo 2007, citado por Durán Z.L., 2009) (6,14).


  En cuanto a la determinación de fosforo disuelto, se encontró que la concentración de fosforo soluble removida fue de 1.28 mg/l (28.8%) para el reactor 1, 1.25 mg/l (28.1%) para el reactor 2, 1.27 (28.5%) mg/l para el reactor 3 y 1.1 mg/l (24.7%) para el control. Teniendo en cuenta que la variación entre la caracterización inicial y el valor final, la concentración de fósforo soluble en los reactores no es significativa, se establece que la lemna sp no realiza remoción considerable de este parámetro, lo que se puede observar en la figura anterior donde el control presenta un comportamiento similar que el de los reactores 1, 2 y 3, Figuras 12 y 13.


  Tabla 7. Comportamiento de coliformes totales en los reactores.
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  Tabla 8. Comportamiento de coliformes fecales en los reactores.
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  En cuanto a la determinación de coliformes totales y fecales, se realizó para conocer la eficiencia que el Duckweed posee para remover este tipo de contaminación. Estos análisis microbiológicos se realizaron cada 10 días durante el montaje, y los resultados se muestran a continuación, Tablas 7 y 8. Con base en estos resultados, se comprueba que el Duckweed no remueve contaminación en términos de coliformes, ya que no se observó ninguna reducción en los reactores. La eficiencia de sistemas con macrofitas es menor al de las algunas de estabilización convencionales (Dewedar y Bahgat ,1995; Reed et al.,1988; Van der Steen et al., 1998 citados por Valderrama et al.,)(15) lo cual se ve reflejado en los valores de remoción de estas durante la experimentación ya que la concentración al último día es similar a la inicial.


  Como conclusiones, se pudo establecer que l sistema duckweed es eficaz para la remoción de materia orgánica y nutrientes (nitrógeno y fósforo) en efluentes de lagunas de estabilización que tratan aguas residuales domésticas; sin embargo, el sistema experimental es ineficiente en lo que compete a remoción de contaminación fecal, ya que la concentración de coliformes totales y fecales permaneció igual al paso de los días.


  Así mismo, la tasa de crecimiento del duckweed está determinada por la disponibilidad de nutrientes y materia orgánica por lo tanto se puede establecer que estos son factores esenciales para su crecimiento y reproducción.


  Con base en todo lo anterior, se puede concluir que el Duckweed, es una buena alternativa para la depuración de las aguas residuales domésticas, pudiendo eliminar grandes cargas de materia orgánica (expresada en DQO) y de nutrientes (nitrógeno y fósforo). Además de las ventajas de orden económico y de implementación; por ser tecnologías limpias y que no requieren muchos recursos para su operación y mantenimiento. Sin embargo el uso del Duckweed, en el tratamiento de aguas residuales dependerá de las características presentes en la misma así como también de las condiciones del lugar donde se requiera hacer la implementación.
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  Resumen


  En el ámbito mundial, sin distingo de raza, edad, género ni procedencia geográfica, la anemia de mayor prevalencia es la anemia ferropénica. De la misma forma, son insuficientes los reportes nacionales e internacionales sobre la prevalencia de los estados subclínicos de hierro, especialmente en comunidad afrodescendiente. El objetivo de la investigación fue caracterizar una población masculina afrodescendiente de 73 hombres sanos con edades comprendidas entre los 16 y 30 años mediante el comportamiento del índice (sTfR- Log F.S.), residentes en San Basilio de Palenque y en Cartagena de Indias DTyC. Se determinaron los índices primarios eritroides: hemoglobina (Hb), hematocrito (Hto), estudio de sangre periférica (E.S.P.); el receptor soluble de transferrina (sTfR), la ferritina sérica (F.S.) y el índice receptor soluble de transferrina – Logaritmo de la ferritina sérica (sTfR-Log F.S.) El análisis estadístico se realizó mediante el software de SPSS versión 17,0.


  En la población de San Basilio de Palenque el hallazgo hematológico por el algoritmo de mayor frecuencia se asoció a la enfermedad crónica acompañada de deficiencia de hierro en el 41.6%, seguido de deficiencia subclínica de hierro estadio II con un 33.3%. En Cartagena el hallazgo de mayor frecuencia fue la enfermedad crónica con deficiencia de hierro en 49%, seguido de deficiencia subclínica de hierro estadio II 20.41%. Las dos poblaciones evidenciaron un comportamiento hematológico similar en las diferentes variables, constituyéndose estos resultados en pioneros para futuras investigaciones de los estadios subclínicos que anteceden la deficiencia de hierro en afrodescendientes colombianos.


  Palabras clave: Indicé Receptor Soluble de Transferrina- Log Ferritina Sérica, deficiencia subclínica de hierro, afrodescendientes, anemia ferropénica, anemia por enfermedad crónica.


  Abstract


  Identification of iron deficiency risk by index soluble transferrin receptor-log ferritin in African descent men living at San Basilio de Palenque, Cartagena de Indias, DT and C., Bolivar, Colombia.


  Worldwide, iron deficiency anemia is the most prevalence anemia, regardless of race, age, gender or geographical origin; alike there is insufficient the data and reports on the prevalence of subclinical iron states especially in the African descendant community national and internationally. The research aimed to characterize a healthy male population of African descendent aged between 16 and 30 years through the index (sTfR-Log FS) in 73 African descent men living in San Basilio de Palenque and Cartagena de Indias DT y C. Erythroid index were determined: hemoglobin (Hb), hematocrit (HCT), peripheral blood smear evaluation, the soluble transferrin receptor (sTfR), serum ferritin (SF) and soluble transferrin receptor index - Logarithm of serum ferritin (sTfR-Log FS). Statistical analysis was performed using SPSS software version 17.0.


  Using the sTfR-Log FS, at San Basilio de Palenque, the hematologic finding by algorithm is most often associated with chronic disease along with iron deficiency (41.6%), followed by subclinical iron deficiency stage II (33.3%). In Cartagena, chronic iron deficiency (49%) was the most frequent found it, followed by subclinical iron deficiency stage II (20.41%). The two populations showed similar behavior in different hematologic variables, these results becoming pioneers for future research of the subclinical stages preceding iron deficiency in Colombia’s Afro-descendants.


  Keywords: soluble transferrin receptor index-Log serum ferritin, subclinical deficiency of iron, African descendant, ferropenic anemia, anemia of chronic disease.


  Introduccion


  La prevalencia de anemia ferropénica en el ámbito mundial es del 48.8%, según los datos suministrados por la Organización Mundial de la Salud (OMS); en población latinoamericana la prevalencia es del 58%; se estima que Colombia tiene una prevalencia entre el 20% y 39.9% de la población, Antes de desarrollar anemia ferropénica se presentan deficiencias subclínicas de hierro, estas deficiencia pueden cursar en estadio I con una depleción progresiva del hierro de los depósitos con eritropoyesis normal y sin alteración morfológica en el extendido de sangre (1), el estadio II presenta depleción del compartimiento de depósito de hierro, mientras se utiliza el hierro disponible en el compartimiento de transporte la producción de eritrocitos continua normal y pueden afectarse otros tejidos dependientes de hierro como los músculos con síntomas inespecíficos(1). Por último en el estadio III se manifiesta la anemia ferropénica en el que la hemoglobina se encuentra por debajo de los valores de referencia ante la depleción de los depósitos y se presenta disminución de hierro de transporte. En esta fase los pacientes experimentan los síntomas de la anemia los cuales son fatiga, debilidad y palidez mucocutánea (2).


  El diagnóstico de deficiencia subclínica de hierro no se logra con análisis hematológicos de rutina; determinación de hemoglobina y hematocrito, por lo que actualmente se incorpora la determinación del sTfR combinado con el sTfR-Log F.S., prueba capaz de informar sobre el almacenamiento y el compartimiento funcional del hierro con una sensibilidad del 92-94% y especificidad del 98% (1).


  El diagnóstico de deficiencias subclínicas de hierro en pacientes afrodescendientes puede ser difícil, debido a que algunos parámetros hematológicos están por debajo de los valores de referencia. Algunos estudios plantean que la hemoglobina se encuentra disminuida posiblemente por los niveles de 2,3-difosfoglicerato que son mayores en esta raza y se correlacionan inversamente con la hemoglobina. Otra hipótesis indica que aproximadamente 1,4% de la población afrodescendiente colombiana presenta talasemias de rasgo heterocigoto (3). Por otro lado se contempla la disminución de la hemoglobina con el rasgo de célula falciforme, que se produce en aproximadamente el 8% de la población y la deficiencia de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (4).


  Las personas afrodescendientes presentan características hematológicas propias de su raza, debido a numerosos cambios adaptativos tanto genéticos como ambientales (4), a esto se suman los bajos aportes nutricionales de hierro que puede causar reacciones adversas sobre su salud (5). Esta investigación tuvo como finalidad caracterizar hematológicamente a una población afrodescendiente colombiana teniendo como base estudios realizados en poblaciones africanas que presentan características hematológicas propias de su raza y demostrando que el sTfr-Log F.S es una prueba aplicable a distintas poblaciones.


  Materiales y métodos


  Seleccion de la muestra. Se realizó extracción sanguínea venosa de doble tubo tapa lila y tapa roja en 73 hombres afrodescendientes sanos con edades comprendidas entre 16 y 30 años. Del total de las muestras 24 pertenecían a hombres afrodescendientes de San Basilio de Palenque (Bolívar, Colombia) escolarizados, obtenidas con previo consentimiento informado, encuesta sociodemográfica de salud y estado nutricional con ayuno de 8 horas. Las 49 muestras restantes procedían de hombres afrodescendientes habitantes en Cartagena de Indias D.T.yC., obtenidas por muestreo ciego en el Hospital Naval de Cartagena. Los 73 hombres presentaron índices primarios eritroides dentro de los valores de variabilidad biológica.


  Determinaciones hematologicas. La Hemoglobina y Hematocrito (Hb-Hto) se determinaron en San Basilio de Palenque mediante el Hemoglobinómetro “Hbmeter” de Human y por microcentrífuga respectivamente. En Cartagena de Indias D.T.yC., mediante hemoanalizador de IV Generación, como criterio de exclusión para este parámetro se tomó la concentración de hemoglobina por debajo de 13 g/dL.


  Receptor soluble de transferrina (sTfR). Determinado mediante el ensayo inmunológico basado en la técnica ELISA sándwich (Quantikine, IVD. Human sTfRImmunoassayRef DTFR1 R&D Systems). El sistema utiliza un anticuerpo monoclonal anti-sTfR inmovilizado en la microplaca; la cantidad de conjugado que permanece en la celda es proporcional a la cantidad de sTfR capturado. Los valores de referencia para sujetos de raza negra y residentes de alturas iguales o superiores a 1600 msnm están incrementados en un 6% en el valor superior tal como se referencia entre 8.7 y 29.8 nmol/L (6-7).


  Ferritina serica (F.S.). Se realizó mediante el ensayo inmunológico basado en la técnica ELISA sándwich (Diagnostic Automation INC. Microwell ELISA Human Ferritin Enzyme Immunoassay Test Kit Ferritin Cat # 1601 Z).Los valores de referencia para hombres tomados en este estudios corresponden al rango entre 32 - 501ng/mL.


  Indice receptor soluble de transferrina / Log ferritina serica. La determinación del índice sTfRFS se obtuvo a partir de los valores de FS y del sTfR de cada muestra, los cuales se asociaron de acuerdo a la siguiente fórmula propuesta por Skikne: sTfR/ logFS (7-9). El sTfR-FS se obtuvo dividiendo el RsTf, expresado en mg/L entre el logaritmo en base 10 de la ferritina sérica. En sujetos que viven a nivel del mar, sin enfermedades inflamatorias crónicas ni neoplásicas, los valores mayores a 1,5 indican deficiencias de hierro.


  Proteina C Reactiva. Mediante técnica convencional de aglutinación para descartar proceso infeccioso o inflamatorio crónico (10).


  Analisis estadistico. Se evaluó la distribución de normalidad: utilizando la prueba de Shapiro-Wilk (criterio de normalidad: p≥0.05). Con base en el resultado de esta prueba se describieron las medidas de tendencia central: promedio o mediana y las medidas de dispersión: desviación estándar (SD) o los rangos mínimo y máximo. Se establecieron proporciones para la descripción de la variable categórica. Para establecer la diferencia de los indicadores hematológicos entre las dos poblaciones participantes, primero se evaluó la homogeneidad de las varianzas de las variables numéricas, para esto se usó la prueba deLevene (no homogeneidad de las varianzas: p≤0.05). Si la variable cumplía con el criterio de normalidad y de homogeneidad de las varianzas o el de normalidad se utilizó la prueba “t de Student”, y la prueba de U de Mann-Whitney si no cumplía el criterio de normalidad; se consideró una prueba significativa a dos colas con una p≤ 0.05. La prueba Ji al cuadrado de diferencias se utilizó para valorar las diferencias de proporciones de los hallazgos hematológicos entre las dos poblaciones con un valor significativo de p≤0.05. También se valoró la correlación entre la ferritina y el receptor soluble de transferrina para cada grupo poblacional participante a través de la prueba de Pearson, significativa con un valor de p ≤0.05. Se utilizó el programa estadístico SPSS versión 17.0.


  Tabla 1. Descripción de las características de los hombres afrodescendientes de San Basilio de Palenque y Cartagena de Indias, D.T. y C.
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  Resultados


  De 61hombres afrodescendientes escolarizados residentes en San Basilio de Palenque pertenecientes a la comunidad y asistentes a la Institución Educativa Benkos Biohó, el 83.6% son residentes de San Basilio de Palenque desde hace más de 10 años (nativos); el 37.7% se encuentra en el régimen vinculado del sistema general de salud; el 63.3% no cuenta con cobertura del sistema de salud y el 93.4% cuenta con el servicio de acueducto y agua potable.


  El 90% de los encuestados manifestaron un estado de salud excelente o buena, el 55% recibió la última valoración médica de 2 a 6 meses y el 95% no ha sido donante de sangre en los últimos tres meses. La enfermedad infecciosa que se presentó con el mayor número de casos fue la infección respiratoria aguda (IRA) con una frecuencia del 18.3% de casos, seguida de enfermedad diarreica aguda (EDA) con 16.6% de casos. Se destaca la presencia de eosinofilia en la población con asociación aparente a poliparasitismo, síndrome anémico en el 8.3%, sangrados y desnutrición en el 1.6% de la población.


  De los 61 encuestados el 60% no fue incluido en el estudio por inasistencia, falta de cumplimiento en requisitos previos ó formar parte del grupo de los criterios de exclusión. Estos hallazgos están en contraposición con la población estudiada cartagenera quién goza de mejores condiciones salubres y sociodemográficas


  Entre los dos grupos seleccionados, se analizaron un total de 73 muestras. En la ciudad de Cartagena las variables edad, F.S, sTfR y sTfR/log F.S. no siguieron una distribución normal como se demostró en la prueba estadística Shapiro-Wilk: p≤0.05, mientras que en San Basilio de Palenque los participantes siguieron una distribución normal, Shapiro-Wilk: p> 0.05. Así mismo, el Hto, la Hb y el sTfR siguieron una distribución normal en ambas poblaciones, Shapiro-WilK p≥0.05, Tabla 1.


  El hallazgo de mayor frecuencia fue la anemia por enfermedad crónica con deficiencia de hierro con un 49% seguido de deficiencia subclínica de hierro estadio II 20.41%, Figura No 1.


  Analisis comparativo de los indicadores biologicos entre los dos grupos poblacionales.
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  Figura 1. Distribución de los hallazgos hematológicos en los hombres de San Basilio de Palenque y Cartagena de Indias, D.T. y C, Bolívar, Colombia.


  

  Todos los indicadores biológicos presentaron homogeneidad de las varianzas (p≥0.05). El análisis comparativo de los indicadores biológicos entre los hombres de las dos poblaciones estudiadas se presentan en la Tabla 2, se observa que no hubo diferencias en los valores promedio de Hto, Hb y ferritina en las dos poblaciones (p≥0.05). Las medianas de sTfR y el índice sTfR/ log FS fueron mayores en los hombres de San Basilio de Palenque en comparación con los de Cartagena (p≤0.01). Con base en los hallazgos hematológicos se observó que no hubo diferencias entre estos en las dos poblaciones estudiadas (p≥0.05).


  En relación con los valores estándar establecidos para cada uno de los indicadores hematológicos y los índices en las dos poblaciones se observó que en San Basilio de Palenque todos los hombres presentaron valores de Hto iguales o superiores a 42%. Los niveles de Hb fueron superiores a 12.5g/dL en todos los hombres; el 33.3% de los hombres tenían la ferritina menor de 30ng/mL, el 41.6% valores entre 30ng/mL a 150ng/mL y 16.7% valores superiores a 150ng/mL. Se halló un sTfR superior a 29.8 en 95.8% de los hombres. Todos los hombres participantes de San Basilio de Palenque tuvieron valores del índice sTfR/ logFS mayores a 2.2.


  Por otra parte, en Cartagena el 16% de los hombres obtuvo un valor inferior de Hto a 42%. En los niveles de F.S., el 20.4% presentaron valores menores de 30ng/mL; el 49% presentaron valores entre 30 y 150ng/mL, y el 12.2% valores superiores a 150ng/ mL. El sTfR mostró valores superiores a 29.8nmol/L en el 75,5% de los hombres afrodescendientes. El 89.8% de los hombres presentaron valores del índice sTfR/log FS superiores a 2.2 y el 10.2% presentaron valores mayores a 1.8 -2.2.


  Si se tiene como valor de referencia para el sTfR el rango comprendido entre 8.7-29.8 nmol/L como hallazgo significativo, se encontró que el 80.8% de los hombres afrodescendientes sobre-expresaron el receptor por encima del valor de referencia, de tal manera que el 20.5% lo duplica por encima de 60 nmol/L y el 1.5% lo triplica.


  Análisis de la ferritina serica y el índice receptor soluble de transferrina-ferritinacon los hallazgos hematologicos. En la población de San Basilio de Palenque se encontró que el 41.6% de los pobladores tenían una ferritina entre 30ng/mL a 150ng/mL con un índice sTfR/log FS mayor ó igual a 1.8; seguido del 33% con una ferritina menor a 30ng/mL y con un índice sTfR/log FS mayor a 2.2, Tabla 3.


  Tabla 2. Diferencias en los indicadores hematológicos e índice entre las dos poblaciones afrodescendientes estudiadas.
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  Los hombres afrodescendientes de Cartagena presentaron en un 49% una ferritina entre 30ng/mL a 150ng/mL con un índice mayor ó igual a 1.8; seguido de 20.4% de los hombres con una ferritina menor a 30ng/ml y con un índice mayor a 2.2, Tabla 4.


  Tabla 3. Hallazgos hematológicos con base en los niveles de ferritina sérica y el índice receptor soluble transferrina- ferritina sérica en la población de San Basilio de Palenque.
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  Tabla 4. Hallazgos hematológicos con base en los niveles de ferritina sérica y el índice receptor soluble transferrina- ferritina con deficiencia subclínica de hierro en la población de Cartagena D.T.y C.


  [image: ]


  Discusión


  Las pruebas de laboratorio comúnmente utilizadas para detectar las deficiencias de hierro pueden generar resultados falsos –negativos en diferentes alturas sobre el nivel del mar, por lo tanto este estudio describió el comportamiento del índice (sTfR-FS)en hombressanos afrodescendientes con edades comprendidas entre los 16 y 35 años nativos y residentes de bajas alturas, para lo cual se emplearon los índices hematológicos primarios y las pruebas bioquímicas FS y sTfR, en este estudio no se encontraron diferencias significativas de la variable altura por debajo de los 1800 msnm.


  Es importante resaltar que los valores de hemoglobina no deben ser utilizados como herramienta diagnóstica en el síndrome anémico, ni de los estados subclínicos puesto que valores altos pueden estar enmascarando la deficiencia, a diferencia de los receptores solubles de transferrina que aumentan su valor por estímulo eritropoyéticoindicando que hay presencia de DH por la elevación de sus valores aun cuando la anemia esté ausente; es decir, que el receptor de transferrina tampoco debe usarse solo como indicador de DH, sino en complemento con otras pruebas diagnósticas como la ferritina sérica.


  Es importante puntualizar que la ferritina sérica es considerada reactante de fase aguda, traducida en valores incrementados como respuesta al proceso infeccioso o inflamatorio, lo cual puede enmascarar estadios subclínicos.


  Por otra parte, la determinación del índice sTfR- Log FS es una técnica sencilla y de gran valor diagnóstico por especificidad y sensibilidad, siendo de gran utilidad como marcador de deficiencia subclínica de hierro. Sin embargo, es relevante conocer la altitud sobre el nivel del mar y el comportamiento hematológico de la raza de cada población ya que puede tener importantes modificaciones en los valores de referencia, como es el caso de la población afrodescendiente que presenta un aumento del 6% en el valor del sTfR.


  Con respecto a la medición de la ferritina sérica, prueba especializada de tamizaje para depleción de hierro que evalúa los depósitos del biometal, se observó que el 24.6% de los hombres afrodescendientes estudiados presentaron valores por debajo del límite establecido, a este respecto el punto de corte establecido por la OMS, señala que aquellos valores ≤ 12ng/mL, deben ser considerados deficiencias de hierro. Como hallazgo importante, el 59% denotó hallazgos de reactividad para enfermedad, procesos infecciosos ó inflamatorios crónicos, evidenciados por el índice del receptor soluble de transferrinaferritina sérica.


  De la misma forma, según reportes previos en otros países (11) la población afrodescendiente evidencia valores de hemoglobina más bajos con relación a la raza blanca, sin embargo en este estudio se evidenció una media de 15.1g/dL para hemoglobina posiblemente atribuible al peso y la talla de los participantes, con un mínimo de 12.8 g/dL y un máximo de 17.3 g/dL.Tampoco se presentaron valores por encima de los valores de referencia de ferritina sérica como también se ha reportado para esta raza (12).Respecto al sTfR en el análisis estadístico se tuvo en cuenta un aumento del valor de referencia superior en un 6% para la población afrodescendiente.


  En el análisis comparativo de los indicadores hematológicos, los dos grupos tienen un comportamiento similar; aun cuando los afrodescendientes de San Basilio de Palenque han conservado los rasgos genéticos de un 82% - 92% (13); mientras que los afrodescendientes cartageneros han tenido mayor mestizaje.


  El estudio reveló que en el 25% de la muestra existe deficiencia subclínica de hierro estadio II valorados previamente con el indicador de concentración de hemoglobina bajo criterios de normalidad y sin ningún tipo de hallazgo morfológico al estudio de sangre periférica. Sin embargo los resultados del sTfR indican depleción del compartimiento de depósito de hierro y aumento significativo de ellos en un intento por captar hierro (2). Se considera que la población es susceptible a desarrollar en el corto plazo anemia ferropénica debido a que este estadio subclínico antecede la depleción.


  Es importante mencionar, que en la población de San Basilio de Palenque se excluyeron aquellas personas que en la encuesta de salud refirieron haber sido diagnosticados con parasitismo intestinal, anemia ferropénica, enfermedad inflamatoria o infecciosa con tres meses de anterioridad. En ambos grupos el hallazgo hematológico que prevalece fue compatible con anemia secundaria a enfermedad crónica acompañada de deficiencia de hierro en un 46.5%; criterio diagnóstico que se cumple según el algoritmo diagnóstico de Suominen (8) que explica que cuando el valor de la ferritina es mayor de 30 ng/ mL y el valor del índice sTfR- Log FS es mayor de 1.8 se describe como anemia por enfermedad crónica y deficiencia de hierro (8)debido al enmascaramiento de la deficiencia de hierro por el aumento de la ferritina sérica a pesar de una PCR negativa.


  Así mismo, son escasos los estudios que usan el índice sTfR- Log FS para el diagnóstico de deficiencia subclínica de hierro y es la primera vez que se tienen registros de la misma en afrodescendientes colombianos, más aún cuando según datos del Observatorio de Discriminación Racial, el 61% de los afrocolombianos no poseen el ingreso suficiente para suplir sus necesidades básicas de alimentación (14), un ejemplo de ello es la población de San Basilio de Palenque, patrimonio universal de la etnia africana en Colombia, que considera necesaria una mayor intervención por entes gubernamentales del sector salud en la implementación de programas de prevención y promoción de la salud.


  Con respecto a la determinación de la hemoglobina, el índice primario de la serie eritroide, considerado en el laboratorio, el parámetro por excelencia de descarte para el estado anémico, se encontró normalidad dentro de los rangos de variabilidad biológica para el 100% de la población estudiada con una media de 15.1 g/dL, evidenciado con ello una población aparentemente sana y en estrecha relación con la altura sobre el nivel del mar.


  Así mismo, el 24.6% de la población estudiada se enmarca en el grupo del estado subclínico grado II de la deficiencia de hierro.Es decir hombres afrodescendientes valorados con hemoglobinas dentro de los rangos de variabilidad biológica normales, aparentemente sanosque demuestran con la valoración simultánea de los nuevos indicadores, el agotamiento de sus depósitos enmarcándose en estados carenciales plenamente instaurados. Frente a la determinación de la Ferritina Sérica, el sTfR y el Indice Receptor Soluble de Transferrina, pruebas que en conjunto son más sensibles y especializadas, muestran un comportamiento similar a bajas alturas en las poblaciones estudiadas.


  Por otra parte, al 85% de la población participante en este estudio se le debe continuar con los análisis con el fin de identificar las posibles causas que enmascaren la deficiencia de hierro, ya que es competencia del equipo médico buscar las causas incluídas las nutricionales, el poliparasitismo, las hemorragias, trastornos en la absorción intestinal del biometal, que conlleven a la presencia de los estadíos subclínicos. Posterior a ello es necesario instaurar medidas profilácticas y nutricionales que eviten la depleción de los depósitos de hierro a tiempo, antes que un sujeto desarrolle anemia ferropénica evitando las consecuencias por la ausencia del biometal.


  Así mismo, los resultados encontrados demostraron una correlación estadísticamente significativa positiva entre el índice sTfR y una correlación estadísticamente significativa negativa con la FS, de lo cual se puede deducir que el índice se comporta directamente proporcional e inversamente proporcional con sus indicadores respectivamente.El índice sTfR-FSes una prueba altamente específica y sensible dado que potencializa los indicadores hematológicos.


  Como hallazgo significativo, se encuentran los valores obtenidos del índice Receptor soluble de

  tranferrina mayor a 2.3 con un mínimo de 2.4 y un máximo de 13.6, convirtiéndose en indicador importante para la continuidad del estudio en esta comunidad afrodescendiente.El uso índice sTfR-Log FS una medida de detección precoz que puede ser adoptada por el laboratorio de diagnóstico en hematología.


  Finalmente, con este estudio se comprueba la efectividad de la aplicación del índice sTfR-FS como prueba alterna en la detección de las deficiencias de hierro en la población masculina se pueden instaurar planes de capacitación al recurso humano en salud con el fin de la adopción de este índice en la rutina médica. Es importante anotar que este estudio servirá como base para posteriores investigaciones en población afrodescendiente con miras a mejorar la calidad de vida de estas comunidades, bajo el referente específico que el estado anémico ferropénico es de instauración lenta y progresiva, por lo tanto se debe tener cuidado en la detección de los casos y las familias en riesgo.


  De la misma forma, es importante precisar que el éxito del tratamiento depende de la determinación de la causa específica y aquellas que sean susceptibles de tratamiento tendrán una excelente evolución y recuperación positiva en los pacientes.


  Como recomendaciones, sugerimos analizar de manera detallada los patrones gastronómicos de la comunidad para fortificar las dietas con hierro hemínico, así como las rutas de acceso para el ingreso de alimentos a la población, gestionar en colegios la consecución de meriendas que cumpla con todos los criterios de nutrición e implementar una serie de mecanismos que permitan solucionar esta situación.
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  Resumen


  El romero es una de las plantas aromáticas más importantes dentro del mercado de exportación colombiano. El cultivo de esta planta se ve afectado por marchitez vascular producida por Fusarium spp. El objetivo principal de este trabajo fue establecer en el romero el efecto biocontrolador de Bacillus spp., frente a Fusarium spp., bajo condiciones de invernadero. Para ello se seleccionaron Bacillus liqueniformis (B1), Bacillus subtilis (B2), Bacillus megaterium (B14), Bacillus brevis (E2), aislados de rizósfera de plantas aromáticas, a los cuales se les realizaron pruebas de viabilidad, identificación enzimática manual y automatizada, y pruebas de antagonismo in vitro en medio PDA frente a Fusarium acuminatum aislado de las plantas de romero, comprobando la patogenicidad del hongo por postulados de Koch.


  El ensayo se realizó con 30 plántulas de romero, un control negativo y uno positivo, bioensayos con sólo Bacillus spp., y tratamientos con Bacillus spp., más el patógeno. Para evaluar la severidad del patógeno y el comportamiento de las bacterias cada ensayo se realizó por triplicado y bajo condiciones de invernadero. En las pruebas de antagonismo in vitro B1 y B2 presentaron entre el 70–100% de inhibición del micelio y B14 y E2 entre el 40–69%. Los Bacillus spp., disminuyeron la severidad de la marchitez vascular en todos los ensayos; por la producción de sustancias antifúngicas facilitaron el aumento del peso seco de las hojas de las plantas al permitir la obtención de nutrientes y B14 aumentó la longitud de la raíz y el tallo. Se precisa secuenciar el aislamiento de Fusarium, para confirmar la especie.


  Palabras clave: fitopatógeno, marchitez vascular, Rosmarinus officinalis L.


  Abstract


  Evaluation of biocontrol effect of Bacillus spp. vs. Fusarium spp. under greenhouse conditions in Rosmarinus officinalis L.


  This study evaluates the effect of the genus Bacillus sp as biological control of fungal phytopathogens in plants, mostly through antagonistic relations that induce cell death in natural way. Fusarium oxysporum is well-known pathogen related with vascular wilt and root rot in a variety of plants; colonizing the vessels and blocking them to cause yellowing of leaves due to the impossibility in the transport of nutrients, causal of serius economic loss in national agriculture. Several mechanisms have been established to control this filamentous fungi within which are the extensive and variable use of agrochemicals and pesticides, but due its harmful effects to the environment, has begun to replace by the use of the genus Bacillus.


  Its biocontrol effect is mediated by the biochemical profile, as they produce multiple biologically active metabolites; Bacillus subtilis produces fengycin and iturin A, and Bacillus brevis and gramicidin S (1-5), able of inhibit the normal growth and development of other organisms, this suggest its use as a biocontrol of pests to strengthen the current environmental quality standards.


  Keywords: Bacillus sp, Fusarium oxysporum, biocontrol, genes, metabolites.


  Introducción


  El cultivo de romero (Rosmarinus officinalis L.), es uno de los más importantes dentro del mercado de plantas aromáticas y medicinales en el mundo; debido a que de éste se obtienen aceites esenciales estimulantes y tónicos medicinales para perfumería, además de que es utilizado como condimento (1). Colombia presenta una condición de alta heterogeneidad en la siembra de especies de plantas aromáticas, siendo el departamento de Cundinamarca el de mayor área de cultivo, principalmente de romero (2). Las plantas de romero pueden ser afectadas por varios fitopatógenos, entre los que se destaca el Fusarium spp., ocasionando marchitez vascular, lo cual provoca pérdidas económicas y de confiabilidad en el producto, dispersión del patógeno en los cultivos aledaños y contaminación de suelo y agua por la utilización de agroquímicos para combatirlo.


  Es importante resaltar que Colombia exporta hierbas aromáticas principalmente a Norteamérica y Europa (2). La producción del romero como hierba aromática condimentaria y especialmente como esencia, se perfila como una actividad promisoria (3). Las exportaciones de éstas especias se perjudican, cuando las aromáticas no se encuentran en un estado fitosanitario óptimo y por ende las ganancias de los cultivadores y empresarios disminuye.


  El manejo convencional de los problemas fitosanitarios por parte de los agricultores se basa en la aplicación de químicos, generando deterioro en los suelos y disminución en la calidad del producto agrícola. Razón por la cual en los últimos años las investigaciones están encaminadas a plantear sistemas de control de fitopatógenos, usando biocontroladores como alternativa para mantener el equilibrio en los ecosistemas agrícolas. La utilización de microorganismos saprófitos, especialmente seleccionados, pertenecientes a la flora de los suelos agrícolas para controlar fitopatógenos, representa una importante herramienta y una alternativa de control biológico (4).


  Entre los microorganismos más utilizados para el control de fitopatógenos fúngicos se encuentra el género Bacillus spp. (5,6), debido a que tienen la facilidad de digerir la quitina, además de la producción de antibióticos como: bacitracina, polimixina, tirocidina, gramicidina y circulina, entre otros (7). Este estudio plantea una posible alternativa para el control de la enfermedad, al establecer el efecto biocontrolador de Bacillus spp., frente a Fusarium spp., bajo condiciones de invernadero en plantas de romero durante su etapa vegetativa, experimento que se realizó en los invernaderos de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogotá.


  Materiales y métodos


  Las bacterias utilizadas en este estudio fueron aisladas de rizósfera de mejorana, tomillo, estragón, estrellita de Belén y albahaca, en proyectos anteriores realizados con el grupo de investigación CEPARIUM de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.


  Recuperación de microorganismos aislados de rizósfera de plantas aromáticas. El procedimiento para la descongelación de los microorganismos en éste estudio fue realizado de acuerdo al protocolo descrito por Corrales y Sánchez en el 2005, con modificaciones (8). Los viales de las cepas utilizadas correspondían a L2, L3, L4, L7, L10 aisladas con anterioridad de la planta estrellita de Belén (9); H4, AHE, A. iwoffi, MISC, 9.5.1, 7.4.1, 7.4, 4.5, 3.5, 2.5, 2.4, 4.4, 1.5 aisladas de mejorana (10); E4, E2, E1 aisladas de estragón(11); B1, B2, B3, B4 aisladas de tomillo (12); y B14 aislada de albahaca (13), para un total de 26 microorganismos.


  Identificación de los microorganismos seleccionados. Se seleccionaron siete cepas de acuerdo a las características de viabilidad y de crecimiento que presentaron. Se realizó la identificación a las cepas seleccionadas (9.5.1, B1, B2, B3, B4, E2, B14), a través de pruebas bioquímicas manuales (TSI, citrato de Simmons, urea, motilidad, nitritos, NaCl 4.5%, glucosa, xilosa, arabinosa, almidón) y automatizadas por el sistema BBL CRYSTAL.


  Aislamiento e identificación del patógeno. Se utilizó un aislamiento de Fusarium spp., obtenido anteriormente de plantas de romero (Rosmarinus officinalis) que presentaban signos y síntomas de marchitez vascular de cultivos de la Universidad Nacional, sede Bogotá. A éste se le realizó coloración con azul de lactofenol, para la identificación microscópica por claves taxonómicas específicas del género Fusarium (Fuskey).


  Pruebas de patogenicidad. Con el fin de determinar sí el aislamiento proporcionado por la

  Universidad Nacional de Colombia era el causante de marchitez vascular en romero (Rosmarinus officinalis); se realizaron pruebas de patogenicidad en las plántulas de un mes, con cuatro repeticiones; la evaluación se efectuó a los ocho días con la medición de severidad. Las plántulas fueron lavadas con agua de chorro y sometidas a desinfección con hipoclorito de sodio al 10% por 5 minutos, posteriormente fueron lavadas con abundante agua destilada estéril y sumergidas en alcohol al 70%, luego se dejaron secar en toallas absorbentes (14). En un ambiente antiséptico se hizo una herida en la base del tallo, sobre la misma se colocó el inóculo (el hongo con 15 días de desarrollo en medio PDA), cubriendo la zona tratada con gasa humedecida en agua destilada estéril. Las plantas control fueron sometidas al mismo tratamiento colocándoles solamente gasa humedecida (15).


  Cada uno de los tratamientos fue sembrado en turba estéril a capacidad de campo. Las plantas se mantuvieron en cámara húmeda constituida por bolsas de plástico transparentes. Tanto las plantas inoculadas como los controles fueron mantenidos a 23°C ±3°C bajo condiciones de invernadero (15). Estas fueron evaluadas macroscópicamente y al estereoscopio a los ocho días para observación de los haces vasculares a través de un corte longitudinal en el tallo. Para la determinación de los postulados de Koch los tallos se sembraron en agar Rosa de Bengala y PDA con el fin de obtener el patógeno; la confirmación de las estructuras microscópicas se realizó con coloración de azul de lactofenol.


  Prueba de enfrentamiento directo. Para observar el potencial antagónico in vitro de las bacterias B1, B2, B3, B4, E2, 9.5.1 y B14 contra Fusarium spp., se utilizó la metodología empleada por Acosta y Avellaneda (12), con algunas modificaciones. Se sembró el fitopatógeno en el centro de una caja de Petri y cuatro biocontroladores por estría a una distancia de 3cm respecto al patógeno. Los ensayos se sembraron por triplicado en agar PDA por 7 días a 28°C, y al mismo tiempo se hizo un control del crecimiento del aislamiento del Fusarium spp., utilizado (12).


  La tasa de crecimiento micelial se dio en centímetros por día, se determinó teniendo en cuenta el radio de crecimiento de la colonia fúngica calculando su magnitud mediante la expresión sugerida por Mead (9):


  T.C= (Cf -Ci)/ (Tf-Ti)


  El porcentaje de inhibición del crecimiento micelial se calculó empleando la fórmula de Samaniego y colaboradores, citado por Acosta y Avellaneda (12).


  % inhibición= ((R1-R2) / R1)* 100


  El comportamiento de inhibición mostrado por los diferentes aislamientos se agrupó de la siguiente manera (9):


  - Negativo: ausencia de zona de inhibición o un porcentaje menor de 10% y crecimiento normal de la colonia fúngica, de forma similar al control.

  - Baja: ausencia de zona de inhibición o con un porcentaje entre 10–39% y con disminución en el crecimiento de la colonia fúngica.

  - Media: ausencia de zona de inhibición o un porcentaje entre 40–69% y con disminución en el crecimiento de la colonia fúngica.

  - Positivo: presencia de zona de inhibición definida o en un porcentaje entre 70–100%.


  Material vegetal. Se sembraron 200 plántulas de romero (Rosmarinus officinalis) por esqueje en una bandeja en el invernadero de propagación de la Universidad Nacional de Colombia. Después de un mes, se seleccionaron 30 plántulas homogéneas en tamaño, sin signos y síntomas de enfermedad.

  

  Preparación del inóculo del patógeno. Para la preparación del inóculo de Fusarium spp., se utilizó un hongo de 15 días de crecimiento en medio PDA. A éste se le agregó 20 mL de agua destilada estéril y se raspó con un asa para despegar los conidios. Posteriormente, se filtró la suspensión con dos gasas estériles (16) y se agitó en vortex durante un minuto.


  Luego se agregó esta suspensión a frascos estériles de 75 mL con agua destilada estéril. Después se realizó un recuento de conidios en cámara de Neubauer, para obtener una concentración de 1x106 conidios/mL y con ayuda de un bisturí a las plantas se les cortó 10 mm de la base del tallo, inoculando en esta 1mL de la suspensión de Fusarium spp., con jeringa. En los controles negativos se reemplazó el inóculo de Fusarium spp., por agua destilada estéril (12).


  Preparación del inóculo de los biocontroladores. Para la preparación del inóculo de los biocontroladores se realizó siembra de las bacterias en agar Mueller– Hinton, a las 24 horas de crecimiento de estas se preparó en caldo BHI la concentración estandarizada a 108 UFC/mL, usando la escala de Mac Farland (17).


  Montaje del bioensayo. Cuando las plántulas alcanzaron una altura promedio de 10 cm se procedió a medir la longitud del tallo, raíz y longitud total por planta. Se lavaron con agua destilada estéril para eliminar el exceso de suelo y se hizo un corte en la base del tallo bajo condiciones asépticas (14). Luego se sumergieron en frascos que contenían las suspensiones bacterianas B14, E2, B1, B2 durante 15 min (18). A las 24 horas fue inoculado por inyección 1 mL de la suspensión del patógeno en la herida realizada en la base del tallo. Las plántulas fueron colocadas bajo condiciones de invernadero durante 35 días bajo una polisombra. En el ensayo se montó un testigo positivo y uno negativo, cuatro bioensayos que contenían sólo los Bacillus spp., biocontroladores y cuatro tratamientos que contenían cada uno los Bacillus spp., con el patógeno, todos estos por triplicado.


  Evaluación de la severidad. Las plantas fueron evaluadas cinco veces durante 35 días. La evaluación de la severidad se llevó a cabo mediante la elaboración de una escala establecida por primera vez para esta especie vegetal, Figura 1, y se utilizó la fórmula de Castaño (19,20):


  Severidad(%): sumatoria (n*1)/N


  Severidad %: severidad de la enfermedad expresada en porcentaje del tejido afectado.

  n: número de unidades de muestreo clasificadas en cada clase.

  I: índice de severidad por cada clase.

  N: número total de unidades de muestreo observadas.


  Confirmación del patógeno en haces vasculares. Se realizaron cortes longitudinales a los tallos, con el fin de observar a través del estereoscopio los haces vasculares de todas las plantas del ensayo, identificando síntomas internos de marchitez vascular; posteriormente se sembró en agar PDA dos segmentos de estos tallos, previa limpieza y desinfección, con el fin de confirmar la presencia o ausencia del hongo fitopatógeno.


  Evaluación del crecimiento y peso seco. Al finalizar el ensayo se procedió a medir la longitud del tallo y raíz para determinar diferencias entre estas. Las plantas fueron llevadas a un horno a 70°C por tres días para determinar su peso seco.


  Resultados


  Recuperación de microorganismos aislados de rizósfera de plantas aromáticas. Los 26 microorganismos descongelados presentaron crecimiento en caldo BHI después de 24 horas, esta lectura se evidenció a través de la turbidez del caldo. De éstos, se seleccionaron siete de acuerdo a los siguientes criterios: morfología, tamaño, abundancia y presencia de esporas en la coloración de Gram, mejor crecimiento en agar sangre y ausencia de contaminación.
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  Figura 1. Escala de severidad en romero establecida por Bautista, González y Guevara



  Identificación de microorganismos seleccionados

  Los resultados de las pruebas bioquímicas manuales se ven en la Tabla 1 y los de las pruebas automatizadas (BBL CRYSTAL) en la Tabla 2.


  Identificación del patógeno. Las características microscópicas y macroscópicas del fitopatógeno concuerdan con Fusarium acuminatum, Tabla 3.

  A) Colonia de Fusarium aislado de romero.

  B) Esporodoquios de color amarillo, Figura 2.

  A) macroconidias de 25μm con 4-6 septos, sin coloración, observación microscópica 40x.
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  Figura 2. Características macroscópicas de Fusarium sp., en agar PDA
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  Figura 3. Observación microscópica de las estructuras del aislamiento del Fusarium spp.


  Tabla 1. Actividad enzimática por pruebas bioquímicas manuales.
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  Tabla 2. Identificación de microorganismos por actividad enzimática en método automatizado.
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  Tabla 3. Características macroscópicas y microscópicas de un aislamiento de Fusarium spp., en romero.
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  B) macroconidias abundantes en cámara de Neubauer, observación microscópica 10x. C) clamidosporas globosas y conidioforo ramificado con azul de lactofenol, observación microscópica 40x. Bautista, González y Guevara (2009).


  Pruebas de patogenicidad. Los cuatro tratamientos presentaron signos y síntomas de marchitez vascular macroscópica y al estereoscopio. El control negativo no presentó signos ni síntomas. En agar rosa de Bengala y PDA, se evidenció el crecimiento de un hongo con micelio rojo claro el cual concuerda con el Fusarium inoculado como se observa en la Figura 4A, en la coloración de azul de lactofenol muestra características compatibles con el fitopatógeno estudiado como se observa en la Figura 4B.
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  Figura 4. Crecimiento del hongo en agar PDA y Rosa de Bengala y observación microscópica. A) Aislamiento del fitopatógeno en agar PDA, y rosa de bengala. B) Observación microscópica en 40x con coloración de azul de lactofenol del hongo crecido en agar PDA. Bautista, González y Guevara (2009).


  Tabla 4. Resultados del porcentaje de inhibición y tasa de crecimiento micelial del aislamiento de Fusarium spp., frente a los Bacillus spp.
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  Prueba de enfrentamiento directo. Los Bacillus analizados resultaron ser eficientes contra el ataque del Fusarium spp., aislado en las pruebas in vitro. Los resultados del porcentaje de inhibición y la tasa de crecimiento micelial frente al patógeno se hicieron en base al promedio de las tres repeticiones por bacteria, estos datos se referencian en la Tabla 4 y Figuras 5 y 6. B1 y B2 fueron positivas presentando un porcentaje entre el 70–100% de inhibición del micelio. B3, B4, B14, E2 y 9.5.1 mostraron una inhibición media con un porcentaje entre 40–69%. Ninguno de los Bacillus obtenidos tuvo un porcentaje bajo de inhibición ni negativo.


  Montaje del bioensayo. Con base en los resultados obtenidos en las pruebas bioquímicas, las pruebas de antagonismo y la pureza de la cepa no se pudo trabajar con las siguientes bacterias: B3 pues correspondía a Bacillus subtilis al igual que B2, pero con menor porcentaje de inhibición; B4 presentó contaminación al momento de montar el bioensayo y 9.5.1 en la identificación bioquímica arrojó valores de confiabilidad menores a un 90%: compatibilidad con Oerskovia spp., en un 80% y con Bacillus liqueniformis en un 12%, por lo tanto no se utilizó. Las bacterias utilizadas para el montaje de la prueba de campo fueron: B1 (Bacillus liqueniformis), B2 (Bacillus subtilis), B14 (Bacillus megaterium) y E2 (Bacillus brevis).
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  Figura 5. Porcentaje de inhibición de Bacillus spp., frente al aislamiento de Fusarium spp.
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  Figura 6. Tasa de crecimiento micelial del aislamiento de Fusarium spp., frente a Bacillus spp.


  Evaluación de la severidad. Los resultados de la severidad se muestran en la Figura 7. Todas las bacterias fueron eficientes frente a Fusarium spp bajo condiciones de invernadero comparado con el control positivo. La menos eficiente fue B14 con un porcentaje de severidad de 31,6%. E2 y B2 mostraron resultados iguales con 13,3% y B1 se acerca a estos resultados con 15%.


  Confirmación del patógeno en haces vasculares. A través del estereoscopio se pudo observar un color gris claro en los haces vasculares a excepción del testigo positivo donde dos de las tres plantas (A, B y C) mostraron un color marrón. En el momento del corte varias plantas mostraron un endurecimiento en el sitio de inoculación. Los datos del crecimiento del patógeno en medio PDA se observa en la Tabla 5.


  Tabla 5. Crecimiento del patógeno en medio PDA.
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  Evaluación del crecimiento y peso seco. En la Figura 8 se observa el porcentaje de crecimiento de la raíz de los bioensayos y testigos. En ésta se evidencia mayor crecimiento en todos los bioensayos respecto a los testigos, sin embargo B14 (Bacillus megaterium) favoreció el mayor crecimiento radicular con un 28.1% y con una diferencia de 23.6% respecto al control negativo. El control positivo presentó un crecimiento demasiado bajo con una diferencia de 3.7% respecto al negativo.


  La Figura 9 muestra los resultados obtenidos en el porcentaje de crecimiento del tallo en bioensayos y testigos. El bioensayo con B14 (Bacillus megaterium) presentó el mejor crecimiento con un 18.1% en comparación con los demás. Si se compara con el control negativo se observa que el crecimiento fue mayor en 1.4%, mostrando una diferencia significativa; los demás bioensayos no mostraron incremento en la longitud del tallo con respecto al control negativo, pero si con respecto al positivo.


  La Figura 9 también muestra que la presencia del patógeno en el testigo positivo produjo disminución del crecimiento del tallo en un 8% con respecto al control negativo.


  La Figura 10 muestra que se obtuvo mayor peso seco en hojas en todos los tratamientos, en comparación con los bioensayos y los testigo. Sin embargo, fue con B2 el que mostró el mayor porcentaje frente a los testigos. En el montaje de los tratamientos, B14 reveló el valor más alto seguido de B2 con diferencias significativas con respecto a los testigos. Al comparar los resultados obtenidos entre tratamientos, bioensayos y testigos, B2 mostró los resultados más altos. En cuanto al peso seco en raíz, se evidencia que entre bioensayos y tratamientos no hay una diferencia significativa. Sin embargo, E2 obtuvo los mayores resultados con respecto al testigo negativo. En lo relacionado con el peso seco en tallo tampoco se encontraron diferencias significativas entre los resultados de los bioensayos y los tratamientos.


  Discusión


  El Fusarium aislado de plantas de romero en la Universidad Nacional de Colombia tiene las características morfológicas de Fusarium acuminatum, las cuales están reportadas por John F. Leslie, Brett A. Summerell, en el libro The Fusarium Laboratory Manual; allí se menciona que el crecimiento de esta especie en agar PDA es lento, el micelio en los primeros días es de color blanco pero posteriormente pasa por colores rosa hasta el vino, en la etapa de formación de esporodoquios se torna de color amarillo, lo cual ocurre después de dos a tres semanas de crecimiento (21). Descripción macroscópica que coincide con las características del aislamiento reportado en el estudio.
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  Figura 7. Porcentaje de severidad de marchitez vascular en plantas de romero.


  [image: ]


  Figura 8. Crecimiento inicial y final de raíz en plantas de romero.
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  Figura 9. Crecimiento inicial y final de tallo en plantas de romero.
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  Figura 10. Evaluación de peso seco en raiz, tallo y hojas de plantas de romero.


  En cuanto a la descripción microscópica, se reportan para la especie aspectos como la ausencia o escasez de microconidias, lo cual no representa un indicador taxonómico fiable; sin embargo, aspectos como la curvatura moderada de las macroconidias y el número de septos que va desde cuatro a seis por estructura para Fusarium acuminatum, concuerda con lo encontrado en el aislamiento como lo muestra la Figura 3., así como la formación de clamidosporas lenta en grupos o cadenas (21).


  F. acuminatum fue descrito por primera vez por Ellis y Everhart a partir de tallos de papa en Ginebra, Nueva York (22). Este hongo se encuentra en las regiones templadas por lo general como un saprofito del suelo o asociado a las raíces y las coronas de las plantas. En ocasiones puede estar asociado con enfermedades de raíz y corona de una variedad de plantas, sobre todo en legumbres y granos de cereales cultivados en Canadá, Europa y la antigua Unión Soviética (21).


  En Colombia no se ha reportado esta especie de Fusarium, como saprófito o patógeno. El Ministerio de Comercio, Industria y Turismo reporta en las estadísticas de importaciones a Colombia, que productos como trigo, cebada, maíz, soya, arroz y legumbres provienen de Canadá, Rusia y algunos países de la Unión Europea (23,24), donde se ha identificado esta especie de Fusarium. Lo anterior plantea la posibilidad de que el patógeno haya ingresado al país en estos productos de importación.


  Por ende se hace esencial realizar la secuenciación de éste aislamiento, con el fin de confirmar la especie y en tal caso hacer el reporte en Colombia. Se confirmó el Fusarium aislado como agente patógeno a través de los postulados de Koch al demostrarse lo siguiente: el patógeno siempre estuvo asociado con la enfermedad; se aisló en agar PDA, a partir de este se estudiaron sus características específicas; luego se inoculó en plantas sanas las cuales presentaron síntomas característicos de la enfermedad y por último fue reaislado de las plantas inoculadas nuevamente en agar PDA, presentando las mismas características macroscópicas y microscópicas (25).


  Todas las bacterias presentaron un buen desempeño en las pruebas antagónicas in vitro, resultado esperado ya que las especies del género Bacillus han sido reportadas como efectivos biocontroladores de múltiples fitopatógenos por su capacidad de producir varios antibióticos de amplio espectro, característica que ha permitido utilizarlos como fungicidas comerciales (26-29).


  B1 (Bacillus liqueniformis) y B2 (Bacillus subtilis), presentaron un desempeño positivo en las pruebas in vitro contra Fusarium probablemente por la capacidad de secretar lipopéptidos antibióticos del grupo Iturin cuyo mecanismo de acción va dirigida sobre la permeabilidad de la membrana y la composición lipídica de la célula fúngica, de tal forma que inhibe el crecimiento micelial y la esporulación del hongo (30- 32). B3, B4, B14, 9.5.1 y E2 presentaron un nivel de inhibición medio. B3 (Bacillus subtilis) corresponde a la misma especie que B2 presentando porcentajes de inhibición similares y las mismas características antagónicas; B4 (Bacillus cereus) produce zwittermicin A, con características estructurales similares al quitosano, el cual actúa como antibiótico frente a fitopatógenos (33-35). B14 (Bacillus megaterium) produce amilasas, proteasas, y antibióticos como el megacin, además de otras sustancias antagónicas (36,37). E2 (Bacillus brevis) produce péptidos extracelulares antagónicos que inducen a la hinchazón del citoplasma de las células que conforman las hifas, también inhibe la germinación de conidios, así como la formación del micelio vegetativo del hongo (38) por último 9.5.1 (Oerskovia sp.) no ha sido reportado como biocontrolador, sin embargo, mostró una capacidad antagónica media en las pruebas in vitro.


  Las plantas de romero que contenían los tratamientos de Bacillus spp., con Fusarium spp., no presentaron un grado de severidad alto de marchitez vascular bajo condiciones de invernadero posiblemente porque:


  1. Los Bacillus spp., fueron efectivos frente al ataque del hongo mediante la producción de diferentes antibióticos y enzimas que evitaron el crecimiento del hongo.


  2. El aislamiento de Fusarium spp., utilizado perdió virulencia y patogenicidad debido a la inhibición enzimática producida por las sucesivas resiembras en medios de cultivo artificiales, que generó cambios metabólicos en éste y por ende un grado de severidad bajo en las plantas inoculadas (39). Autores como Bustamante, ven la necesidad de revirulentar los hongos con fragmentos de tejido asociados a la planta; esto con el fin de mantener activos los genes implicados en la patogénesis y virulencia. La severidad de los síntomas de marchitez vascular varía con el grado de patogenicidad y virulencia de la especie de Fusarium, así como de las condiciones del experimento (40).


  3. La agresividad de Fusarium spp., observada bajo condiciones de invernadero no fue la misma a la evidenciada en las pruebas de patogenicidad debido al cambio de las condiciones agroambientales (suelo, temperatura, humedad, luz). La temperatura del suelo pudo no haber sido la adecuada y por ende se vio un retraso en la expresión de síntomas externos, pues según lo reportado a temperaturas menores de 20°C la expresión de síntomas de marchitez vascular en las plantas se retrasa considerablemente (16).


  4. La técnica de inoculación empleada en este trabajo es considerada confiable para garantizar la presencia del patógeno (16), sin embargo, demostró ser poco eficiente, probablemente porque se realizó inyección del inóculo del patógeno en la base del tallo y no se sumergió la raíz como lo sugieren otros protocolos. Con esta técnica se pudo haber interrumpido el proceso de infección en alguno de los siguientes puntos: a) el reconocimiento de señales de la raíces de la planta, b) la adhesión a la superficie de la raíz y la diferenciación de hifas de penetración, c) la invasión del cortex de la raíz y la degradación de barreras físicas tales como la de endodermos hasta llegar al tejido vascular, viéndose así afectada la activación de la cascada de señalización MAPK (proteína quinasa activada por mitógenos) esencial en la patogénesis de Fusarium (41).


  5. Es posible que la planta de romero haya generado la síntesis de metabolitos secundarios como las fitoalexinas que actúan como mecanismo de resistencia en las plantas, debido a la acción de factores como elicitores o inductores exógenos, producidos por Fusarium, a consecuencia del daño mecánico generada por la inoculación; y endógenos, producidos por las plantas en respuesta a la situación de estrés provocada en el momento de la inoculación (42,43). De tal forma que una alta concentración y acumulación de fitoalexinas pudo inhibir el desarrollo del patógeno (25).


  Las plantas inoculadas en el tratamiento con B14 (Bacillus megaterium), mostraron aumento de crecimiento en raíz, probablemente porque los Bacillus spp., y un amplio número de rizobacterias, producen compuestos promotores de crecimiento en plantas como el ácido indol-3-acético (AIA), auxinas, giberelinas y citoquininas que permiten la captación de minerales disponibles como nitrógeno y fósforo en el suelo. La presencia de estos compuestos en la rizósfera parece estimular directamente el crecimiento de la planta (44-46). Bacillus megaterium, ha sido reportado en otros estudios como promotor de crecimiento y modificador de la estructura de la raíz y específicamente en Arabidopsis (47) y de giberelinas, fitohormonas esenciales que controlan muchos aspectos del desarrollo de la planta que promueven la elongación del tallo, al estimular la división celular (48,49).


  Los Bacillus aumentan el peso seco del follaje cuando se utilizan para biocontrol o como bacterias promotoras de crecimiento (PGPR) (50), lo que explicaría los resultados observados en la Figura 9. Los valores de peso seco obtenidos en el control negativo, en los bioensayos y en los tratamientos sugieren que las plantas absorbieron los nutrientes, ascendieron por los haces vasculares y se acumularon principalmente en hojas, probablemente porque la enfermedad aún no se había establecido, si se compara con el control positivo. Los resultados del bioensayo positivo sugieren que los nutrientes no pudieron ascender por los haces vasculares debido al taponamiento ocasionado por la acción patógena del Fusarium, razón por la cual se obtiene un mayor peso en la raíz.


  En la comprobación de la presencia del patógeno, éste se recuperó a partir de: el control positivo, confirmando una vez más los postulados de Koch con el cual se comprueba que el Fusarium acuminatum aislado desde un principio es el causante de la marchitez vascular en romero, pues no solamente se demostró su presencia a través del estereoscopio, sino también por medio de la recuperación en medio PDA a partir del tejido vegetal.


  En los tratamientos de B1+ Fusarium y B2 + Fusarium, no se observaron síntomas que evidenciaran la presencia del patógeno a través del estereoscopio ni tampoco se pudo obtener a partir del cultivo de tejido de romero en medio PDA. En una de las repeticiones del tratamiento de B1 + Fusarium se observó el crecimiento de un micelio blanco, el cual se pensó fuera el patógeno pero al realizar montaje con azul de lactofenol se observó la presencia de micelio estéril, lo cual no permitió identificar el microorganismo.


  Es posible que las causas estén asociadas con la desintegración de las paredes miceliales que da como resultado la destrucción total de las estructuras celulares de los hongos patógenos, demostrando con ello la particular habilidad de Bacillus spp., para inhibir el crecimiento del patógeno (30,33,37,51) o que el tejido sembrado no estaba afectado por Fusarium.


  Los resultados de esta investigación permiten concluir que: Fusarium acuminatum es el agente causal de la marchitez vascular en plántulas de romero (Rosmarinus officinalis) de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogotá. Los cuatro aislamientos de Bacillus spp., presentaron actividad antagónica in vitro frente a Fusarium spp., con un porcentaje de inhibición mayor al 45%, ya que las cuatro especies utilizadas secretan sustancias anti-fúngicas propias del género. Los cuatro aislamientos de Bacillus spp., presentaron efecto biocontrolador bajo condiciones de invernadero sobre Fusarium spp., en romero al disminuir la severidad de la marchitez vascular en las plántulas por debajo del 50%, lo que valida los resultados obtenidos en las pruebas in vitro y lo señalado en la literatura acerca de estas bacterias. B14 (Bacillus megaterium) promovió el crecimiento de raíz y tallo en plántulas de romero en comparación con los otros Bacillus bajo condiciones de invernadero.


  Se evidenció concordancia entre los resultados obtenidos en la inhibición en las pruebas in vitro y los de severidad bajo condiciones de invernadero en plántulas de romero con Bacillus spp., frente a Fusarium acuminatum. El empleo de Bacillus spp.,como microorganismo de biocontrol contra Fusarium acuminatum, demuestra ser una alternativa eficiente para el manejo de éste hongo en plántulas de romero bajo condiciones de invernadero.


  Para futuros trabajos se recomienda evaluar en fase de campo los cuatro Bacillus spp., utilizados en este estudio con el fin de corroborar su efecto biocontrolador contra Fusarium spp. Realizar la identificación por medio de técnicas moleculares del aislamiento de Fusarium spp., utilizado con el fin de corroborar la especie de este patógeno, y divulgar el primer reporte de éste en plantas de romero en Colombia. Observar el efecto antagónico de estos Bacillus spp. a diferentes concentraciones contra Fusarium spp., con el fin de estandarizar la técnica a la cual resultan ser más eficiente su inoculación, y finalmente ccaracterizar por PCR los genes que codifican la producción de antibióticos y/o enzimas implicados en la capacidad biocontroladora de los Bacillus spp., utilizados en éste estudio.
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  Resumen


  En esta investigación se aislaron bacterias de 4 hábitats en el ecosistema marino aledaño a una industria petroquímica en la Bahía de Cartagena. En el proceso, las muestras se sometieron a pre-enriquecimiento por una semana, a enriquecimiento por tres semanas y a un proceso de selección de cepas competitivas, donde se evidenciaron cambios marcados en las propiedades del crudo de petróleo, como en turbidez y agregados blancos por crecimiento bacteriano. Se aislaron diferentes morfotipos que al caracterizar bioquímicamente fueron identificados como Pseudomonas aeruginosa en todas las muestras, corroborando su gran capacidad de adaptación en ambientes contaminados de este tipo. Estos resultados permitirán la realización de pruebas de biodegradación con esta bacteria y desarrollar ensayos a nivel microcosmos para su uso potencial en procesos de biorremediación de aguas marinas contaminadas con petróleo.


  Palabras clave: bacterias, Bahía de Cartagena, contaminación, ecosistemas costeros, biodegradación, hidrocarburos.


  Abstract


  Isolation of potential oil degrading bacteria in coastal habitats in Cartagena Bay, Colombia


  In this investigation, bacteria were isolated from 4 habitats in the marine ecosystem adjacent to a petrochemical industry in the Bay of Cartagena (biofilms, neuston, surface water and sediments). In the process, the samples were subjected to a pre-enrichment of a week, to an enrichment of three weeks and a selection of competitive strains, where there were marked changes in the properties of crude oil, such as turbidity and white aggregates for bacterial growth. Different morph types were isolated to characterize biochemically as Pseudomonas aeruginosa was identified in all samples, confirming his great ability to adapt in such polluted environments. This will allow for biodegradation tests with this bacterium, so you can make at microcosm test for potential use in bioremediation of oil-contaminated marine waters.


  Key words: bacteria, biodegradation, Cartagena Bay Coastal Ecosystems, Hydrocarbons, Pollution.


  Introducción


  El petróleo con sus cuatro fracciones, hidrocarburos saturados, hidrocarburos aromáticos, resinas y asfaltenos, es un compuesto muy complejo, considerado el contaminante más extendido en la biosfera y en el ambiente marino, por lo tanto un problema global (1, 2, 3). Representa la mayor fuente energética y la base para la obtención de materias primas para la industria. Su explotación, transporte y refinación generan problemas ambientales, especialmente por derrames accidentales y de prácticas inadecuadas de eliminación de fuentes, como industrias y refinerías de petróleo (2, 4, 5, 6).


  La persistencia de estos contaminantes en el ambiente se ve influenciada por varios factores como la naturaleza del contaminante, su concentración y su capacidad para interactuar con las condiciones químicas, geológicas, físicas y biológicas del sitio contaminado. La fracción aromática del petróleo compuesta por di cíclicos, tri cíclicos y heterocíclicos (naftaleno, antraceno, fenantreno y dibenzotiofeno), conlleva un problema ambiental en aguas y suelos, con gran impacto ecológico y efectos recalcitrantes y tóxicos en los seres vivos, siendo los poliaromáticos y los heterocíclicos los más remanentes, o persistentes, generando como consecuencia efectos a largo plazo sobre las comunidades bentónicas en sedimentos marinos, debido a que su remoción natural es muy lenta (7, 8, 9).


  La calidad de las aguas costeras se altera por los efluentes industriales- domésticos, los efluentes industriales, los efluentes industriales agrícolapecuario y el transporte terrestre-fluvial-marítimo.


  Las descargas contienen sustancias toxicas diferentes, en los que se incluye la industria del petróleo, con aceites, hidrocarburos, fenoles, ácidos, mercaptanos entre otras. En Cartagena de Indias, la calidad de las aguas costeras se ha visto alterada por los efluentes domésticos, industriales y agrícolas, como por el transporte terrestre, fluvial y marítimo y por las descargas de la industria del petróleo. Se han encontrado valores superiores a 10ug/L en zona costera de los Departamentos del Atlántico, Bolívar y Magdalena, superando la norma para aguas marinas y costeras no contaminadas; las concentraciones en esta región de HDD en el 2001 fueron de 33ug/L en época seca y 49.4ug/L en la húmeda, y en el 2005 de 4.7ug/L en época seca, con una tendencia a la disminución de estas concentraciones (10).


  Existen informes que destacan una descarga en promedio anual 90Kg/Ha de cultivo de fertilizantes y contaminación local de HC en la Bahía de Cartagena, lo que identifica el derrame constante de HC como fuente de impacto ambiental. Por lo anterior, existe un plan de contingencia por derrames de HC en donde participan Armada Nacional y la DIMAR, a cargo de la Oficina Nacional para la Prevención y Atención de Desastres, donde se planifican y coordinan aspectos logísticos, técnicos y operativos. El estudio de los problemas asociados con la remoción de petróleo, inició entre los años 50 y 70 (11-14), y se han incrementado en los últimos años (6, 15-22).


  La biorremediación de petróleo es considerada una alternativa económica, versátil, práctica y eficiente comparada con los tratamientos físico y químicos, debido a que se han aislado bacterias puras y mixtas (48). Representa una estrategia atractiva y amigable para el ambiente y se centra en el aislamiento de consorcios microbianos con capacidad de degradar petróleo (4, 6, 23). En los últimos años, la ecología microbiana ha direccionado esfuerzos en determinar cuáles son los microorganismos capaces de adaptarse y de explorar hábitats contaminados; para ello, han sido desarrollados estudios de diversidad, dinámicas poblacionales y de comunidades presentes en suelos contaminados, especialmente aquellas relacionadas con asociaciones de bacterias biodegradadoras (6, 24).


  Entre los factores biológicos que constituyen un recurso importante en la eliminación de contaminantes se encuentran, la diversidad d especies microbianas y sus capacidades metabólicas (25); sin embargo, los ambientes marinos contaminados están habitados por microorganismos capaces de tolerar los contaminantes, dando lugar al predominio de bacterias tolerantes. En el caso de los compuestos de hidrocarburos de petróleo, son degradables a diferentes ritmos y en algunos casos son recalcitrantes a la biodegradación, lo que conllevan a un metabolismo por largos períodos de tiempo (26). Los hidrocarburos de bajo peso molecular pueden degradarse rápidamente, pero los hidrocarburos de cadena larga o aromáticos policíclicos tienden a ser poco biodegradables debido a su mayor hidrofobicidad (27).


  Existen bacterias capaces de utilizar petróleo para su crecimiento y mantenimiento, conocidas como bacterias degradadoras de hidrocarburos, dentro de las cuales se encuentra el género Pseudomonas, que por su versatilidad metabólica, son capaces de convertir sustratos habitualmente no degradables, en metabolitos fácilmente asimilables o susceptibles de ser catalizados enzimáticamente (24). El éxito de la biorremediación consiste en la selección de microorganismos que puedan degradar materiales contaminados a diferentes temperaturas, pH, salinidad y concentración de nutrientes. Muchos tipos de microorganismos han sido aislados para mejorar procesos de biorremediación de ambientes contaminados con hidrocarburos de petróleo (28-30), por ejemplo Bacillus sp, Rhodococcus, Mycobacterias, levaduras, Micromycetes y Pseudomonas, las cuales utilizan como fuente de energía compuestos orgánicos simples y complejos y son productoras de enzimas extracelulares, incluyendo la lipasa (31). Por lo tanto, el número de comunidades bacterianas en sitios contaminados suele ser menor que en sistemas no contaminados, aproximadamente el 0.1% de la población microbiana total (27), y pueden variar de acuerdo al momento del muestreo o el grado de contaminación por hidrocarburos (32), las condiciones climáticas, el tipo de suelo, y la profundidad de las aguas.


  Se han aislado en ambientes oceánicos y costeros géneros como Pseudomonas, Vibrio, Flavobacterium, considerados como representativos de bacterias marinas cultivables; también se han aislado bacterias marinas capaces de degradar hidrocarburos, llamadas bacterias hidrocarbonoclasticas profesionales (γ-Proteobacterias), Alcanivorax (alcanos), Cycloclasticus (aromáticos), Oleiphilus y Oleispira (alifáticos, alcanoles y alcanoatos), Marinobacter y Neptunomonas (también pueden oxidar otras fuentes de carbono); como bacterias hidrocarbonoclasticas se encuentran el Vibrio, Pseudoalteromonas y Aeromonas (fenantreno y criseno); también otras, aisladas de ambientes marinos degradadoras de HC, pero consideradas bacterias terrestres como Staphylococcus y Micrococcus (Naftaleno), Sphingomonas (2-metil fenantreno) y Geobacillus (alcanos) (27, 33).


  La identificación de los principales organismos responsables de la biodegradación de contaminantes, y su caracterización son de importancia para la comprensión, evaluación y desarrollo de estrategias de biorremediación in situ (34, 27), que utilizan microorganismos autóctonos. Una de las limitaciones de este proceso, es que los hidrocarburos son de difícil acceso para las bacterias debido a su baja solubilidad en medios acuosos. Los microorganismos autóctonos de ambientes marinos son capaces de degradar u oxidar petróleo en condiciones ambientales favorables, como presencia de oxígeno disuelto y nutrientes; muchos de los factores biológicos que controlan estos procesos no están bien entendidos en la actualidad (23, 35, 36)


  Por lo anterior, este estudio tuvo como objetivos fundamentales aislar e identificar cepas bacterianas con capacidad para biodegradar petróleo en cuatro hábitats diferentes en zonas aledañas a una industria petroquímica en la Bahía de Cartagena, con el fin de seleccionarlas posteriormente y hacer pruebas de degradación a nivel de microcosmos, con el fin de contribuir en un futuro a biorremediar aguas de zonas costeras contaminadas por petróleo.


  Materiales y métodos


  Medios de cultivo y reactivos. Se utilizaron caldo nutritivo, agar nutritivo y agar-agar comerciales marca Merck, y se prepararon según las instrucciones del fabricante. El caldo de pre – enriquecimiento se preparó con (NH4)H2PO4 (0.9mg/L) marca R.A. Chemicals, agregando ACPM al 1% comprado en una estación de gasolina. El caldo de enriquecimiento fue preparado con sales grado reactivo marca Merck, K2HPO4: 1.5g/L; KH2PO4: 0.5g/L; (NH4)2SO4: 0.5g/L; NaCl: 0.5g/L; MgSO4: 3.0g/L; FeSO4: 0.002g/L; CaCl2: 0.002g/L, todos en 1.000mL de agua destilada, suplementados con crudo de petróleo al 1%, muestra obtenida por donación de una empresa petroquímica; el medio mineralizado sólido se obtuvo agregando agar-agar 15g/L con 1% de crudo de petróleo. Los medios fueron esterilizados en autoclave horizontal por 15 minutos a 20 libras de presión y 121°C, para garantizar completa esterilidad.


  Toma de muestras. El muestreo se hizo en forma radial en las inmediaciones de vertimientos finales de una refinería de petróleo y sus alrededores, donde se delimitaron cinco puntos diferentes de muestreo, por medio del sistema de geoposicionamiento (GPS). En cada uno de ellos, se tomó la muestra por duplicado. Las coordenadas en las cuales fueron tomadas las diferentes muestras se presentan en la Tabla 1. Los análisis fueron realizados a partir de cuatro hábitats de microorganismos reconocidos en el sistema marino: bio películas, sedimentos o lodos, neuston y agua subsuperficial, Figura 1.


  Bio película. Se tomó una muestra por raspado con espátula estéril, cerca del desagüe de una industria petroquímica, la cual fue envasada en frascos estériles.


  Sedimento. Las muestras de sedimento fueron tomadas por duplicado utilizando una draga tipo Vanveen para muestreo de sedimento, y pasadas a su vez a frascos estériles de 250 ml.


  Neuston. Estas muestras fueron tomadas por duplicado, dejando entrar agua de la capa superficial ubicada en la interface agua-aire (Neuston) en una placa de vidrio de forma piramidal, construida por los autores, de 20 cm x 20 cm, cuya capacidad de carga es un volumen entre 11 y 15 ml, que de manera aleatoria se tomaron, hasta llenar los frascos estériles.


  Agua sub superficial. Se recolectaron muestras por duplicado en frascos estériles de 250 ml, sumergiéndolos a 30 cm de la superficie, abriéndolos y dejando pasar el agua hasta su llenado y tapado finales.


  Todas las muestras fueron transportadas en condiciones de refrigeración en nevera portátil con hielo, hasta ser procesadas en el laboratorio de Microbiología de la Universidad de San Buenaventura, Cartagena. Las muestras fueron marcadas e identificadas, así:


  - Localización del muestreo: inmediaciones del vertimiento final de una industria petroquímica, Bahía de Cartagena.

  - Sitio de recolección de la muestra: se denominó teniendo en cuenta el lugar exacto según la distribución del área de muestreo donde se tomaron (Punto- P1 a P5), siendo el código del duplicado P1a y P1b, completando los 5 puntos.

  - Fecha de recolección: 20 de Octubre de 2009.

  - Tipo de muestreo: integrado.


  Fases de laboratorio. Para la realización de las fases de pre–enriquecimiento y de enriquecimiento bacterianos, se realizaron algunas modificaciones a los procedimientos sugeridos por Gómez et al., 2006 (37); Narváez et al., 2008 (38); Mohajeri et al., 2010 (26); Bacosa et al., 2010 (4); y Zhengzhi Zhang et al., 2011 (6).


  Pre–enriquecimiento Biopelícula. Se tomó 1gr de biopelícula y se agregó a 9mL de caldo de pre–enriquecimiento (NH4H2PO4) con ACPM al 1%.


  Sedimento. Se diluyeron 50gr de sedimento en 450mL de agua de mar estéril, con agitación por 15 minutos. 1mL de la dilución anterior se agregó en 9 ml de caldo de pre – enriquecimiento (NH4H2PO4) con ACPM al 1%.


  Neuston y agua subsuperficial. Se tomó 1mL de la muestra y se agregó a 9 ml de caldo de pre – enriquecimiento (NH4H2PO4) con ACPM al 1%. Los caldos de pre-enriquecimiento sembrados se incubaron a 35°C con agitación permanente durante 7 días.


  Tabla 1. Localización de las estaciones de muestreo georeferenciadas (GPS).
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  Figura 1. Toma de muestras


  Tinción de Gram y repique en agar nutritivo. Se realizó coloración de Gram a cada uno de los tubos de caldo de pre-enriquecimiento. Posteriormente, Se tomaron 10 μl de cada tubo de caldo de preenriquecimiento y se realizó siembra por agotamiento en Agar nutritivo con 1% de ACPM como única fuente de carbono y energía, con el fin de aislar colonias de cada muestra cultivada por 7 días. Los cultivos fueron incubados por 24 horas a 35°C.


  Enriquecimiento. La fase de enriquecimiento constó de un proceso de tres semanas. Inicialmente, pasados 7 días de incubación de las muestras pre– enriquecidas, se tomó 1 ml de estas y se sembraron cada uno en tubos con caldo de enriquecimiento (caldo mineralizado + 1% de petróleo crudo). Se incubaron a 37°C por 7 días con agitación continua. Este mismo procedimiento se realizó a los 14 y a los 21 días. El petróleo se observó como una sustancia negra inmiscible localizada en la parte superior del tubo.


  Selección de cepas competitivas en la degradación de petróleo (selección horizontal). Para la selección horizontal de las cepas estas fueron reactivadas en caldo nutritivo e incubadas a 35ºC por 24 horas. Posteriormente se realizaron siembras masivas en agar mineralizado 1% de crudo de petróleo a 30°C por 7 días con 3 repiques semanales.


  Identificación bioquímica. Todos los tubos fueron repicados en agar nutritivo y las cepas caracterizadas bioquímicamente utilizando el sistema BD BBL Crystal Identification Systems Entric/nonfermenter ID Kit. El procedimiento se hizo de acuerdo con las especificaciones técnicas de la casa comercial, generando código que al buscarlo en una base de datos permite tener el género y la especie de la bacteria estudiada.


  Resultados


  Pre–enriquecimiento

  En esta etapa, se inició una adaptación de los microorganismos en los diferentes hábitats muestreados con diesel o ACPM como fuente de carbono y energía. La coloración de Gram permitió apreciar bacilos gram negativos, cocobacilos gram negativos, bacilos gram positivos, cocos gram positivos, algas y protozoos. La tendencia en los cuatro hábitats fue la prevalencia de bacilos y cocobacilos gram negativos, siendo marcada la gran diversidad en el hábitat de biopelícula. Al finalizar los 7 días de incubación se realizaron cultivos sobre agar nutritivo, evidenciando crecimientos entre moderados y abundantes, de veintiocho colonias con morfologías diversas. Así mismo, en algunos cultivos se presentó pigmentación de color verdoso, pensando en posibles bacterias del género Pseudomonas, como se observa en la Figura 2 y 3. En esta etapa, fue evidente en la muestra de Neuston y de agua subsuperficial la formación de natas blanquecinas transparentes y de sustancia con característica jabonosa en la superficie del tubo, la cual fue más abundante al cuarto día de incubación, mientras que las muestras de sedimento y biopelícula presentaron abundante turbidez, nata en la parte superior y formación de sedimento, el cual se hizo mucho más abundante el día quinto.
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  Figuras 2 y 3. Resultados de la etapa de pre–enrriquecimiento.


  Enriquecimiento

  En esta etapa, la adaptación se fortalece al hacer repiques semanales por 21 días utilizando crudo de petróleo como fuente de carbono y energía. Este hecho, permitió seleccionar bacilos y cocobacilos Gram negativos en los cuatro hábitats estudiados. Los cultivos sobre agar nutritivo de los tubos a los 21 días de incubación presentaron abundante crecimiento con morfologías de colonias grandes y algunas pequeñas, irregulares, cremosas, convexas y coloración amarilla, con una característica común de tinción verdosa en todos los cultivos, permitiendo seleccionar hasta ese momento 12 morfo tipos Figura 4 y 5.


  Al hacer un seguimiento de los cambios en los tubos en la tercera semana de enriquecimiento, se evidenció turbidez y cambios en las propiedades del crudo de petróleo, al disgregarse y sedimentarse, hasta la desaparición de aproximadamente el 90% toda la mancha de coloración oscura, con formación de un sobrenadante amarillento, Figura 4 y 5.


  Selección de cepas competitivas

  Las 12 colonias seleccionadas fueron sembradas en agar mineralizado con 1% de crudo, tal como se presenta en otras investigaciones recientes (33). Los resultados presentaron crecimiento en la totalidad de las cajas, evidenciando el crecimiento de colonias negras puntiformes y generando desaparición parcial de la coloración oscura del crudo de petróleo, como se observa en la Figura 6.


  Identificación bioquímica

  De las 12 colonias seleccionadas en agar mineralizado con crudo de petróleo al 1%, se escogieron nueve colonias para su caracterización bioquímica. Los resultados de esta caracterización, permitieron demostrar la presencia de Pseudomona aeruginosa en las nueve colonias escogidas de los cuatro tipos de hábitats muestreados, Figura 7. Los resultados demuestran la alta selectividad de esta bacteria, su tolerancia y adaptación, lo que confirma su capacidad de degradar una amplia gama de substratos, incluido el crudo de petróleo. Así mismo el uso de esta bacteria puede ser aplicado en posteriores estudios de biorremediación de aguas marinas, pasando de pruebas de laboratorio a pruebas de microcosmos, debido a que muchos factores ambientales podrían afectar la habilidad de estos microorganismos de degradar hidrocarburos en ecosistemas contaminados.


  Discusión


  El éxito de la biorremediación en derrames de petróleo depende de la disponibilidad de los microorganismos adecuados, los factores ambientales y la composición del aceite derramado (26). En relación con la metodología empleada en el estudio, varios autores coinciden en que la selección de microorganismos a través de pruebas sucesivas de crecimiento poblacional en cultivos puros enriquecidos con petróleo, es considerada como una estrategia eficiente para evaluar la adaptación y supervivencia de cepas tolerantes a elevadas concentraciones de petróleo (24).


  Así mismo, los resultados de esta investigación representan importancia al considerar que se asemejan a lo expuesto por Ruberto et al., 2003(39) y Narváez 2006 (38), quienes así mismo reportaron que el grupo predominante en los aislamientos fueron los bacilos Gram negativos. Estos, tienen una ventaja amplia frente a las bacterias Gram positivas, debido a que son considerados importantes degradadores de hidrocarburos por la presencia de lipopolisacaridos en su membrana, que facilitan la formación y estabilización de emulsiones de hidrocarburos en sistemas acuosos y contribuyen al incremento en la superficie de ataque del contaminante (40).
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  Figuras 4 y 5. Resultados de la etapa de enriquecimiento.
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  Figura 6. Procesamiento y resultados de la etapa de selección horizontal de cepas competitivas.
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  Figura 7. Procesamiento y resultados de la caracterización bioquímica.


  Pérez et al., 2008 (24), sustenta que las comunidades microbianas en áreas contaminadas son dominadas por los organismos capaces de utilizar o sobrevivir a compuestos tóxicos, como los ambientes contaminados con hidrocarburos, tal es el caso del género Pseudomona.


  La Pseudomona aeruginosa ha sido identificada como un género destacado en diversos procesos de degradación (31, 41-45) y es la que con mayor frecuencia se aísla de ambientes contaminados con hidrocarburos. Sin embargo, otras especies de Pseudomonas han sido aisladas de sedimentos de otras costas como Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas synxatha, Pseudomonas reactans (46) y Pseudomonas putida (47). Otras investigaciones han demostrado que especies de Acinetobacter involucradas en la biorremediación de hidrocarburos aromáticos, así como en la producción de heteropolisacáridos de alto peso molecular que actúan como emulsionantes de gran alcance (48).
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  Resumen


  La elaboración de micropartículas en lecho fluido es de gran interés en la industria farmacéutica, alimentaria y agrícola, ya que este tipo de formulación permite controlar la liberación de ingredientes activos y su estabilidad y funcionalidad mediante la formación de pequeñas partículas sólidas. El lecho fluido es el equipo comúnmente usado en la industria para realizar el proceso y éste puede tener dos sistemas de atomización: superior (Top spray) e inferior (Bottom spray). En este trabajo se evaluaron los dos sistemas de atomización con miras a la formación de micropartículas de Eudragit® S100.


  Se realizaron experimentos para ajustar los factores críticos del proceso y los niveles de éstos utilizando un diseño factorial multinivel y trabajando en un lecho fluido marca Glatt GmbH D – 01277. Los factores evaluados fueron la temperatura de entrada, la presión interna de la cámara y la velocidad de flujo. El material de recubrimiento consistió en un polímero del ácido metacrílico denominado Eudragit® S100 y como núcleo se empleó talco malla 325. El sistema seleccionado para la microencapsulación fue el de atomización superior (Top spray). Las condiciones de atomización establecidas fueron velocidad de flujo de 4,12 mL/min (flujo 8 rpm), temperatura de entrada de80ºC y presión interna de la cámara de 1 y 3 bares. Las micropartículas presentaron formas y tamaños homogéneos, menores de 100 μm.Las condiciones fijadas para el sistema de atomizaciónsuperior se pueden aplicar al desarrollo de procesos de microencapsulación de diferentes principios activos utilizando como polímero Eudragit® S100.


  Palabras clave: Microencapsulación, micropartículas, Eudragit®, atomización superior, atomización inferior, factores críticos


  Abstract


  Selecting a spray system for the formation of Eudragit ® S100 microparticles in a fluid bed


  The development of microparticles in fluid bed is of high interest in the pharmaceutical, food and agriculture, as this type of formulation to control the release of active ingredients and their stability and functionality by the formation of small solid particles. The fluid bed equipment is commonly used in industry to carry out the process and this can have two sets of spray drying: top spray and bottom spray. In this study we evaluated the two sets of spray drying towards the formation of microparticles of Eudragit®S100. Experiments were conducted toad just the itical process factors and theirevelsusingamultilevel factorial designand working in a Glattfluid bedbrandGmbHD-01277. Factors evaluated were the inlet temperature, the pressure inside he chamber and the flow rate.


  The coating material consisted of a methacrylicacid polymer known asEudragit® S100andcore325 meshpowderwasused. The system selected for the microencapsulation was top spray. The spray dryingconditions were set flow rate of4.12 mL/min (flow 8 rpm), inlet temperature of 80ºC and pressure inside the chamber 1 and 3 bars.The microparticles showed homogeneous shapes and sizes, less than 100 microns. The conditions set for the top spray system can be applied to the development of microencapsulation processes of different active ingredients using as polymer Eudragit® S100.


  Key words: Microencapsulation, microparticles, Eudragit®, Top spray, Bottom spray, critical factors


  Introducción


  Las Micropartículas son generalmente elaboradas con materiales poliméricos y pueden ser obtenidas por varios métodos físicos y químicos (1) dentro de los que se destaca el proceso de atomización (2, 3,1) Este proceso se realiza en un equipo denominado lecho fluido y presenta ventajas tales como ser rápido y en un solo paso, aplicable a materiales sensibles al calor y fácil de escalar industrialmente (2,3,4). Además es posible controlar el tamaño de las partículas y su morfología por variación de los parámetros del proceso y de la formulación (5).


  La encapsulación o recubrimiento de principios activos es de gran utilidad en diferentes industrias, ya que permite controlar la liberación de los constituyentes funcionales de una formulación y brinda protección frente a condiciones ambientales (6, 7, 8).


  Durante el proceso de atomización (Spray drying), pequeñas gotas líquidas son secadas y endurecidas por una corriente de aire caliente. Un cambio extra en la superficie de las gotas por transferencia de calor y masa y un diferencial elevado de temperaturas entre el líquido y el aire (20°C a 200°C) produce una alta velocidad de secado inicial. El agua u otro solvente utilizado se evapora continuamente de la superficie de la gota, lo cual produce más y más secado. Se observa consecuentemente que la temperatura del aire disminuye y la humedad relativa del aire se incrementa (9).


  La atomización en lecho fluido es un proceso tecnológico complejo que permite el ajuste de algunos parámetros que pueden afectar las propiedades fisicoquímicas del producto obtenido, siendo deseable la producción de una forma farmacéutica sólida con comportamiento controlable y predictible (10).


  La atomización puede ser superior o inferior (Figura 1) y el uso de cada una de éstas depende de diferentes criterios como el proceso de granulación o encapsulación a realizar,las propiedades físicas de las materias primas a utilizar, los requerimientos del producto final, la productividad, el nivel de encapsulación o recubrimiento requerido y la capacidad requerida. La atomización superior es utilizada en granulación y atomización.La atomización inferior es utilizada en procesos de granulación, encapsulación con liberación controlada y atomización (11).


  Para la atomización superior el polímero de recubrimiento usualmente está en solución acuosa y es rociado continuamente en forma descendente sobre la superficie del lecho fluidizado, como se observa en la figura 1a. Cada partícula recibe una pequeña cantidad de material de recubrimiento y cada tiempo pasa este hacia la región de rociamiento, en la cual coexisten las partículas fluidizadas y las gotas rociadas. Movimientos repetidos de y hacia la región de rociamiento producen una construcción gradual de una capa de recubrimiento relativamente uniforme circundante a cada partícula (8,12).
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  Figura 1. Sistema de atomización a. Superior o top Spray; b. Inferior o bottom spray(15)


  En la atomización inferior la solución polimérica es rociada en un movimiento ascendente desde una boquilla localizada sobre el plato distribuidor en el fondo del inserto y hacia la tolva (Figura 1b). Las partículas secas caen por fuera del tubo divisorio luego fluyen en forma ascendente dentro de éste. La circulación de las partículas se repite hasta que la cantidad de recubrimiento deseado es depositado en la superficie de las partículas sólidas. Este proceso involucra humedad y secado en relación estrecha con el movimiento de las partículas, Figura 1 (13,14).


  Los parámetros del proceso como la velocidad y la temperatura del aire de entrada, la velocidad del líquido atomizado, el tamaño de la boquilla, la presión y la temperatura de la cámara entre otros, afectan el rendimiento del proceso y la morfología de las partículas. Así lo demostró Cheow (16) cuando elaboraron nanoagregados de sílica y concluyeron que con una velocidad del líquido atomizado de 0,18 x 10⁻³ m³/h, una velocidad de flujo de aire (presión interna de la cámara) de 0,332m³/h, una temperatura de120ºC y una concentración de la solución de alimentación de 0,8%(w/w) se obtienen nanoagregados esféricos y huecos con tamaños menores a 5 μm, con una morfología ideal para ser utilizada como vehículos de medicamentos para terapias inhalatorias. En otros estudios sobre la producción de partículas por atomización se identificó la temperatura de secado y la velocidad de flujo, como los dos parámetros que determinan la morfología de las partículas producidas por atomización (10, 17, 18).


  En esencia, el recubrimiento por lecho fluido es un proceso complejo de transferencia de calor y masa que involucra diversos microprocesos, tales como la producción de gotas, la evaporación del solvente, la transferencia de calor, la dispersión de gotas y el comportamiento de las partículas en un lecho fluido. Sin embargo, es muy poco lo conocido sobre las interacciones entre estos microprocesos y como ellos se relacionan con el rendimiento del proceso, la uniformidad del recubrimiento y la ocurrencia de efectos sobre la superficie (12). Por tal razón para el escalamiento de un proceso de estas características, se deben determinar las condiciones de operación a escala de laboratorio para luego aplicarlas en producciones a gran escala.


  Dentro de la amplia diversidad de materiales disponibles para la elaboración de micropartículas se destacan los polímeros del ácido metacrílico. Dentro de éstos se encuentran los Eudragit® que están disponibles en diferentes formas iónicas. Se presentan en forma de polvo blanco micronizado cuyo peso molecular promedio es 135.000. El Eudragit® S100 es pH dependiente, siendo altamente soluble a valores de pH alcalino, debido a la neutralización de los grupos carboxilo (Figura 2) con la respectiva formación de la sal, y por lo tanto, exhibiendo el carácter de polielectrolito aniónico en solución (2,19).


  Diferentes tipos de Eudragit® han sido ampliamente utilizados en la elaboración de microparticulas que permiten la liberación de principios activos a nivel intestinal, evitando la inactivación de fármacos en el estómago, gastroresistencia (2), por ejemplo, en la preparación de micropartículas que permiten la administración oral de péptidos y proteínas, utilizándose Eudragit RS®100 por sus propiedades mucoadhesivas (20); además han generado un gran interés para el desarrollo de sistemas de administración oral de insulina (19) y en procesos de microencapsulación de partículas virales (21).
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  Figura 2. Estructura molecular de las unidades de repetición del Eudragit S100® con m = 1 y n = 2.


  Considerando el alto potencial del Eudragit® S100 para la encapsulación de principios activos obteniendo beneficios como mayor estabilidad liberación controlada por pH y bioadhesividad, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de dos sistemas de atomización en lecho fluido (superior e inferior) y diferentes factores del proceso, en la formación de micropartículas, como primera aproximación al desarrollo de un proceso eficiente de microencapsulación de diferentes principios activos.


  Materiales y métodos


  Materiales: Eudragit®S100 (Röhm GmbH &Co.) donado por Almapal S.A. (Colombia). Talco malla 325 calidad farmacéutica (Humedad 0,415%). Etanol al 96% (CIACOMEQ S.A.S). Fosfato dibásico de sodio anhidro (Sigma) y ácido cítrico (Merck).


  Preparación de la solución polimérica: En 70mL de solución tampón pH 8,0 se adicionó la cantidad correspondiente de polímero según el tratamiento, Tabla 1, y se mantuvo agitación constante hasta obtener una solución translúcida. Posteriormente se adicionaron 30 mL de etanol manteniendo la agitación.


  Elaboración de micropartículas por atomización (Spray drying): Las micropartículas se elaboraron en un lecho fluido marca Glatt GmbH D–01277, que está equipado con una roseta a 1,0 mm para ajustar el flujo de aire.


  En ensayos previos se fijaron los valores alrededor de los cuales debía realizarse la experimentación para la formación exitosa de micropartículas (datos no mostrados).Estos valores fueron: concentración del polímero del 5,0 %, concentración del núcleo del 1,5% (21) y presión de aleta expresada como ángulo de apertura con valor de 40º.


  A partir de los resultados previos y la revisión bibliográfica se fijaron los parámetros de temperatura de entrada, presión interna de la cámara y velocidad de flujo, los cuales se variaron según la matriz de tratamientos que se presenta en la tabla 1, generada utilizando un diseño factorial con tres factores y dos niveles por factor. Estas condiciones se trabajaron en los dos sistemas: atomización inferior (BS) y atomización superior (TS). De cada tratamiento se realizó una sola corrida para cada sistema.


  Tabla 1. Variables y niveles evaluados para la formación de micropartículas de Eudragit® S100 por atomización en lecho fluido
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  Se evaluaron algunos parámetros cualitativos como obtención de producto seco, la homogeneidad y el tamaño de partícula, la pérdida de material en los filtros, la pérdida de material en la tolva y la fácil recuperación del producto. Estas características se calificaron con un valor de cero (0) cuando se obtuvo el comportamiento no deseado y con un valor de uno (1) cuando se obtuvo el comportamiento deseado, lo que permitió aplicar una matriz de decisión para seleccionar el tratamiento más promisorio.


  Caracterización de las micropartículas Morfología y tamaño: La forma y el tamaño de las micropartículas se evaluaron por microscopía. El tamaño se determinó por observación directa usando un microscopio de luz Olympus CH3ORF100 equipado con un micrómetro, en el aumento de 10X. Para la realización de esta actividad se tomaron las muestras obtenidas de la pared de la tolva para los diferentes ensayos y sistemas trabajados. Las muestras se observaron directamente al microscopio, antes y después de tamizar la muestra por una malla con tamaño de poro de 100 μm.


  Resultados


  Elaboración de micropartículas por atomización (Spray drying) Atomización inferior (Bottom spray). La codificación de los tratamientos evaluados se presenta en la Tabla 2 y los resultados para cada uno de estos se presentan en la Tabla 3, donde se destaca que los tratamientos 3 y 4 no permitieron la formación de micropartículas. La temperatura de entrada es importante para el proceso de microencapsulación, ya que ésta influyó directamente en la temperatura interna del producto y la temperatura de salida, Tabla 3. Es así como las temperaturas de entrada de 50ºC y 60ºC generaron temperaturas internas del producto entre 17,3ºC y 20,3ºC y entre 20,1ºC a 41,3ºC respectivamente y temperaturas de salida de 19ºC a 26ºC y de 22ºC a 40ºC, respectivamente. Estos valores de temperatura son adecuados para el proceso de microencapsulación de principios activos sensibles a temperaturas altas como las partículas virales de Baculovirus, las cuales se inactivan a temperaturas mayores de 50ºC (25).


  Los resultados muestran que la velocidad de flujo (Flujo) influenció la temperatura interna del producto, la cual se redujo cuando el flujo se aumentó, lo cual puede ser aprovechado para minimizar el efecto de las altas temperaturas de entrada sobre principios activos sensibles a altas temperaturas (26). La temperatura de entrada fijada en el equipo también influenció la temperatura dentro del equipo, observándose una relación directa entre las dos variables, Tabla 3.


  Tabla 2. Tratamientos evaluados para la formación de micropartículas utilizando atomización inferior
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  Tabla 3. Variables respuesta en el proceso de atomización inferior
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  Tabla 4. Matriz de decisión del proceso de microencapsulación en el sistema de atomización inferior (Bottom Spray).


  [image: ]


  El proceso de atomización (spray drying) para microorganismos no debe alcanzar altas temperaturas para mantener la integridad del principio activo. Por ejemplo Liu y Liu (4) encontró la mayor estabilidad de la viabilidad del hongo Beauveriabassiana cuando se microencapsuló utilizando una temperatura de entrada de 60ºC y una temperatura de salida de 30+/-2ºC, en comparación a la atomización convencional que maneja una temperatura de entrada de 100ºC y una temperatura de salida de 80+/-5ºC. De igual forma en el estudio de Behle (22), se encontró que el nucleopoliedrovirus de Anagrapha falcifera (AfMNPV) puede presentar una pérdida mínima de actividad cuando se expone a altas temperaturas en el proceso de atomización por pocos minutos.


  En la Tabla 4 se presenta la matriz de decisión utilizada para seleccionar el tratamiento más promisorio. Dentro de los parámetros calificados se incluyeron factores como la obtención de producto seco, la homogeneidad en el tamaño de las micropartículas, un menor tamaño de micropartículas (<100μm), la pérdida de material en filtros, la pérdida de material en la tolva y la fácil recuperación del producto.


  En la matriz se puede observar que uno de los problemas que presentó el proceso de atomización inferior con una temperatura de entrada de 50ºC, correspondiente a los ensayos 1, 2, 3 y 4 fue la no formación adecuada de partículas, debido a que la suspensión del polímero y el núcleo fueron atomizados pero no se logró la evaporación completa de los solventes. Cuando la temperatura de entrada fue de 60ºC, la velocidad de flujo de 8,61 mL/min y a presiones internas de la cámara de 1 y 3 bares, correspondientes a los ensayos 6 y 8 también se encontró humedad en la cámara de atomización, posiblemente porque bajo estas condiciones el proceso de secado no está bien controlado generándose condensación de agua (26), observándose presencia de la suspensión de recubrimiento en las paredes de la cámara de atomización y en el cilindro ubicado en la parte inferior.


  No se detectó humedad en el sistema de atomización inferior cuando se trabajó con una velocidad de flujo de 4,12mL/min y temperatura de entrada de 60ºC, con presiones interna de la cámara de 1 y 3 bares, condiciones que corresponden a los tratamientos5 y 7. Esto indica que a estas condiciones, se controla el proceso de secado. Además utilizando estas condiciones la pérdida de material en los filtros y en la tolva fue menor y la recuperación del producto final se facilitó por encontrarse más seco que con los tratamientos restantes.


  Los tratamientos con la calificación más alta fueron el 5 y el 7, para los cuales se empleó una temperatura de entrada de 60°C, una velocidad de flujo de 4,12mL/min (8rpm) y presiones internas de 1 y 3 bares respectivamente, por lo que se puede concluir que la presión no tuvo un efecto significativo en la respuesta, pero los dos factores restantes (temperatura y flujo) si influyeron en el proceso. Sin embargo algunos autores han concluido que para el proceso de atomización inferior el parámetro más crítico es la fluidización del aire que depende de la presión interna de la cámara y de la selección del plato ubicado en la parte inferior de la tolva que distribuye el aire y logra una buena separación (elevación) de las partículas durante su movimiento (11).
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  Figura 3. Micropartículas obtenidas por el sistema de atomización inferior (Bottom spray) 10X


  El establecimiento de estos parámetros es de gran importancia, así como lo concluyó Cheow

  (16) quien determinó que estas variables deben ser seleccionadas previamente para prevenir el exceso de humedad que se puede presentar en la cámara de atomización, lo cual se presentó en algunos de los tratamientos evaluados el presente estudio. El control de estos parámetros permite una buena circulación de las partículas y un adecuado proceso de microencapsulación, lo cual es importante en el sistema de atomización inferior (Bottom spray), en el cual la fluidización está dada por el flujo del aire en interacción con el movimiento de las partículas (13).


  De acuerdo a la calificación de los tratamientos en la matriz de decisión, Tabla 4, se establecieron como condiciones a utilizar en el sistema de atomización inferior para la suspensión de Eudragit® S100 al 5% utilizando como núcleo talco al 1,5%, una velocidad de flujo de 4,12mL/min (8rpm), presión interna de la cámara entre 1 y 3 bares y temperatura de entrada de 60ºC. Estas condiciones evitan un exceso de humedad en la cámara, ya que un aumento en la humedad causa un bajo rendimiento del proceso y compactación de las micropartículas (16).


  En el proceso de atomización inferior se pudo determinar que la pérdida de producto ocurre principalmente porque el proceso de secado no se controla adecuadamente, lo cual causa pérdida de la suspensión de recubrimiento y el material se deposita en las paredes del colector generándose una pérdida de producto en diferentes partes del equipo (27,5).


  Caracterización de las micropartículas. Se obtuvieron micropartículas de diferentes tamaños y formas, presentándose formas irregulares y poco homogéneas en tamaño, Figura 3. Además se formaron aglomerados de partículas, posiblemente por coalescencia de las gotas durante la evaporación de los solventes y la fluidización de las mismas. Las micropartículas obtenidas por el proceso de atomización inferior mostraron un tamaño menor de 100 μm así como los obtenidos en diferentes trabajos como en la microencapsulación por atomización de conidios de Beauveriabassiana en el cual se obtuvieron micropartículas con tamaños entre 2,5 y 10μm (4) y de Trichoderma harzianumdonde se obtuvieron tamaños entre 10 y 25 μm (26).
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  Figura 4. Fotografías de la micropartículas obtenidas por atomización inferior observadas al microscopio con un aumento de 10X (a) Microparticulas Tratamiento 1 (b) Microprarticulas Tratamiento 5 (c) Micropartículas Tratamiento 6 (d) Micropartículas Tratamiento 7.


  Una de las ventajas de la aplicación de técnicas de atomización (spray drying) en microencapsulación es que permite el ajuste del atomizador (presión interna de la cámara) y la velocidad de la bomba de alimentación (velocidad de flujo) para obtener partículas de tamaños pequeños o grandes según se requiera (26). En la figura 4 se muestran fotografías de la partículas obtenidas con los tratamientos 1, 5, 6 y 7, que corresponden a condiciones de presión interna de la cámara de 1 y 3 bares y velocidades de flujo de 4,12mL/min y 8,61mL/ min, con temperaturas de entrada de 50°C y 60°C. Las micropartículas más homogéneas con respecto a forma y tamaño se obtuvieron con la condición de temperatura de entrada 60ºC, velocidad de flujo 4,12mL/min y presión interna de la cámara de 3 bares, ensayo 7, Figura 4d.


  En el sistema de atomización inferior la calidad de la formación de la micropartícula depende del flujo de aire o fluidización, ya que una alta velocidad de flujo de aire dado por la presión interna de la cámara mejora la circulación de las partículas y asegura la transferencia de masa y calor. Es por esto que en este sistema la selección de la presión interna de la cámara es muy importante para que asegure un buen flujo de aire que no permita que la suspensión de recubrimiento se deposite en las paredes, lo que causa la pérdida de material y bajos rendimientos del proceso (13).


  Tabla 5. Tratamientos evaluados para la formación de micropartículas utilizando atomización superior.
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  Tabla 6. Variables respuesta en el proceso de atomización superior.
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  TRATAMIENTOS

  Además este método de atomización tiene que afectan la morfología de las micropartículas, la generación de altas velocidades que producen el choque de las partículas, así como la presencia dezonas muertas cercanas a la pared interna de la cámara de atomización, donde el proceso no se realiza adecuadamente porque las partículas se mueven muy lentamente y se producen micropartículas de tamaño y forma heterogénea (14), fenómeno que pudo presentarse con los tratamientos evaluados en el presente trabajo.


  Atomización superior (Top spray). La codificación de los tratamientos evaluados se presenta en la Tabla 5 y los resultados para cada uno de estos se presentan en la Tabla 6, donde se destaca que los tratamientos 1, 2, 3 y 4 no permitieron la formación de micropartículas.


  En la Tabla 6 se observa que cuando la temperatura de entrada se ajustó 50ºC no se determinan valores para las variables de respuesta porque no hay formación de micropartículas, posiblemente porque la suspensión fue asperjada pero la evaporación del solvente fue lenta y no se secaron las gotas formando partículas, por el contrario el material húmedo quedó en la superficie interna de la cámara. Estos tratamientos correspondieron a los codificados como 1, 2 ,3 y 4.


  Con una temperatura de entrada de 60ºC se presentaron temperaturas internas del producto entre 8,9ºC y 19,7ºC y temperaturas de salida entre 17ºC y 22ºC. En general el proceso de atomización superior con esta temperatura no fue adecuado, ya que se presentó condensación de agua y depósito de suspensión líquida en la superficie interna de la cámara de atomización, resultados que corresponden a los ensayos 5, 6,7 y 8.


  Cuando se utilizó una temperatura de entrada de 80ºC se obtuvieron temperaturas internas de producto entre 8,7ºC y 40,6ºC y temperaturas de salida entre 15ºC a 28ºC.Además al aumentar la velocidad de flujo se produjo condensación de agua y gotas de suspensión líquida en la superficie de la cámara de atomización, lo que causó una disminución de la temperatura interna del producto y un aumento de la temperatura de entrada máxima detectada por el equipo, la cual alcanzó los 120ºC, en el tratamiento 11 y 100ºC en el tratamiento 12. Es importante tener en cuenta que en el sistema de atomización superior (Top Spray) las variaciones en las velocidades de flujo del líquido y las velocidades de flujo del aire (presión interna de la cámara) determinan el proceso de secado de las gotas fluidizadas en el lecho de aire (12). Además se ha determinado en otros trabajos que el proceso de atomización superiores eficiente cuando se trabaja a temperaturas altas (11).


  En el estudio de Horaczek yViernstein (28) se encontró que para una buena actividad y longevidad de conidios de Beauveria brongniartii y Metarhizium anisopliae en un proceso de microencapsulación, el parámetro más importante y que debe ser controlado es la temperatura de salida del proceso, la cual depende de la temperatura de entrada y la velocidad de flujo.

  

  En la microencapsulación por atomización (spray drying) de conidios de Trichoderma harzianum se determinó como relación óptima de la temperatura de entrada y la temperatura de salida: 60ºC /31ºC, ya que cuando se trabajó con una relación de temperaturas de entrada/temperaturas de salida de 40ºC/20ºC apareció condensación de agua en la pared de la cámara de atomización, indicando que el proceso de secado no estaba bien controlado, además en este estudio se estableció que ajustando la velocidad de flujo (alimentación) y la temperatura de entrada, se puede controlar la temperatura de salida y así minimizar el efecto de temperaturas altas sobre este principio activo(26).


  En la matriz de decisión (Tabla 7) utilizada para calificar los tratamientos evaluados se observa que los parámetros a seleccionar en este proceso son la velocidad de flujo, la temperatura de entrada y la presión interna de la cámara para determinar las interacciones que ocurren entre estas condiciones y poder lograr un buen proceso de microencapsulación.


  El ajuste de los tres factores afectó el desarrollo adecuado del proceso de atomización superior, ya que al trabajar con temperaturas de 50ºC y 60ºC y velocidad de flujo de 8,61 mL/min (16 rpm), correspondientes a los ensayos 1, 2, 3, 4, 6 y 8, el proceso de secado no fue eficiente, presentándose humedad en la cámara de atomización, pérdida de material (suspensión) y dificultad en la recuperación del producto.


  En el sistema de atomización superior (Top spray) la velocidad de flujo, la presión interna de la cámara y la posición de la boquilla en la parte superior de la cámara de atomización fueron los parámetros que más influyeron en el proceso, posiblemente porque éstos determinan la distribución de la temperatura y la humedad de las partículas. Cabe destacar que para el proceso es importante la correcta preparación de la suspensión de recubrimiento, ya que características como una alta viscosidad y tensión superficial pueden causar pérdidas en el proceso de atomización, variación en la distribución de la temperatura sobre las partículas, afectando su diámetro y el área superficial en la cual ocurre la transferencia de masa de las gotas al medio dispersante (12).


  Los tratamientos con la mayor calificación según la matriz de decisión (Tabla 7) fueron los tratamientos 9, y 10 que sugieren que para la formación de micropartículas de Eudragit® S100 (5%) con talco como núcleo al 1,5% utilizando atomización superior, se debe trabajar con una velocidad de flujo de 4,12 mL/min (8 rpm) y con una temperatura de entrada de 80ºC, siendo indiferente la presión interna de la cámara.


  Caracterización de las micropartículas

  Las micropartículas obtenidas por el proceso deatomización superior presentaron tamaños y formas homogéneas, encontrándose partículas esféricas (Figura 5), resultados similares a los obtenidos por otros autores utilizando atomización superior, en los cuales la morfología de las partículas es homogénea (29). La morfología de las micropartículas depende de diferentes factores como la naturaleza del material de encapsulación usado y de las condiciones operacionales de secado como temperatura de entrada, concentración de sólidos, velocidad de flujo de aire o velocidad de alimentación (1).


  Tabla 7. Matriz de decisión del proceso de microencapsulación en el sistema de atomización superior (Top Spray).
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  Figura 5. Micropartículas obtenidas por el sistema de atomización superior (Top Spray) 10X


  El tamaño de las micropartículas obtenidas fue menor a 100 μm, un pequeño tamaño que podría deberse a que la relación entre presión interna de la cámara y velocidad de flujo producen una fuerte atomización que genera gotas de tamaños pequeños y en consecuencia micropartículas pequeñas(16). Por ejemplo, en los tratamientos donde utilizó la mayor presión interna de la cámara (3 bares), se produjeron micropartículas más homogéneas en cuanto a forma y tamaño (Figuras 6b y 6c). En el proceso de atomización superior la velocidad de flujo y la presión interna de la cámara afectan la uniformidad del crecimiento de la capa de recubrimiento, ya que al incrementarse la presión interna de la cámara se incrementa el flujo de aire de enfriamiento y de secado, lo cual influye en la distribución de la temperatura sobre la partícula (12).
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  Figura 6. Fotografías de la micropartículas obtenidas con atomización superior observadas al microscopio con un aumento de 10X (a) Micropartículas tratamiento 5 (b) Micropartículas tratamiento 7 (c) Micropartículas tratamiento 9 (d) Micropratículas tratamiento 10.


  En el estudio realizado por Tajber (10), los factores más significantes que afectaron las características del producto final fueron la temperatura de entrada, la velocidad de flujo de la bomba peristáltica y la concentración de los excipientes. Además se encontró que el parámetro que más influyó en el tamaño de partícula fue el flujo de aire, ya que a un alto flujo de aire se obtuvo un tamaño de partícula más pequeño.


  Se han estudiado efectos de los parámetros de atomización en el sistema de atomización superior sobre las propiedades físicas de las micropartículas (11) y se ha observado que un aumento en la velocidad de flujo produce partículas grandes, como se obtuvo con el tratamiento 12 (Figura 5), en cual se trabajó con una velocidad de 8,61 mL/min.


  Un incremento en la temperatura de entrada disminuye el tamaño de las micropartículas, como se observa en los tratamientos 9 y 10 (Figuras 6c y 6d), en los cuales se utilizó una temperatura de entrada de 80ºC en comparación con lo observado en los tratamientos 5 y 7 (Figuras 6a y 6b) en los cuales se utilizó una temperatura de entrada de 60ºC. Un incremento en la presión interna de la cámara produce una disminución del tamaño de las micropartículas porque se generan gotas de tamaños pequeños, como se observa en los tratamientos 7 y 9 (Figura 6b y 6c), en los cuales se utilizó una presión interna de la cámara de 3 bares, en comparación con lo obtenido en el ensayo 5 (Figura 6a) en el cual se utilizó una presión interna de 1 bar.


  Estudios desarrollados para evaluar los parámetros críticos del proceso de atomización superior han concluido que la presión interna de la cámara es el paráme ro más crítico, seguido por la velocidad de flujo, la concentración de sólidos y la temperatura de entrada. Además se observaron interacciones significantes entre algunos de estos parámetros. En este sistema de atomización la fluidización del aire no es significante. Sin embargo para que este proceso de atomización funcione correctamente se necesita un buen control de todos los parámetros involucrados para minimizar las variaciones en los productos obtenidos (11).


  Se seleccionaron como condiciones óptimas para el proceso de atomización superior (Top spray) para la suspensión de Eudragit® S100 al 5% con talco como núcleo al 1,5%, una temperatura de entrada de 80ºC, una presión interna de la cámara entre 1 y 3 bares y un flujo de 8 rpm que equivale a una velocidad de flujo de 4,12mL/min.


  Los resultados para los dos sistemas de atomización ensayados evidencian que diferentes condiciones de atomización afectan el producto final, como lo reporta el trabajo de Yu (3), en el cual se investigaron cuatro parámetros de atomización: la temperatura de entrada del aire, la concentración de sólidos, la temperatura de alimentación y la velocidad de flujo y sus efectos en la eficiencia de encapsulación y el tamaño de las micropartículas de fosfolípidos. En dicho trabajo se obtuvieron como condiciones de óptimas de operación una temperatura de aire de entrada de 140ºC, una temperatura de alimentación 30ºC y una concentración de sólidos del 20%, además en este estudio se determinó que la velocidad de flujo no influenció la eficiencia del proceso.


  Al evaluar el efecto de los dos sistemas de atomización en lecho fluido(superior e inferior) y los diferentes factores del proceso, en la formación de micropartículas, se seleccionó el sistema de atomización superior (Top Spray), con el cual se obtuvo una formación adecuada de micropartículas, las cuales presentaron menor tamaño y mayor homogeneidad en la forma. Las condiciones fijadas para dicho sistema fueron una velocidad de flujo de 4,12mL/min (8rpm), una temperatura de entrada de 80ºC y una presión interna de la cámara entre 1 y 3 bares.


  En el sistema de atomización superior (Top spray), la velocidad de flujo y la presión interna de la cámara influyen en lamorfología de las micropartículas obtenidas y en el control del proceso de atomización (12). En el sistema de atomización inferior (Bottom spray) la calidad del recubrimiento depende principalmente del flujo de aire (fluidización) o sea de la presión interna del aire que produce el movimiento de las partículas (13).


  Conclusiones


  Se demostró la factibilidad tecnológica para preparar micropartículas por atomización, utilizando como polímero Eudragit® S100 y talco como núcleo. Cuando se utilizó el sistema de atomización inferior (Bottom spray) se tuvo como condición crítica del proceso la presión interna de la cámara, la cual no favoreció la morfología de las partículas producidas.


  Cuando se utilizó el sistema de atomización superior (Top Spray) las condiciones críticas del proceso fueron la velocidad de flujo y la temperatura, cuyas interacciones favorecieron el secado y en consecuencia la homogénea morfología de las micropartículas y su menor tamaño
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  Resumen


  Este trabajo presenta una revisión histórica de construcción científica acerca de la problemática del cambio climático y el calentamiento global. Se discuten algunas de las implicaciones sociales, científicas, políticas y educativas que el estudio del fenómeno ha generado. Además se presenta de manera suscinta algunas implicaciones biológicas sobre la influencia en la biodiversidad y el comportamiento de los ecosistemas causado por las alteraciones en el comportamiento del clima global. Las plantas y los animales se han ido adaptando a los cambios en su entorno, tanto a través de la evolución como de la migración. Sin embargo, los modelos recientes publicados demuestran que muchas especies no podrán mantenerse al día con las tasas proyectadas de cambio. Aún más grave es la fragmentación de los hábitats naturales por la actividad humana, problema que no puede ser atribuido a las fuerzas naturales.
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  Abstract


  Historical and biological implications of climate change


  This work presents a historical review of construction scientist who has made the change issue climate and global warming; we discuss some of the social, scientific, political and educational study the phenomenon has generated. You presented in a briefly some biological implications of the influence on biodiversity and ecosystem behavior caused by changes in global weather patterns. The Plants and animals have adapted to changes in enviroent, both through evolution and migration. No But recently published models show that many species can not keep up with projected rates change. A bigger problem, and one that can not be attributed to atural forces, is the fragmentation of natural habitats by human activity.


  Keywords: biodiversity, climate change, ecosystems, global warming.


  Introducción


  Para nadie es un secreto que el mundo en el que vivimos enfrenta una serie de problemas ambientales que parecen perfilar una catástrofe, en la que los fenómenos asociados al cambio climático comprometen: por un lado, escasas precipitaciones, temperaturas más elevadas y por otro, graves inundaciones debido al aumento del nivel del mar. Los impactos ambientales que traen consigo las construcciones, los desarrollos científicos, tecnológicos y el crecimiento de la población en el mundo, están deteriorando la vida de nuestro planeta provocando erosiones, inundaciones, pérdida de la biodiversidad, extinción de la flora y la fauna, enfermedades de contagio entre la población y reducción de las fuentes de agua potable, entre otras.


  Se reconoce que la crisis tiene un carácter grave, debido a la aceleración de los impactos y el ritmo con que suceden se ha disparado en las últimas décadas de manera alarmante. con una disminución marcada de recursos naturales, aumento de la pobreza, guerras, desastres naturales y crisis económica.


  Historia de un fenómeno


  La construcción del modelo científico que estudia el fenómeno del cambio climático comenzó mucho antes de 1970, pero es a partir de esta década donde se estructuró este problema como un objeto de investigación fundamentado y posicionado dentro de la comunidad científica (1,2). Así para rastrear la historicidad de este fenómeno y su proceso de construcción científica es necesario remontarse a mediados del siglo XIX cuando se publicaron los primeros razonamientos sobre cuáles son los factores que determinan la temperatura media del planeta, si la luz del sol incide en la superficie de la tierra y la calienta. Estas primeras lógicas de pensamiento científico que trataban de relacionar los conceptos de temperatura de la tierra y radiación solar fueron planteadas por el científico francés Joseph Fourier, y generaron interrogantes como ¿por qué el calor debido a los rayos provenientes del sol no se sigue acumulando y aumenta la temperatura del planeta indefinidamente?


  Preguntas como ésta fueron abordadas y explicadas por primera vez por el científico británico John Tyndall en 1859, quien se planteó la idea de cómo la atmosfera podría controlar la temperatura de la Tierra, Tyndall pensaba que los comportamientos atmosféricos estaban directamente relacionados con las variaciones de la temperatura y de acuerdo a sus modelos y observaciones de las modificaciones del clima en diferentes partes del planeta, donde la distribución de gases atmosféricos cambiaba en algunas proporciones, se aventuró a suponer que existía algún tipo de relación entre estos dos parámetros y empezó a diseñar y realizar experimentos (3).


  La creencia de los científicos de la época era que todos los gases son transparentes a los rayos infrarrojos. Con sus estudios en laboratorio Tyndall verificó que los principales gases atmosféricos, el oxígeno y el hidrogeno son transparentes, pero también descubrió que gases como el metano, producido por la quema de la hulla y el CO2 producto de la quema del carbón, se comportaban como cualquier material opaco ante los rayos del sol absorbiéndolos e interaccionado con ellos. Aunque el CO2 sólo se encuentra en unas pocas partes por millón en la atmósfera, Tyndall encontró que una fracción de la radiación que refleja la superficie de la Tierra y asciende hacia la atmósfera es absorbida por las moléculas del CO2 evitando que salga al espacio y transfiriendo energía térmica a ésta, calentando la superficie terrestre. De esta manera la tierra presenta una temperatura mayor a la que tendría en ausencia de CO2 (4).


  En 1896 el científico sueco Svante Arrhenius realizó aportes importantes a las explicaciones de los efectos de CO2 y el vapor de agua, que para la época se empezaba a reconocer como uno de los gases más importantes del efecto invernadero dado que retiene 2/3 del calor total allí atrapado. Arrhenius explicó como el aumento o disminución del CO2 podría variar la cantidad del vapor de agua presente en la atmósfera (5). Este científico proponía un modelo en el cual, si se incrementaban las emisiones de CO2, aumentaría la temperatura del planeta ocasionando un incremento del vapor de agua y por consiguiente su calentamiento. Por otro, lado si se disminuyeran las emisiones del CO2 se reduciría las retenciones de vapor de agua, generando un enfriamiento de la atmósfera y una reducción paulatina de temperatura hasta llegar a desencadenarse una glaciación. Arrhenius afirmaba que así el cambio en la composición del aire no parezca tan relevante como para conducir a un cambio del clima tan extremo, por sí solo, estos procesos climáticos tienen la particularidad que luego de iniciados pueden retroalimentarse e incrementarse.


  A pesar de que Arrhenius no logró probar como podría cambiar el clima si variaran las cantidades de CO2, presentó algunos cálculos donde presupuestaba que si se aumentaba al doble o se disminuía a la mitad las cantidades existentes de CO2 atmosférico, la temperatura da la Tierra subiría de 5 a 6o C o se enfriaría unos 5oC, respectivamente. Pero para las tecnologías de la época, donde apenas se iniciaba la revolución industrial, no se concebía la idea que el hombre pudiera impactar de alguna manera la naturaleza del planeta, pues no se imaginaba que la población del mundo llegaría al punto de crecer exponencialmente y que los recursos naturales se podrían agotar por los excesos en su uso, o que cualquier avance industrial no fuese para mejorar (3).


  La responsabilidad de ser uno de los primeros en hablar de un calentamiento global se le atribuye al ingeniero Guy Stewart Callendar, quien se presentó ante la Royal Meteorological Society de Londres en 1938 para exponer sus teorías acerca del clima. Apoyado en una gran recopilación de estadísticas meteorológicas que recolectaba como pasatiempo, Callendar sugirió que el planeta se estaba calentando globalmente y que de acuerdo con sus investigaciones en publicaciones de la época, los niveles de CO2 en la atmósfera habían aumentado desde comienzos del siglo XIX. Esta idea, como era de esperarse solo tuvo acogida en un reducido grupo de científicos que para la época se interesaban en modelos teóricos que pudieran explicar el comportamiento del clima (6).


  Científicos de diferentes disciplinas orientaron sus investigaciones en problemas relacionados con el comportamiento del clima y modelos meteorológicos. Pero no sólo era un campo atractivo a los meteorólogos, geólogos, geofísicos, oceanógrafos e incluso los dedicados a la astronomía se sumaron a estos y empezaron a tomar parte en los asuntos del clima. En 1920 Charles Greeley Abbot, del Smithsonian Astrophysical Observatory, lideraba un programa de medición de intensidad de la radiación solar, que demostró grandes variaciones en la radiación relacionadas con el desplazamiento de las manchas solares a lo largo de la superficie del sol. Como complemento a sus investigaciones, Abbot indicó que podía observar una correlación entre el ciclo de las manchas solares y los ciclos de temperatura terrestre (7). El estudio de estos ciclos tuvo gran acogida durante la primera parte del siglo XX por científicos, meteorólogos y hasta aficionados que se aventuraban a lanzar predicciones sobre el clima.


  Trabajos más rigurosos fueron propuestos posteriormente; uno de ellos desarrollado por el ingeniero serbio Milutin Milankovitch, en 1941, quien propuso tres ciclos principales que determinaban la variabilidad climática de la Tierra de acuerdo a mediciones astronómicas: el primer ciclo tiene una durabilidad de 100.000 años y determina la excentricidad de la órbita de la Tierra, de tal forma que la intensidad de la radiación solar que llega al planeta depende de la excentricidad de la órbita; el segundo, tiene un periodo de 42.000 años y está relacionado con la inclinación de la Tierra sobre su eje, que varía entre 21.8o y 24.4o, y determina a qué parte del planeta llegará mayor radiación; el tercer ciclo dura 22.000 años e indica la precesión de la tierra sobre su eje, que puede estar apuntando hacia las estrellas Polar o Vega, si el eje apunta hacia Vega los inviernos se tornan más fríos y los veranos más calurosos, cuando apunta a la Polar ocurre lo contrario (5).


  Los ciclos de Milankovitch provocan una variación de 0.1% de la luz solar lo que ocasionaría una variación de ±5oC en la temperatura del planeta. Estos ciclos indicaban según los cálculos que los periodos glaciales no coincidían con los que hasta esa época guiaban a los geólogos y que marcaban cuatro glaciaciones. Pero para la mayoría de científicos el considerar que una pequeña alteración en la luz solar podría desencadenar un cambio en el cima tan fuerte como una glaciación no era suficientemente acertado y hasta entonces poco demostrable (3).


  En los inicios de la guerra fría la Armada de los Estados Unidos decidió apoyar estudios científicos a través del Departamento de Investigación Naval. El interés de los organismos militares por financiar investigaciones científicas se justificaba, debido a los aportes de la ciencia a la Segunda Guerra Mundial, como la bomba atómica, la utilización de radares y la formación de meteorólogos militares que se encargaron de pronosticar y proporcionar información vital en misiones de bombardeo y ataques por vía marítima. En 1956, en el marco de este apoyo militar, fue financiado Gilbert Plass de la Universidad Johns Hopkins, para estudiar la radiación infrarroja (8). Complementando su trabajo oficial y apoyado en las lánguidas teorías existentes hasta ese momento -que afirmaban que las glaciaciones podían explicarse en función de los cambios de CO2- dirigió parte de sus esfuerzos a estudiar la relación existente entre la cantidad de CO2 en la atmósfera y la absorción de radiaciones infrarrojas. Dentro de sus resultados presentó los primeros cálculos formales sobre el posible aumento del CO2.


  Con la implementación de los recién inventados ordenadores de la época, desarrolló cálculos donde demostraba que el aumento o disminución de CO2 podía influiar considerablemente en la cantidad de radiación que escapaba al espacio desde la superficie de la Tierra. Además, afirmó que la actividad humana podía aumentar la temperatura media del planeta a un ritmo de 1.1oC por siglo, advirtiendo que el cambio climático podría ser un problema grave para las generaciones futuras en varios siglos. Estas palabras no fueron tomadas en serio hasta finales de siglo XX, y en su momento sólo dieron pie para generar un sin número de debates con detractores e impulsadores de la idea (9).


  En la primera mitad de la década de 1950 el oceanógrafo Roger Revelle y su equipo, quienes trabajaban en el Scripps Institution of Oceanography en San Diego California, realizaron mediciones del radiocarbono en el agua del mar y el aire, encontrando algunas proporciones características de la absorción de CO2 por la superficie de los océanos. Luego de aciertos y errores en sus cálculos, estimó que los océanos no podrían absorber en su totalidad el CO2 producido por la humanidad (6). Los aportes científicos, que hasta la época se habían pronunciado como contribuciones al descubrimiento del calentamiento global que, aunque interesante como fenómeno, los consideraban como un problema marginal sin vislumbrar las consecuencias que podrían traer para con el ecosistema de la Tierra en un futuro más cercano de lo que se pensaba.


  En la década de los años 50 se conformaron sociedades internacionales, tales como la Organización Meteorológica Mundial (OMM) en 1951, formada por miles de estaciones meteorológicas en todo el mundo que suministran datos sobre el comportamiento global del clima. Igualmente, se organiza el año geofísico internacional (AGI) entre 1957 y 1958, con el ánimo de unificar esfuerzos y formalizar estudios meteorológicos, geofísicos y oceanográficos con científicos de diversas naciones para trabajar en investigaciones que proporcionaran información sobre el comportamiento del clima, la atmósfera y los océanos como un fenómeno global. Fue sólo hasta 1958 cuando dedicados científicos como Revelle consiguieron fondos suficientes para iniciar mediciones serias del aumento del CO2; para esta tarea acuden a Charles David Keeling, un consagrado geoquímico, a quien le asignan la misión de dirigir las mediciones simultáneas del gas existente en el océano y el aire en varios puntos del planeta, con el objetivo de tomar una medida simultánea de los valores mundiales de CO2, obteniendo una media de las amplias variaciones observadas en distintos lugares y momentos.


  Luego de algunas décadas se podría medir nuevamente otra simultánea y estudiar cómo se comportaban las variaciones de CO2. Keeling inició su tarea instalando uno de sus instrumentos de medición en la cima del volcán Mauna Loa en Hawai y otro en la Antártida. Luego de muchos esfuerzos en la búsqueda de fondos y apoyo continuo a sus mediciones, recogió datos que mostraban el aumento real del CO2 en la atmósfera, en una gráfica conocida como la curva de Keeling. Estos datos empezaban a ratificar los trabajos adelantados por Tyndall, Arrhenius, Plass, Revelle y Callendar, los cuales no constituían directamente el descubrimiento del calentamiento global, pero abrían las puertas como un tema importante para investigaciones futuras (3-6).


  La contaminación química y la guerra nuclear abocaban los problemas de mayor relevancia en la década de 1950 y el cambio climático y la influencia del hombre en los procesos naturales apenas se presentaba como un problema menor, de poca importancia ambiental y económica. Las pruebas de que el mundo se había calentado y que ese calentamiento se podía medir, empezaban a tener bastante solidez para convencer a la mayoría de los meteorólogos. Se empieza a cambiar el pensamiento que se tenía en la década de 1940; hacia 1960 la realidad del clima comienza a tener forma y se toma en serio la posibilidad que éste podría cambiar en poco tiempo, no necesariamente en periodos glaciales (10). Surgen diferentes teorías que tratan de explicar el comportamiento del clima en la tierra, al tiempo que emergen técnicas para estudiar las conductas y durabilidad de los periodos glaciales. Los resultados muestran que no sólo hubo cuatro glaciaciones como lo proponían los geólogos, sino que posiblemente se presentaron más de doce, y coincidían con las predicciones astronómicas sobre las glaciaciones de acuerdo a los ciclos de Milankovicth (5).


  Hacia 1956 se presentan modelos matemáticos (General Circulation Model, GCM) que describen el comportamiento del tiempo y se usan computadoras de la época para tratar de simular los complejos procesos. Pero las simulaciones presentan problemas de representación, debido a que cualquier pequeña variación en las condiciones iníciales o en la aproximación de cifras significativas en alguna celda del modelo produce cambios totales en los posibles resultados, con lo que el problema del clima se convierte en algo extremadamente complejo de estudiar (11). En esta misma década inician estudios sobre la influencia de gases como aerosoles y los producidos por los aviones como agentes influyentes en el comportamiento atmosférico.


  En 1971 se conforma la primera cumbre mundial donde se reúnen 14 naciones para hablar del clima y los potenciales causantes de su cambio. Entre otros el desarrollo de estudios tecnológicos más avanzados con potasio radioactivo y con cilindros de muestras de hielo del océano indico y de los glaciales, demostraron que hubo docenas de glaciaciones (12). Además se encuentra que los efectos de las glaciaciones tenían un comportamiento global y no sólo local, encontrándose aspectos similares en los dos hemisferios: Groenlandia y Antártida. Estudios de los climatólogos de la década de los setenta muestran que no sólo se podría dar el calentamiento global, también podría presentarse el enfriamiento de la tierra, de esta forma, así como, la contaminación del aire produciría un paulatino aumento en la temperatura, la acumulación de hielo en el mar podría generar un enfriamiento progresivo de la tierra (13).


  Se entiende entonces que el clima es mucho más inestable de lo que se pensaba, cualquier cambio leve en la temperatura podría causar un drástico cambio en el clima global. Modelos computacionales presentan cálculos que reflejan la gran fragilidad del clima, y el efecto invernadero empieza a considerarse como la explicación científica más coherente al calentamiento global. La ratificación de estas teorías fue demostrada por resultados y análisis obtenidos de los laboratorios reales de los planetas vecinos Venus y Marte. Los cuales se estudiaron para entender y comprender el comportamiento de este fenómeno en escalas reales, investigando las dinámicas de la evolución y los parámetros de comportamiento que regulan las atmosferas de estos planetas, que se encuentran hace miles de años bajo el efecto invernadero (3-5).


  Los modelos de GCM empezaron a presentar dificultades ya que son demasiado susceptibles a las condiciones iníciales. Además estos modelos no tiene en cuenta el comportamiento de los océanos, existen dificultades técnicas y de aplicación de modelos para describir en detalle los océanos. En virtud de estos inconvenientes, se desarrollan modelos conjuntos para representar la atmósfera y la tierra. Crece así el campo de estudio de los modelos oceánicos, donde se encuentra que el clima puede no solo cambiar suavemente, puede hacerlo también bruscamente (14).


  Estudios científicos confirman la dependencia del comportamiento del clima con respecto a cambios producidos en el sol, se descubre a través de mediciones del radiocarbono existente en los anillos de los árboles, el cual variaba su concentración de un siglo a otro. En donde se encuentra que el aumento en los niveles de radiocarbono coincidía con los cambios en los comportamientos soleares como manchas solares, viento solar y campo magnético (3,5,12,15). Se descubren los gases industriales CFC como posibles productores de efecto invernadero, apareciendo en la escena los denominad os gases efecto invernadero como el metano (CH4) que tiene un efecto invernadero 20 veces superior al del CO2.


  Movimientos mundiales


  A finales de la década de los 80 la relevancia de los estudios climáticos al interior de la comunidad científica se empezó a notar con investigaciones, publicaciones, conferencias cumbres y demás mecanismos de divulgación que promovían la creación de un instituto que se dedicara a la investigación del cambio climático; estos movimientos tuvieron respuesta cuando la OMM y otras dependencias medioambientales de la Naciones Unidas se vieron forzadas a crear un Equipo Intergubernamental para el Cambio climático (Intergovernmental Panel on Climate Change, IPCC). Compuesta por personal relacionado con laboratorios, centros meteorológicos y entidades científicas que representaran a los gobiernos del mundo (16).


  El modelo científico del cambio climático para esta década había tomado su mejor forma, en donde científicos y organizaciones a nivel mundial empezaron a generar círculos de investigación y discusión acerca de la problemática científica, natural y lógicamente antropogénica, del origen y las causas del cambio climático y el calentamiento global. La realidad del cambio climático se mostraba cada vez con mayor solidez científica, convirtiéndose en un problema emergente real con características políticas económicas y sociales. Es así como los modelos propuestos hasta ese momento develaban que a pesar de los pequeños cambios en los gases emitidos por los volcanes, las corrientes de agua en los océanos, los cambios solares, las emisiones de CFC y CO2 y demás factores que producen variaciones en el clima, se encontró que, lo más influyente en la variabilidad el clima es la retroalimentación que tienen los complejos procesos de evolución del clima.


  La complejidad de los procesos de retroalimentación en el fenómeno del clima evocaron un sentido científico-social al problema, adjudicándole una característica global que debería ser enfrentada en consenso mundial, del que todas las naciones e industrias deberían tomar parte. Se inicia entonces con la creación de diferentes organizaciones gubernamentales, diplomáticas científicas y movimientos sociales alrededor del mundo para tomar posiciones que hicieran frente a la problemática ambiental latente (17).


  En 1968 se conformó el Club de Roma, constituido inicialmente por científicos y políticos provenientes de distintos países para tratar temas relacionados con la creciente problemática ambiental. La visión de crecimiento económico, empezó a cuestionarse y a debatirse sobre las tendencias de incremento de la población mundial, la industrialización, la contaminación, la producción de alimentos y el agotamiento de los recursos naturales. Reflexiones que llevaron en 1972 a realizar la Conferencia de las Naciones Unidas sobre el Medio Ambiente Humano, denominada Conferencia de Estocolmo; orientada a introducir las limitaciones del modelo de crecimiento económico tradicional, su impacto en los recursos naturales y en los asuntos de política internacional. La Conferencia se articuló desde tres pilares: las necesidades sociales y culturales para planificar la protección ambiental, los recursos naturales y los medios necesarios para luchar contra la contaminación internacionalmente (18).


  Surge en 1985 la Convención de Viena, que busca proteger la salud de los seres humanos y el medio ambiente de los efectos provenientes del deterioro de la capa de ozono (19). De los acuerdos adelantados en esta convención es creado el Protocolo de Montreal en 1989, que busca reducir y regular la producción, consumo y comercialización de las sustancias que contribuyen con la destrucción de la capa de ozono, con un total de 155 países comprometidos a cumplir el Protocolo (20). Emerge en esta misma década por primera vez la conceptualización de sostenibilidad, en el Informe Brundtland de 1987, Elaborado por la Comisión mundial Sobre el Medio Ambiente y Desarrollo. Acuñándose y conceptualizando el término Sostenible como “el modelo de desarrollo que atiende a las necesidades del presente sin comprometer los recursos en las necesidades las futuras generaciones” (21).


  En 1992 se lleva a cabo la Cumbre de la Tierra o conferencia de río, en el marco de la Conferencia de Naciones Unidas sobre Medio Ambiente y Desarrollo, la cual incluía compromisos de los participantes en temas relacionados con el cambio climático y la biodiversidad desde y hacia un Desarrollo Sostenible. En este mismo año se da el Tratado de Maastricht o Tra tado de la Unión Europea, que además de una Unión Económica y Monetaria (UEM) incluía políticas comunes para la protección del medio ambiente; que posteriormente en el 2001, sirvieron como base para la creación de la Estrategia de la Unión Europea para el desarrollo Sostenible «Desarrollo Sostenible en Europa para un mundo mejor» (22).


  Uno de los más importantes acuerdos de política mundial es planteado en 1997, denominado Protocolo de Kyoto, que tiene por objetivo reducir las emisiones de seis gases causantes del calentamiento global: CO2, gas metano (CH4) óxido nitroso (N2O), gases industriales fluorados: hidrofluorocarbonos (HFC), perfluorocarbonos (PFC) y hexafluoruro de azufre (SF6), en un porcentaje aproximado de un 5%, dentro del periodo comprendido entre el año 2008 al 2012. Donde el objetivo principal es mitigar el cambio climático de origen antropogénico que es la mayor causa del efecto invernadero (23).


  Posterior al Protocolo de Kyoto se realizaron cumbres y conferencias que pretendían dar seguimiento y continuidad a las políticas y acuerdos planteados en este; la primera evaluación fue en Montreal en el 2005, donde se crea el denominado Grupo de trabajo Especial relacionado con el futuro y los Compromisos de la Partes adoptados en el Anexo I del Protocolo de kyoto. Seguido a este evento se llevó a cabo en el 2007 la 13a cumbre del clima en Bali (COP13), que buscaba definir las políticas posteriores al 2012, al igual que la XV Conferencia sobre el Cambio Climático COP15 en 2009 en Copenhague y la COP16 de Cancún en 2010, que logró postergar el periodo de vigencia del Protocolo de Kyoto.


  La educación toma parte. Casi paralelo al surgimiento de organizaciones mundiales tanto gubernamentales como ecológicas y sociales que empezaron a tomar parte de los problemas climáticos, ambientales y de desarrollo sostenible, emana dentro de los ámbitos académicos y educativos la necesidad de tomar posición frente a estas problemáticas mundiales. Así la educación y las investigaciones relacionadas con ella se direccionan a plantear y resolver problemas que involucren componentes ambientales desde diferentes tópicos. En esta perspectiva en lo relacionado con la educación y el cambio climático existen investigaciones importantes como la de McKeown y Hopkins (24), quienes trabajan alrededor de cómo se debería hacer frente a la educación sobre el cambio climático. Se plantea que la educación no solamente debe darse desde las disciplinas de las ciencias cuando se pretende afrontar el problema del cambio climático, este debe ser abordado desde la complejidad del comportamiento social.


  McKeown y Hopkins plantean que la educación para el cambio climático se divide en dos partes, el clima y la educación para el cambio. El clima ya se ha trabajado en las ciencias e incluso es parte de algunas asignaturas como climatología y demás, pero la problemática radica en la educación para el cambio, debido a su inherente complejidad y su necesario tratamiento holístico. Para este último propósito proponen seis componentes que son requeridos para poder llegar a una educación para el cambio: análisis de la temática, toma de decisiones personales y de comunidad, procesos políticos, justicia social, sensibilidad y competencia intercultural y finalmente cambios de comportamiento (25).


  La imperante relevancia que el cambio climático ha tomado en los procesos educativos a nivel mundial vislumbra un amplio campo de investigación que abarca los diferentes niveles de la educación. Ejercicios de apropiación y metodologías orientadas a sumergir a los niños y jóvenes en una formación que promueva una educación ambiental orientada a mitigar y reducir los efectos y causas del cambio climático, son realizados en escuelas y universidades de EEUU, Japón, medio oriente y Europa (26-31). En donde algunos de estos trabajos articulan su planteamiento desde la educación para el desarrollo sostenible (EDS), de tal manera que se promueven actividades dirigidas a trabajar la problemática del cambio climático bajo el enfoque del desarrollo sostenible.


  Es importante notar que existen trabajos que dan evidencia de algunos primeros intentos de reconocimiento social acerca de la problemática del cambio climático desde hace más de 15 años. Un grupo de profesores del departamento de ingeniería Universidad de Pittsburgh en Pennsylvania realizan un trabajo sobre los modelos mentales que tenía la gente sobre el cambio climático (32), en el cual analizan los conocimientos de la gente sobre las causas del cambio climático, su relación con el efecto invernadero y los efectos sobre la atmósfera.


  El clima afecta los seres vivos. Los organismos tienen una relación directa con el clima (rango térmico: humedad, temperatura y radiación), debido a que su distribución, migración, modificación, fenología, variabilidad, efectos de magnitud (33-34) y adaptación fisiológica dependen en gran medida de ella. En términos de tiempo y desarrollo evolutivo las especies se han situado en determinadas variaciones de temperaturas, donde la integración de formas de comportamiento y características fisiológicas desarrolladas por un proceso de evolución les permiten sobrevivir a un espectro térmico, que llevado a una límite extremo les puede representar la muerte. La ley Vant–Hoff y Arrenius que explica fenómenos biológicos contra procesos químicos, expresan la estabilidad entre las dos puntualizando el “optimun térmico” (corresponde a la máxima producción de trabajo físico, en el cual el potencial reproductivo de la especie es mayor). Para explicar la influencia del clima en estos fenómenos se definen como una función de la temperatura (35-37).


  La distribución y el número de las plantas son influenciados por factores climáticos (37), especies de amplia dispersión suelen aparecer subdivididas en formas locales, mostrando un distinto comportamiento en relación con la temperatura; cuando se evoluciona se tiende a sustituir plasticidad (es una medida de la cantidad o proporción en que las expresiones de las características manifiestas cambian a simple vista por los organismos debido al efecto de la variación ambiental) y variabilidad fenotípica (36- 38). Además, como consecuencia de la perturbación producida por el aumento de la temperatura y la variación en el reparto de las precipitaciones, asociadas al cambio climático, numerosas especies ven modificado su hábitat aumentando o disminuyendo su rango de distribución (37-39).


  Las especies de plantas, junto con factores edáficos, influyen en cantidad y distribución de especies animales y viceversa. Después de su formación el suelo experimenta transformaciones debido a la temperatura y lluvias que transportan diversas sustancias y organismos, como por ejemplo: los materiales en suspensión y solución por agua que se filtra dentro del suelo y luego se acumulan (40-42). Adicionalmente con la mortalidad que se pueda producir a causa de los cambios ambientales son liberados recursos que antes no eran disponibles, de esta manera el cambio de un ecosistema que se ve alterado por un aumento en su capacidad de carga, debe equilibrarse con una liberación de energía. Esta “energía libre” puede ser explotada rápidamente por pequeños organismos, que poseen tasas muy elevadas de crecimiento y reproducción (43).


  Estas variaciones e intercambios de energía producen efectos que son manifestados en tiempos posteriores; el crecimiento de las plantas es lento y la reproducción de organismos puede aumentar, al mismo tiempo la energía libre total disponible se reducirá a medida que se incorpora a la biomasa. Por lo tanto, se puede decir que los organismos de tamaño corporal grande, se asocian con condiciones de menor energía libre, mientras que los organismos de tamaño más pequeño tienen condiciones de mayor energía libre a raíz de una perturbación a gran escala (33,34).


  De otro lado, es el estrés fisiológico el que retarda los procesos de la vida, obliga a los organismos a modificar sus temperaturas tisulares (tejidos), lo que podría obligar a las enzimas y otras proteínas a desarrollar propiedades funcionales no ideales o incluso letales. Respecto a lo anterior se genera la preocupación relacionada con la evolución, evidenciándose que si el hombre sigue acelerando cambios climáticos, no se permitirían los procesos de adaptación y evolución de especies completas, obligándolas a funcionar con sistemas moleculares inapropiados durante muchos años, trayendo como consecuencia extinciones a un ritmo más acelerado del natural (45).


  Si se habla de bioquímica evolutiva es necesario saber cuánto debería cambiar los aminoácidos en una proteína para que esta molécula adquiera propiedades funcionales nuevas. Luego de algunos experimentos que se realizaron con barracudas, se ha encontrado que hay la posibilidad de que algunos pocos aminoácidos diferentes determinen propiedades funcionales, esto explica que algunas especies pueden evolucionar con rapidez desarrollando homólogos de enzimas diferentes, debido a alteraciones no comunes del clima (45).


  El clima en las plantas. La relación de las plantas con diferentes factores climáticos, edáficos y bióticos, son importantes en la distribución, crecimiento y desarrollo de las mismas, relacionándose con la creación de microclimas producidos por éstas. En cuanto a los límites extremos existe una amplitud general, pero es restringida a las especies; la adaptación a la temperatura produce modificaciones bioquímicas que se relacionan con la deshidratación del protoplasma, que evita la coagulación de las albuminas. Además, las plantas se protegen con envolturas caloríficas para condiciones de muy baja temperatura, produce un paro vital que se llama reposo hibernal, algunas plantas leñosas pierden sus hojas pero al regreso de su clima retorna a la vida activa, por el contrario la adaptación a la humedad tiene una morfología inversa con numerosas hojas, grandes y blandas (46-47).


  Una alteración en el cambio climático influye en especies de plantas no nativas, cambia su función en el ecosistema y las puede convertir en invasoras del clima de la zona de introducción (48-49). En una investigación publicada en la revista Nature para el año 2010 de Universidad Wyoming, el ecologista Doak Daniel Duque y el ecólogo de la Universidad William Morris presentaron un informe sobre un estudio a largo plazo de las plantas árticas y alpinas, los resultados muestran por qué algunas especies puede ser lentas para cambiar su distribución geográfica por el cambio climático, «este estudio ilustra la necesidad crítica de investigación a largo plazo para hacer frente a retos ecológicos más urgentes», afirmó Saran Twombly, director del programa de la National Science Foundation (NSF) de la División de Biología Ambiental, que financió la investigación (50).


  El impacto por el calentamiento global en cultivos y la vegetación natural, representada por bosques, prados y arbolados es claro, por ser el clima el principal determinante de su distribución geográfica. Los efectos sobre la agricultura y silvicultura debida a insectos, parásitos y enfermedades transmitidas por los insectos es menor en las latitudes más altas, ebido a las condiciones climáticas menos favorables. En las regiones septentrionales se considera que los problemas causados por los organismos nocivos, estén o no sujetos a cuarentena, son menores que los que se dan al sur (51).


  La expansión de la superficie de especies forestales plantadas de rápido crecimiento es probable, como medio de compensar las emisiones de dióxido de carbono y el desarrollo de un recurso sostenible de bioenergía (52-53). La selección de sitios apropiados para estas plantaciones requiere la consideración de los efectos del cambio climático en el crecimiento de las mismas y los riesgos derivados de factores abióticos y bióticos. Este tipo de conocimiento es muy valioso en la planificación y asignación de recursos; el cambio climático y conservación de especies se plantean como dos cosas distintas por diferentes autores y en realidad se deben trabajar en conjunto, haciendo una proyección del cambio climático potencial, con resolución espacial y temporal de los escenarios. Estas proyecciones a escala fina, junto con técnicas de modelado de distribución de nuevas especies para predecir la distribución potencial de especies invasoras, puede proporcionar información útil a los esfuerzos de conservación (54-55).


  El clima en los animales. Los animales están relacionados con las plantas porque constituyen el alimento de los herbívoros y éstos a su vez de los carnívoros, de aquí se deriva el estudio de sus relaciones y su correspondencia con las zonas térmicas de Kôppen (clasificación climática mundial que identifica cada tipo de clima con una serie de letras que indican el comportamiento de las temperaturas y precipitaciones); sin desconocer que otros factores geográficos y geológicos intervengan igualmente en esta distribución, ocultando hasta cierto punto los factores del clima. Muchas especies se acomodan a climas extremos, la humedad y la sequedad tienen mayor importancia que la temperatura, pero estas variables están intrínsecamente relacionadas. El clima influye en especies domesticas a las cuales ofrece una localidad más propicia, contribuyendo a la formación de razas, en climas templados donde es más notorio el desarrollo de la civilización, y la diversidad es mayor (37).


  En efecto las razas menos modificadas llamadas nativas se acomodan a condiciones severas de clima que evolucionan con grandes ventajas por su rusticidad y adaptación al medio, las razas se dividen en dos grandes grupos según su dispersión: en animales estenóctonos y euríctono, los atributos físicos como pelo, pigmentación de piel y tamaño tienen relación con el medio y sus condiciones climáticas (35). El calentamiento global ha entrado a alterar las sincronías entre especies en algunos ecosistemas, se van debilitando las cadenas alimenticias; así como la relación de ciertas aves y orugas de las que se nutren. Cuando las especies responden de manera diferente a la misma cantidad de calentamiento, se hace más difícil para los ecologistas predecir el futuro de los efectos biológicos del cambio climático y hacer planes o pronosticar conductas para estos efectos (56).


  La gran mayoría de las especies animales en este planeta son invertebrados, que son más sensibles directamente a los cambios de temperatura, teniendo en cuenta que su temperatura corporal varía con el aire, el vapor de agua y el agua a su alrededor. Cuando los invertebrados presentan una temperatura interna más alta, la totalidad de sus procesos fisiológicos se aceleran. Este comportamiento tienen una notable diferencia con el de los mamíferos de sangre caliente y las aves (incluyendo humanos), cuyos procesos de homeostasis y termorregulación mantienen sus funciones naturales estables independientemente de la temperatura ambiente (para casos de variación de temperatura no tan extremos) (57).


  Especies de Milpiés (Diplopoda) y cochinillas (Crustacea, Isopoda), con un total de 15.000 especies descritas en todo el mundo, contribuyen sustancialmente a la biodiversidad de invertebrados. Estos saprófagos macro artrópodos, que son reguladores clave de los residuos de las plantas en descomposición, juegan un papel importante en el funcionamiento de los ecosistemas terrestres en las zonas tropicales y templadas. El calentamiento climático da lugar a mayores tasas de crecimiento de la población y tiene efectos positivos en la abundancia de algunas especies. La generalidad de estos hallazgos de respuesta al calentamiento global se evalúa en relación con la historia de vida y distribución geográfica de las especies. A bajas latitudes, las interacciones con sequías más graves son probables y podría afectar la composición de la comunidad (58).


  En Europa central ha sido más dramática el calentamiento desde 1980. En un estudio se compararon los datos de cría de insectos antes de 1980 con los datos de cría de insectos a partir de 1980. Se encontró que por 190 de las 263 especies examinadas (72%), la segunda se hizo más pronunciada después de 1980 en comparación con las muestras obtenidas antes de 1980. En otras palabras, para la mayoría de las especies que se analizaron, había más generaciones por año a partir de 1980. Por ejemplo, muchas plagas de cultivos son las larvas de las polillas o mariposas, como la col blanca y el gusano cornudo del tomate. Una población que está teniendo más generaciones por año aumentaran en número más rápido que una población con menor número de generaciones por año. Así que el calentamiento global podría significar una más rápida proliferación de plagas de insectos, además de eso, un mayor número de especies de insectos en particular puede provocar que las especies agoten su fuente de alimento, o se lancen por competir y eliminarse con sus competidores por los recursos limitados (59).


  Otro resultado potencial de una población de insectos puede ser el exagerado aumento de los depredadores de esta especie de insectos. Los depredadores de las mariposas, polillas y sus larvas son: las aves, lagartos, ratones, sapos, avispas parásitas, entre otros. Si se incrementan las poblaciones de depredadores, esto podría tener un efecto moderador sobre la presa de éstos, las presas pueden tener un valor económico o podrían ser especies importantes en sus respectivos ecosistemas. Ecologistas han demostrado, en repetidas ocasiones, que la eliminación de todas las especies de un ecosistema, o simplemente cambiar la densidad de una especie, puede tener profundos efectos en la estabilidad del ecosistema (36,43), en su conjunto los ecosistemas son sistemas muy complejos cuyas partes están estrechamente interconectadas.


  En vertebrados como los reptiles, que son ectotermos, y su metabolismo y los procesos fisiológicos se ven fuertemente afectados por las temperaturas ambientales, se observa que por cambios en su comportamiento a veces logran regular la temperatura corporal, y su tasa metabólica tiene fluctuaciones en el día. La disparidad en la capacidad aeróbica metabólica entre ectotermos y endotermos es evidente por el nivel de base metabólica para sus sistemas y órganos que participan en el transporte de oxígeno (60).


  Los anfibios y reptiles se verán afectados negativamente por los cambios proyectados en el clima en las próximas décadas. Las condiciones conocidas y la hipótesis de los umbrales fisiológicos y ecológicos estiman que en menos de 50 años, los anfibios y reptiles en el sudeste asiático alcanzaran los límites de su capacidad para adaptarse a los efectos del cambio climático y que la determinación del sexo dependiente de la temperatura y el aumento de tasas metabólicas, tendrá efectos graves e irreversibles sobre estos organismos (61).


  La producción de leche, que es tan importante desde el punto de vista económico, es uno de los casos de influencia del clima. Una disminución o aumento de temperatura perjudican la secreción cuantitativa de leche, encontrándose que el cambio climático desarrolla la aparición de enfermedades; algunas de ellas no tipificadas, que afectan a las condiciones de vida de los animales, como las parasitarias (por ejemplo, infestación por nematodos y tenias), los trastornos nutricionales, la insolación o la deshidratación. Esta comunión de factores pueden ser muy importantes para la situación económica de los agricultores y las enfermedades tipificadas, que pueden influir en el riesgo de brotes de enfermedades infecciosas transmisibles graves de los animales; especialmente de las transmitidas por vectores, enfermedades dependientes de condiciones atmosféricas específicas y enfermedades transmitidas por la fauna silvestre (51).


  Teniendo presente los aspectos mencionados nos parece importante anotar que la historicidad del cambio climático muestra que a pesar que este fenómeno se empezó a construir científicamente desde finales del siglo XVIII y principios del XIX, su importancia y posición en las comunidades científicas e incluso en los ámbitos políticos ha tenido su mayor desarrollo desde la década de los 70, con la incursión de organizaciones y cumbres políticas ambientales emergentes a nivel mundial. Los efectos del cambio climático en las plantas y los animales son difíciles de medir, pero son potencialmente desastrosas. Muchas especies habitan precisamente en dichos aspectos delimitados con nichos ecológicos, que así sean pequeños cambios los que se presenten en el clima pueden causar alteraciones fundamentales en los alimentos o disponibilidad.


  En el pasado, los animales podían responder a estas presiones por que se desplazaban de un lugar a otro. Hoy, sin embargo, el uso del suelo por el hombre, ha limitado y fragmentado gamas y rutas de viaje, por lo que la migración de especies en respuesta al cambio climático es mucho más difícil. Por otra parte, la pérdida de depredadores clave o especies presa puede afectar los ciclos de vida de otros organismos en la cadena alimentaria.


  Los procesos orgánicos desempeñan funciones importantes en la regulación del clima. Los cambios en la extensión de nieve, hielo, o la vegetación que cubre la superficie del planeta puede alterar los procesos clave del clima con efectos imprevisibles (cambiando la cantidad de dióxido de carbono consumido por las plantas, por ejemplo, o la proporción del calor del sol es absorbida por la tierra). Evidencia biológica puede ayudar a los investigadores a entender procesos importantes en este tema. A veces, los registros que ofrecen información sobre los patrones climáticos como las fechas de cambio de las migraciones de aves, o el inicio de la primavera, y/o datos que se toman de una historia de vida, en el propio ecosistema como los anillos de los árboles, los huesos conservados, y escamas de peces en los sedimentos oceánicos, se remontan más allá de medidas más directa s del cambio climático pero son valiosos datos indicadores de una historia del cambio climático. El calentamiento global hasta la fecha, sin duda ha afectado la distribución geográfica de especies y rangos de la época de reproducción, la migración y la floración, entre otros aspectos. Sin embargo, la extrapolación de estos efectos observados con las predicciones de riesgo de extinción en el futuro es un reto, los esfuerzos de conservación deberían centrarse en la protección de una variedad de las comunidades más resistentes o adaptables, y proporcionar los corredores protegidos de la tierra o el mar para permitir que las especies sobrevivan a cambios que se presentan en sus hábitats.
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